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1. Seznam pouzitvch zkratek

ABTS
AGPasa
cFBPasa

DMSO
DPPH
FRAP
PVPP
SPP
SPS
TEAC
TPTZ
Trolox

UGPasa

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-sulfonat

ADP-Glucose pyrophosphorylase — ADP-glukosapyrofosforylasa
cytosolic fruktose-1,6-bisphosphatase — cytosolova fruktosa-1,6-
bisfosfatasa

dimethylsulfoxid

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Ferric reducing antioxidant power

polyvinylpolypyrolidon

sucrose-phosphate phosphatase — sacharosafosfatfosfatasa
sucrose-phosphate synthase — sacharosafosfatsynthasa

Trolox Equivalent Antioxidant kapacity

2,4,6-tripyridyl-s-triazin
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 karboxylova kyselina
UDP-Glucose pyrophosphorylase — UDP-glukosa pyrofosforylasa



2. Abstrakt

Jednotlivé odriidy bilych i Cervenych vin se lisi riznym chemickym sloZenim.
Stejné znacky vina stejného rocniku se mezi sebou mohou lisit 1 visualné, naptiklad
barvou. Tyto rozdily mohou byt dany také odlisSnym zastoupenim jednotlivych slozek
ve viné, pfitom 1 "stejnd" vina, ale mohou byt ve skutecnosti pon¢kud odlisné smési
vin riznych odrid.

PouZitim sady cinidel (Mal4d vinafsk4 laboratof, Vinafské zavody Velké
Bilovice) a dalsimi metodami byly stanoveny zakladni parametry ve dvou vzorcich
bilého vina shodné oznaceného, ale s odliSnym vzhledem a z jinych Sarzi. Pro
srovnani byl stejné¢ zkoumdn 1 jeden vzorek Cerveného vina. Byly sledovany zmény
téchto charakteristik béhem starnuti vina, tedy od otevieni lahve po dobu ¢trnacti dni
(pfi uloZeni v chladu) a pfi kratkodobém vystaveni vyssi teploté.

Nase laboratorni vysledky byly doplnény jest€é podrobnéj§imi udaji o
zastoupeni jednotlivych antioxidantd a fenolickych latek, ziskanymi na

specializovaném pracovisti Mendelovy zemédélské univerzity v Brng.

Kli¢ova slova: alkoholové kvasSeni, chemické slozeni hrozntl, jable¢no-mlécna

fermentace, oxidace, starnuti vina,



3. Abstract

Wines marketed under the same brandname and designation may differ in
color and other characteristic, as they may come from different batches. These
differences may reflect different concentrations of individual components in wine,
reflecting, for example, different compositions of individual cupages.

We used the reagent set "Mala vinafskd laboratoi" (supplied by the BS
Vinaiské zavody, Velké Bilovice, CR) to determine principal parameters of two
samples of a white wine with the same brandname, differing in color. For
comparison, one sample of red wine was studied with the same methods. After
opening the wine, we followed the changes of selected parameters during ageing, for
14 days (keeping the wine in a cold place), and also in a short-term experiment under
elevated temperature.

Our laboratory data were complemented by a more detailed analysis of
phenolics and other antioxidants, performed in a specialised laboratory (Mendel

Agricultural University, Brno, CR).

Key words: fermentation, chemical content of grapes, malo-lactic fermentation,

oxidation, wine ageing



4. PREHLED LITERATURY

Vino je znamo jiz od pradavna. Jiz 6000 let pfed nasim letopoctem byla vinna
réva péstovana v Iranu, Afghanistanu a v Cing. Odtud se jeji dalsi péstovani rozsitilo
do dalSich ¢asti svéta. Vice nez 3 500 let pfed naSim letopoctem tedy bylo vino
znamo 1 v Asyrii, Babylonii a Egypté, kde péstovali dokonce osm odrud. Stale
intenzivnéj$i mezinarodni kontakty zptsobily, Ze se vino dostalo i dale na zépad a to
az do Italie, na Sicilii, do Spanélska, Recka a na Krétu. Z téchto oblasti bylo dale
rozsifeno také do Afriky, Francie a nakonec i1 k ndm do Stfedni Evropy. AZ do dnesni
doby je vino oblibenym napojem pfi slavnostnich ptilezitostech.

Piti vina — v mirném mnoZstvi — mé pozitivni vliv na zdravi clovéka.
Obsahuje antioxidantni latky, snizuje onemocnéni cév, obsahuje také fadu vitamini a
mineralt jako napiiklad hot¢ik a vapnik. Jeho pozitivnim u€inkiim se pfipisuje tzv.
francouzsky paradox. Vino ma vSeobecné baktericidni a antiseptické ucinky.

Je mnoho faktorii, které maji vliv na kvalitu budouciho vina, na obsah jeho
slozek. Nejdulezitéjsi je kvalita piidy a jeji obsah zivin a mineralnich latek v ni, dale
jsou to 1 klimatické podminky.

Na senzorickou kvalitu vina mé velky vliv také jeho starnuti a zpiisob jeho
skladovani. Biochemickym zmé&ndm, k nimZ pfitom ve viné¢ dochazi, je vénovana

tato bakalarska prace.

4.1. Morfologie a chemické sloZzeni hroznu

Hrozny se sklddaji z bobuli a tfapin. Jednotlivé bobule obsahuji slupku,

duzZinu a semena.

4.1.1. SloZeni slupky

Slupka tvoii 9—11 % hmotnosti hroznil a je kryta voskem, ktery chrani bobuli
pied nezadoucimi mikroorganismy a zabranuje také velkym ztratdm vody. Nejvice
zastoupenou slouceninou ve slupce je voda, kterd predstavuje 60—-80 % hmotnosti.
Voda ma dulezitou roli hlavné béhem rhstu hrozni a v chemickych reakci
(fermentaci). Slouceniny, které vznikaji béhem rlstu révy 1 béhem fermentace se 1isi
svou rozpustnosti ve vodé, a to ovliviluje charakter vina. Hlavni (strukturalni)

slozkou slupky je celulosa, ktera patfi mezi polysacharidy (jde o linearni



polyglukan). Z hlediska ovlivnéni vlastnosti vina maji velky vyznam tfisloviny,
aromatické latky, kyseliny, barviva, dusikaté a mineralni latky. VSechny tyto latky
ovliviiuji charakter vysledného produktu [1], [2], [3].

Nejdulezitejsi latky, které jsou ve slupce obsazeny, jsou tiisloviny a barviva.
Ttisloviny jsou fenolické latky (jejich mnozstvi se pohybuje mezi 0,4-2,5 %), které
dodavaji vinu typickou trpkou chut’, ktera je velice zadouci hlavné u Cervenych vin.
Nejvice zastoupenou latkou, ze skupiny tfislovin, je tanin, ktery se ve viné objevuje
také v podobé kondensovanych tanin. Z chemického hlediska jde o polymery,
jejichz zakladni monomerni jednotkou jsou flavan-3-oly, neboli katechiny (obr. 1).
Vyskytuji se nejcasteji ve formé dimerti a trimert. Jejich oxidaci dochazi ke vzniku

hnéd¢ zabarvenych polymert [4], [5].

O
QUL C
OH

Obr. 1 : Flavan-3-ol (katechin) [5]

Pro jednotlivé odridy révy je charakteristické riizné zastoupeni barviv. Bilé

odridy obsahuji Zlutozelené pigmenty, tzv. flavony (anthoxanthiny) (obr. 2).

© N

C

Obr. 2 : Flavon [5]

Z chemického hlediska se jednd o barevné derivaty flavonoidl, jejichz zakladni

stavebni jednotkou je flavanovy skelet (obr. 3) [5].

o
¢

Obr. 3 : Flavanovy skelet [5]
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Kromé¢ flavonoidnich latek jsou v bilych vinech obsazeny neflavonoidni
slouCeniny a to zejména derivaty kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskotficové.
Tyto slou¢eniny se dostavaji do vina z rmutu, tedy z rozemletych bobuli [4], [6], [7].

Cervené a modré odriidy obsahuji Eervena barviva, tzv. anthokyaniny. Ty se

skladaji z anthokyanidini, které jsou zodpovédné za barvu, a z cukerné ¢asti (obr. 4).
H

HO O+ 1
O ) O R
2
= OH 4 R
HO R

Obr. 4 : Anthokyanidin [35]

Z chemického hlediska se jednd o derivaty flavonoid, které jsou
O-glykosidicky vdzany se sacharidy, jedna se tedy o glykosidy. Cukernou slozkou
muze byt glukosa, galaktosa, rhamnosa ¢i arabinosa (obr. 5). Antokyaniny maji
amfoterni charakter a jejich strukturu ovliviiuje hodnota pH. V protonizované formé
(jako kationty) jsou zodpovédné za Cervené zabarveni vina, ale dojde-li
k deprotonizaci, zbarveni se méni [4], [5], [6], [7].

Podle riznych substituentii na kruhu (R', R?, R*) miiZzeme antokyaniny dale
délit na malvidin, cyanidin, delfinidin, petunidin a peonidin [8].

Ke snizeni mnozstvi celkovych antokyaninti v hroznech dochézi pfi teplotach

kolem 35°C [9].

NS H__OH H__O
O

H——OH —O - H——OH
HO——H HO——H H=—OH | oH
H—{—OH H—oH HO—/H  hHo I H
H—{—OH H—oH HO—/H  hHo I H

OH OH OH CHs
D-glukosa D - fruktosa L - arabinosa L - rhamnosa

Obr. 5 : Nejcastéjsi cukerné slozky antokyaninti

Jak jiz bylo feceno, antokyaniny, flavony a flavan-3-oly se vyskytuji ve
slupce hroznt, dalsi fenolické latky, které se po zpracovani hroznl vyskytuji v mostu

a ving, jsou hydrolyzovatelné taniny, které se do vina dostaly z dubového sudu.
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Z chemického hlediska jsou to estery glukosy nebo vicesytnych alkoholi

s aromatickymi kyselinami, jako jsou kyseliny gallova (obr. 6) a ellagova [4], [6],

[7].
HO
(0]

HO %

OH
HO

Obr. 6 : Kyselina gallova [5]

4.1.2. SlozZeni duziny

DuzZina tvoifi 78-90 % hmotnosti hroznli. Jsou v ni obsazeny cévni svazky,
které celou bobuli vyzivuji a zabiraji pfiblizné 8 % hmotnosti duziny. Zbytek
hmotnosti bobule tvoii most, ktery je tvofen pfedevsim vodnym roztokem sacharidii
[1], [10]. Podrobnéji bude o slozeni mostu pojednano dale v odstavci €. 4.3.2.

Slozeni duziny se vyrazné li§i od sloZeni slupky. V duzin¢ se nachazi velké
mnozstvi cukrt, a to predevs§im glukosy a fruktosy. Z kyselin je zde obsazena hlavné
kyselinu vinna a jablecnd. V mens$i mife se zde vyskytuji také tfisloviny, barviva,
minerdlni latky a vitaminy [1], [11].

Celkové zastoupeni cukrG a kyselin zéilezi na odridé a klimatickych
podminkach. Cukry jsou substraty alkoholového kvaseni a zdkladem vyroby vina.
Kromé toho se ucastni vzniku dalSich slou€enin, jako naptiklad vysSich alkohold,
esterd mastnych kyselin a aldehydt. Takto vzniklé slouceniny ovliviiuji aroma

ruznych odrad vin. [3], [12].

4.1.3. SloZeni semen

Semena tvofi asi jen 3-4 % celkové hmotnosti bobuli. U jednotlivych odrid
se lisi jak velikosti, tak tvarem 1 barvou. Na zacatku zrani byvaji pecicky vétSinou
zelené a postupnym dozravanim hnédnou a ztraci na hmotnosti [1], [10].

V semenech jsou obsaZeny bilkoviny, celulosa, mineralni latky a tuky,
zejména glyceridy kyseliny stearové (C17H ;sCOOH ), palmitové (CISH 3 COOH )a

linolové (CnH 5 COOH ). Lipidy lze ze semen lisovat a pouzit je jako stolni ole;j.

12
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[10].

4.1.4. SloZeni tirapin

Ttapiny piedstavuji 3-5 % hmotnosti hroznd. Na zacatku zrani jsou zelené a
obsahuji velké mnozstvi vody a tfislovin. Béhem dozrdvani hnédnou a drevnati a
sniZzuje se mnozstvi kyselin a cukrt [1].

Zelené, nedozralé tfapiny maji nepfiznivy vliv na chut’ vyrobeného vina,
zpusobuji tzv. chut’ po tfapinach, kterd neni vhodna. Ale hnédé, zdfevnatélé trapiny

dodavaji vinu trpkou pfichut’, kterd je u nékterych odrid zddana [10].

4.2. Biochemické zmény pfi rustu a zrani hroznu

Obvykle se rozliSuji tii faze dozravani hrozna pted jejich sbérem. Je to faze
ristu hroznl, faze dozradvani a faze pfezravani. Jednotlivé odriidy vin vyzaduji
odli$nou dobu na dozravani, vSe je ovlivnéno klimatickymi podminkami, ptidou ¢i i

mozZnosti napadeni hroznt ulechtilou plisni.

4.2.1 Faze rustu hroznu

Na zacatku této faze jsou bobule vina malé, zelené a tvrdé. Postupem Casu
dozravaji a zvétSuje se jejich objem. V této fazi je velice dilezité, jaké klimatické
podminky ptfevazuji. Hrozny potiebuji hlavné teplé pocasi, dostatek vlahy a zivin
[10].

Bobule v této etapé obsahuji prevazné kyseliny a to kyselinu jable¢nou,
v mens$im mnozstvi kyselinu vinnou a vyskytuji se zde 1 kyseliny jantarova (kyselina
butandiova), Stavelova (ethandiova) a citronova (2-hydroxyl-1,2,3-trikarboxylova).

Obsah cukrti je v této fazi velice nizky, jejich mnozstvi se pohybuje kolem

jednoho procenta hmotnosti bobule [1].

4.2.2. Faze dozravani

V tomto obdobi se bobule jiz nezvétSuji, ale méni se jejich barva a zacinaji
méknout. Mé&knuti bobuli je zplisobeno pfeménou protopektinu na pektin. Pektiny
jsou linearni polysacharidy, jejichz zakladni jednotkou je kyselina galaktouronova.

Tyto latky jsou obsaZeny v rostlinnych pletivech, respektive ve S§tavé ovocnych

13



plodi, jako je napfiklad vinnd réva. Protopektiny jsou nerozpustné ve vodég, ale
ucinkem kyselin a enzymu se pfeméni na pektiny, které jsou rozpustné ve vodé [1],
[12].

Zralé hrozny se poznaji typickym zabarvenim bobuli (barva bobuli se méni ze
zelené na zelenozlutou u bilych odriid a na ¢ervenou az modrou u modrych odrid),
jejich velikosti, dale tim, Ze jdou snadno oddélit od stopecek a ze jsou mekké. Zralost
se pozna i podle tfapin, zda jsou seschlé, hnédé a drevnaté [3], [10].

Rozdélujeme dva typy zralosti hroznli a to konzumni a technologickou.
Konzumni je ur€ena ptevazné pro stolni odriidy, tedy pro hrozny uréené k piimé
konzumaci. V tomto piipad€ se preferuje vyvazeny obsah cukrti a kyselin, neni zde
potfeba vysokd cukernatost, proto se tyto hrozny sklizeji diive. U technologické
zralosti se vyzaduje vysoky obsah cukrti, proto se hrozny sklizeji pozdéji [10].

Béhem této faze se zvySuje obsah cukrt. Nejvice je v hroznech zastoupena
glukosa, ale postupnym zranim se vyrovnava pomér mezi ni a fruktosou, takze v
dozralych bobulich je vice zastoupena fruktosa [3].

Dalsim dulezitym faktorem je snizeni obsahu kyselin, které¢ je zplisobeno
oxidaci. Oxida¢nim procestim podléhaji hlavné volné kyseliny a to jak jablecna, tak
vinna, jantarova a Stavelova. MnoZstvi kyseliny citronové zistavd nezménéné.
Kyseliny se mohou vazat s minerdlnimi latkami za vzniku soli. Nejcastéji se vazi
s draslikem, vapnikem a sodikem. Z toho je patrné, Ze na obsahu kyselin v hroznech
a pak i celkové v moStu a ve viné¢ ma vliv i mnozstvi mineralni latek, které je
schopna vinna réva piijmout z pudy [2].

Nejvyraznéjsi z kvantitativniho hlediska je oxidace kyseliny jable¢né. Vliv na
snizeni jejiho mnoZzstvi v hroznech ma predevsim oxidace a vysoké teploty. Kyselina
jableéna se v pFitomnosti enzymu malatdehydrogenasy a NAD" oxiduje na kyselinu

pyrohroznovou (obr. 7), kterd se v glukoneogenezi vyuziva pro syntézu sacharida

[1].

14



coor COO COO-

| NAD" NADH+H' | |
CH— OH C=0 -CO
| Lé | 7 C=0

CH, CH, ‘

| | CH,
COO’ COO-
malat oxalacetat pyruvat

Obr. 7 : Oxidace kyseliny jable¢né

Kyselina vinna také podléha oxida¢nim a dekarboxyla¢nim procestim (obr. 9)
a to az za vzniku kyseliny §tavelové, meziproduktem byva kyselina dioxyfumarova a
glykolaldehyd, ktery se postupnymi reakcemi meéni v sacharidy. Volna kyselina
vinna je oproti jablené stalejsi, ale pfesto se jeji mnozstvi v etapé dozravani také
sniZuje, protoze se jako volna vaze do Spatné rozpustnych vinanii (vinan draselny a

vapenaty) [1].

COCH ?OOH
CH—OH yidace ﬁ*OH -CO,, oxidace COOH idace COOH
CH—OH C—OH CHO COOH
COOH COOH

Kyselina vinna k. dioxyfumarova k. glyoxalova k. Stavelova

Obr. 8 : Oxidace kyseliny vinné [1]

Béhem zrani vznikaji v hroznech i aromatické latky, které jsou ulozeny ve
slupce. Jejich mnozstvi se v riznych odridach lisi 1 v z&vislosti na postupu vyroby

daného vina.

4.2.3. Faze prezravani

Tato etapa se vyuZziva jen pii vyrobé nékterych typl vin, naptiklad tokajskych
vin.

V tomto obdobi se zastavi pfijem zivin, zacne se vypatfovat voda, bobule se
zacinaji scvrkéavat a zvysuje se koncentrace cukri. Pti velkém odpateni vody vznikaji

hrozinky neboli cibéby [1].
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U modrych odrid neni ptezravani vyhodné, protoze dochazi k postupné
oxidaci barviv. U aromatickych odriid, jako je naptiklad Tramin nebo Sauvignon, se
tento proces také nevyuziva, protoze i zde dochazi k oxidaci aromatickych latek,
¢imz by se zménila chut’ a aroma typické pro tyto druhy vin.

Tento proces je typicky naptiklad jiZ u zminénych tokajskych vin, kde seschlé
bobule napada uslechtila plisett Bortrytis cinerea. Tato vina maji po napadeni plisni
vyraznou a specifickou chut’ i aroma. Dal§im piikladem botrytickych vin jsou vybéry

z bobuli z Némecka a Rakouska a Sauternes z Francie [8].

4.2.4. Sacharidy

vvvvvv

pro vyrobu ethanolu.

Cukry vznikaji béhem fotosyntézy v zelenych listech vysSich rostlin. Listy
zde vystupuji jako tzv. zdrojové organy. Z listii jsou sacharidy déle transportovany
do tzv. zasobnich organt (v anglicky psané literatufe oznacované jako sink neboli
jimka), kde slouzi jako zasobarna energie a jejichz uhlikata kostra se spolupodili
v procesu dychani [13], [14].

Zasobni organy jsou naptiklad hlizy brambor, semena, kofeny nebo hrozny
vinné révy. Transportované sacharidy z listli jsou zde ulozeny ve formé zasobnich
sacharidli, jako je Skrob a sacharosa, a zde jsou posléze hydrolyzovany na
monosacharidy [12].

Syntéza skrobu probihd v chloroplastech a sacharosy v cytoplazmé (obr. 10).

Béhem fotosyntézy vznikaji v chloroplastech triosa-fosfaty, které mohou byt
transportovany do cytosolu pies membranovy pienase¢, tzv. triosa-fosfatovy
translokator. V cytosolu (tekuta slozka cytoplazmy) katalyzuji syntézu sacharosy
hlavné dva enzymy, cytosolova fruktosa-1,6-bisfosfatasa (cFBPasa, E.C. 3.1.3.11) a
sacharosa-fosfatsynthasa (SPS, E.C. 2.4.1.14). Prvnim krokem syntézy je vznik
fruktosa-1,6-bisfosfatu ze dvou triosa-fosfatii za plsobeni enzymu aldolasy. Enzym
cFBPasa katalyzuje odStépeni anorganického fosfatu (Pi) a vznik fruktosa-6-fosfatu.
Z ni pusobenim izomerasy vznikéd glukosa-6-fosfat, jehoz dalsi pfeménu na glukosa-
1-fosfat katalyzuje enzym 1-epimerasa. Glukosa-1-fosfat reaguje s UTP za katalyzy
UDP-glukosapyrofosforylasou (UGPasa, E.C. 2.7.7.9) a vznika UDP-glukosa, ktera
za katalyzy SPS spolu s fruktosa-6-fosfatem tvoii sacharosa-6-fosfat, ktery se
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plisobenim sacharosa-fosfatfostatasy (SPP, E.C. 3.1.3.24) hydrolyzuje na sacharosu
[13].

Syntéza sacharosy probihd hlavné v noci, kdy se v chloroplastech zvysuje
koncentrace Pi a triosa-fosfaty mohou byt pfes translokator exportovany do
cytoplasmy [14].

Po syntéze sacharosy dochdzi k jejimu transportu do zéasobnich orgéant.
Transport probihd v pletivech, oznafovanych jako floém, jejichz hlavni vodivou
latkou jsou bunky-sitkovice. V hroznech vinné révy je sacharosa transportovana
protonovym gradientem do apoplastli, kde je hydrolyzovéana invertasou na glukosu a
fruktosu a vytvari tak energetickou zasobu bobuli. V dal§im ptipadé muizou byt
vzniklé hexosy transportovany pres hexosovy transporter do cytoplasmy, kde se
fosforyluji kinasami a vstupuji do glykolyzy, kde se odbouravaji za vzniku pyruvatu,
ktery mize byt dale metabolizovan za produkce ethanolu [13], [14].

Skrob se syntetizuje v chloroplastech a za denniho svétla. Z triosa-fosfati
pusobenim aldolasy vznika fruktosa-6-fosfat, kterd se plisobenim enzymu izomerasy
a nasledné 1-epimerasy méni na glukosu-1-fosfat, ktera reaguje s ATP za katalyzy
ADP-glukosy pyrofosforylasy (AGPasy, E.C. 2.7.7.27) za vzniku ADP-glukosy a
posléze $krobu. Skrob mutize byt transportovan do zasobnich organd, kde je
hydrolyzovan na glukosu.

V piipadé¢ jinych rostlin muize byt Skrob syntetizovdn ze sacharosy

v amyloplastech (brambory) [13].
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Obr. 9 : Syntéza sacharosy a Skrobu; prevzato z [13]. Glycolysis — glykolyza,
Fructose-1,6-bisphosphatase — fruktosa-1,6-bisfosfat, Fructose-6-phosphate — fruktosa-6-fosfat,
Glucose-6-phosphate — glukosa-6-fosfat, Glucose-1-phosphate — glukosa-1-fosfat, UDP-Glucose —
UDP-glukosa, Sucrose-6-phosphate — sacharosa-6-fosfat, Sucrose — sacharosa, Ribulosa-1,5-
bisphosphate — ribulosa-1,4-bisfosfat, Calvin cycle — Calviniv cyklus, Starch — Skrob, Maltose -

maltosa

Kromé¢ vyse zminénych sacharidii se v moStu vyskytuji i pentosy L-arabinosa
a D-xylosa. Tyto cukry se do moStu dostadvaji z pevnych ¢asti hrozna pii jejich
zpracovani a do vina se mohou dostat také diky uskladnéni v dievénych sudech.
Kyselou hydrolyzou téchto cukr vznikd furfural (furan-2-karbaldehyd) (obr. 15).
Furfural spolu s dal$imi latkami (vanilin, aromatické aldehydy) jsou extrahovany
béhem =zahtivani dubovych sudl a ovliviiyji tak aroma barikovych vin nebo

fortifikovanych vin, napt. Madeiry. [1], [12], [16].

|
folh g

Obr. 10 : Furfural [17]
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4.3. Zpracovani hroznu na mos$t a jeho slozeni

4.3.1. Vvroba moStu

Pted ziskdnim mostu je tfeba nejdiive oddélit trapiny neboli stopky od bobuli
a ty posléze rozdrtit. Rozemletym bobulim se fikd rmut. Odzrnéni musi byt
provadéno s opatrnosti, protoZe hrozi, Ze se do rmutu dostanou zbytky tfapin nebo
rozemletd seminka, tim by se do né&j dostaly i nezddouci latky jako chlorofyl a
ttisloviny, doslo by tak ke znehodnoceni vyrobeného vina [10].

Po ziskéni rmutu nasleduje lisovani. Jedna se o proces, pfi kterém se oddé€li
tekutd ¢ast (most) od pevné faze (matoliny). Most je dal zpracovavéan na vino a
matolina byva vyuzivana jako krmivo. Samotné lisovani se li§i u jednotlivych
barevnych odrtd.

U cervenych odrid a u bilych aromatickych probiha pied lisovanim
nakvaseni. Nakvaseni rmutu je dé&j, pfi kterém se b&hem nckolika hodin az dni
vyluhuji barviva a aromatické latky ze slupek do $tavy, které se po vylisovani

nachazeji v mostu a jsou typickym znakem dané odriidy vina [3].

4.3.2. Chemické sloZeni mostu

Voda ptedstavuje 70-80 % mostu.

Dilezitymi slouc¢eninami, které jsou v moStu pfitomny jsou jiz zminéné
sacharidy, které jsou nezbytnymi substraty pro vyrobu ethanolu a pro jiné
metabolické procesy probihajici béhem vyroby vina.

Zastoupeni jednotlivych kyselin v moStu se neméni oproti jejich mnoZzstvi
v bobulich (kapitola 1.2.). Nejvice je zde obsazena kyselina vinna, jabletna a ve
velmi malém mnozstvi 1 kyselina citronova. Mnozstvi ostatnich kyselin jako
jantarové, glykolové ¢i $tavelové je velice nizké, zalezi na odriidach vina. Naptiklad
kyselina glykolova se vyskytuje v gruzinskych vinech [18].

Kyselina vinna a jable¢nd patii mezi dikarboxylové kyseliny. Systematicky
nazev k. vinné je kyselina 2,3-dihydroxybutandiova. Systematicky nazev k. jable¢né
je kyselina hydroxybutandiovéa . Obé se vyskytuji bud’ jako volné nebo jako vazané
ve formé soli [3].

Kyselina vinna se v kyselém prostiedi srazi s KCl za vzniku vinanu

draselného COOK-CHOH-CHOH-COOH. Pii nizkych teplotach je tato sloucenina
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malo rozpustnd a krystalizuje. DalSi soli, kterou kyselina vinna tvoifi je vinan
vapenaty (obr. 11). Tato malo rozpustnd stl vznika pii umélém odkyseleni mosti

pusobenim uhli¢itanu vapenatého [2].

HO—— CH——COO

\Ca

HO——CH—COO

Obr. 11 : Vinan vapenaty [2]

Mnozstvi dusikatych latek se pohybuje mezi 0,5-1,0 g/l. Dusik se v mostu a
posléze 1 ve vin€ vyskytuje v riznych formach. Nachazi se ve formé proteint,
albumos a peptonil, polypeptidii, aminokyselin a ve form¢ amonnych soli. Albumosy
a peptony jsou peptidy o nizké molekulové hmotnosti, které vznikly pii Stépeni
bilkovin proteolytickymi enzymy. Albumosy jsou citlivé na zménu teploty, proto pii
ur¢ité zméné koaguluji a vytvareji zdkaly ve viné. Mezi nejvyznamnéjsi volné
aminokyseliny, které byly objeveny ve viné, patii arginin, prolin, kyselina glutamova
a asparagova. [1], [19].

Aminokyseliny slouzi béhem alkoholového a mlééného kvaseni jako zdroj
dusiku kvasinkdm a bakteriim [2].
vmostu 1 po alkoholovém kvaSeni ve viné. Po alkoholovém kvaseni muze u
kyselejsich vin dochézet k jable¢no-mlécné fermentaci, ktera se déje v pritomnosti
mlécnych bakterii. Energii k ristu a prabchu této fermentace bakterie ziskdvaji
z degradace argininu. Rozklad argininu je katalyzovan tfemi enzymy [20], [21].

(obr. 12)

arginindeaminasa

Arg+H,0O citrulin+NH,
ornithinkarbamoytransferasa
citrulin+P,
karbamoyl-P+ADP+H,0 —— et ATP+NH,+CO,

Obr. 12 : Degradace argininu [20]
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Mezi dalsi latky, které jsou obsazeny v mostu, ale v malém mnozstvi patii
enzymy, vitaminy, aromatické a buketni latky, mineralni latky a tuky.

V hroznech, v mostu a ve viné se vyskytuji specifické enzymy, které ptsobi
jako katalyzatory. Z negativné pusobicich enzymi 1ze zminit polyfenoloxidasu, ktera
zpusobuje hnédnuti vina. Pfeménu kyseliny jablecné na pyrohroznovou katalyzuje
malatdehydrogenasa v piitomnosti koenzymu NAD", jde o oxidaéni dekarboxylaci,
jejimz meziproduktem je oxalacetat. Dal§imi dulezitymi enzymy jsou ty, které
katalyzuji syntézu sacharosy (cFBPasa, SPS) ¢i skrobu a nebo degraduji arginin za
vzniku energie potfebné pro rist mlécnych bakterii (arginindeaminasa) [1], [13],
[15], [20], [21].

Z anorganickych latek jsou v mostu nejvice zastoupeny soli drasliku, vapniku

a hoi¢iku.

4.4. Vyroba vina

Vyroba vin se u jednotlivych odrd 1isi. Jinak se vyrabi bilé vino, Cervené,

rizové a jiné€ jako naptiklad barikové vino (barrique).

4.4.1. Vvroba bilého vina

Bilé vino se vyrdbi ze Zlutych, riZovych, cervenych i modrych hrozni.
Rozdrcenim hroznt a jejich odzrnénim se ziskd rmut, ktery se po vylisovani méni
v most. Po ziskani mosStu dochazi k hlavnimu kvaseni za vzniku vedlejsiho produktu
CO,. Kvaseni se sklad4d ze dvou casti a to z bouilivého kvaseni, kdy se ziskava
nejvice alkoholu a trva ptiblizné dvanact dnt a z etapy dokvaSeni, kterd trva Ctyti
tydny [3].

Kvaseni probiha bez piistupu vzduchu a pii teploté kolem 18 °C, jde tedy o
anaerobni fermentaci. Podrobnéji bude tato otazka probirana v odstavci €. 4.4.3.1.

Po fermentaci se vino nechavd uzrat nejméné pul roku a poté se musi
filtrovat. Filtraci se zabranuje zékaliim vina, které jsou zplisobeny vysrazenymi
bilkovinami, polysacharidy, barvivy a kvasinkami [10].

Po t&chto fazich je vino ptfipraveno na lahvovani a k prodeji.
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4.4.2. Vvroba Cerveného vina

Cervené vino se vyrabi zmodrych odriid. Rozdrcenim hrozni a jejich
odzrnénim se ziskd rmut, ktery se musi nechat nakvaset, aby se ziskala cervena
barva. Doba nakvéseni je pfiblizné& 5-10 dnu pfi teploté 20-25 °C. Aby se urychlilo
kvaSeni, je dobré rmut piedehiat na teplotu 20-30 °C [10].

Pti nakvaSeni unikd CO,, ktery nadnasi pevné Castice rmutu, tedy slupky
hroznti. Slupky vytvaii tzv. matolinovy klobouk na povrchu mostu. Z klobouku se za
pomoci michéani, aby nedoslo k oxidaci, uvoliiuji potebna barviva a buket [10].

Barva vina je dualezitym znakem jeho kvality. To mutze ovlivnit napiiklad
uziti ¢ificiho prostfedku nebo vcasné siteni. Nejpouzivanéjsim Cificim prostiedek pro
zachovani barvy vina je PVPP (polyvinylpolypyrolidon). Jedna se o adsorbent, ktery
na sebe vaze latky zptsobujici hnédnuti vina (chinony) [22].

Uziti bentonitu jako Cificiho prostfedku je vhodné k zabranéni bilkovinnych
zakali, ale jeho pouzitim dochdzi knavdzadni barevné slozky flavonoidd,
anthokyanidinu, a to zpiisobi ztratu barvy a hnédnuti vina [22].

Vznikly most vyrobeny z cervenych a modrych odrid se zpracovava stejné

jako pti vyrobé¢ bilého vina.

4.4.3. Zakladni biochemické procesy pri vvrobé vina a pri jeho skladovani

(oxidace)

NS4

podminkach, kdy vznikd alkohol a CO,. Pfi aerobni fermentaci ptisobenim octovych
bakterii by se ziskala kyselina octova misto ethanolu a to je nezadouci.
Mezi podporované procesy pii vyrobé vina patii jable€no-mlécné fermentace.

Dals$imi nezadoucimi jsou mlécné kvaseni a rozklad kyseliny vinné [23], [35].

4.4.3.1. Anaerobni fermentace

vvvvvv

glykolyzy vznika pyruvat a z n¢ho za dekarboxylace a nésledné redukce vzniklého
acetaldehydu se ziska ethanol. V prabéhu glykolyzy dochazi k celkovému zisku Ctyt
molekul ATP, pti ¢emz se 2 molekuly ATP béhem glykolyzy spotfebovavaji a tedy
celkovy energeticky zisk ¢ini 2 molekuly ATP. Energeticky zisk molekul ATP

vystihuje nésledujici rovnice :
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CyH,04 +2H PO, +2ADP — 2C,H,OH +2C0, + 2ATP +2H,0 [23],

4.4.3.2. Jable¢no-mlééna fermentace

K jable¢no-mlé¢né fermentaci dochdzi po ukonceni alkoholového kvaseni. Je
umoznéna tim, Ze se vino po kvasném procesu ponechd déle na kvasnicich za
obcasného michani a tim dojde k odbouravani jable¢né kyseliny na kyselinu mléénou
[1], [35].

Tohoto procesu se vyuziva ke snizeni kyselosti vina. V pfipad€, ze vino
obsahuje nizkd mnozstvi kyselin, lze jablecno-mléénému kvaseni zabranit v€asnym
stazenim vina z kvasnic a naslednou filtraci a sifenim.

SniZeni obsahu kyseliny jable¢né zptsobuji rizné druhy kvasinek, naptiklad
Candida sphaerica, Candida utilis nebo Sacharomyces cerevisiae a bakterie
Leuconostoc oenos. Tyto bakterie obsahuji jablecnomlééné enzymy, které zplisobuji
dekarboxylaci malatu na laktat (obr. 13). Jable¢né enzymy zplsobi redukci maldtu
na pyruvat, ktery maze byt dale redukovan na laktat nebo pusobenim koenzymu
thiamindifosfatu (TPP) vznikne aktivovany acetaldehyd, ktery se pifeméni na

acetaldehyd, ktery je redukovan na ethanol [4], [6], [7], [15].

COO COoO
C‘:H NUJH‘ (‘ZH ka COO™  pomsn napr COO
2 2 .
e N T AN A -
CH—QH malstdehydrogenasa c=—=0 dekarboxylasa C‘ - Wsa C‘H OH
Ccoor COoO CH, CH,
Malat Oxalacetat Pyruvat Laktat

TPP, -CO,

CH

NADH+H* NAD" ‘ 3

PP
CHO
acetaldehyd-TPP ' ] \ CH,

CH ADH ‘
OH

acetaldehyd ethanol

3

Obr. 13 : Degradace kyseliny jablecné [6]

4.4.3.3. Aerobni fermentace

Aerobni fermentace neboli dychani kvasinek je metabolicky déj odehravajici

se u kvasinek obdobné¢ jako v lidském organismu. Pfi tomto procesu se pyruvat
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(vznikly pfi glykolyze) oxidativné dekarboxyluje na aktivni kyselinu octovou a poté
vstupuje do Krebsova cyklu, kde se odbouravd na CO, a redukovany koenzym
NADH, ktery nasledné vstupuje do dychaciho fetézce a reoxiduje se na oxidovany

koenzym NAD". Je zde vysoky zisk energie, 38 molekul ATP [1], [25].

4.4.3.4. Mlécné kvaSeni

Mlécné kvasSeni je biochemickou obdobou déju, které probihaji u ¢lovéka ve
svalu pfi nedostate¢ném zdsobeni kyslikem. Pii mlécném kvaSeni jsou hlavnimi
produkty kyselina mlécna a acetaldehyd, ktery se oxiduje na ethanol a kyselinu
octovou pusobenim mlécnych a octovych bakterii. K mléénému kvaSeni dochazi u
vin, které obsahuji zbytkovy cukr (cukr, ktery nebyl zkvasen béhem alkoholového
kvaseni). Tento d¢j probihd soucasné s jablecno-mlécnou fermentaci pii ptisobeni

bakterii z rodu Leuconostoc oenos [6], [7], [12], [25]..

4.4.3.5. Rozklad kyseliny vinné

Mlécné bakterie mohou zpisobit rozklad kyseliny vinné za vzniku kyseliny
mlécné, octove, jantarové a CO,. Podle druhii bakterii, které tento d¢j zpiisobuji,
rozliSujeme dva mechanismy rozkladu kyseliny vinné.

Pfi prvnim zptsobu rozkladu kyseliny vinné vznikaji kyselina mlécna, octova

a CO; jako produkty. Je to zplisobeno bakteriemi Lactobacillus plantarum.(obr. 14)

H,0 NADH+H* NAD*

2¢O,
2 tartarat U%Z oxalacetat 2 pyruvét% laktat

NAD* > H,0
NADH+H"

acetat + 002

Obr. 14 : Mechanismus rozkladu k. vinné bakteriemi Lactobacillus plantarum[1]

24



Béhem druhého vznikaji ze tfi molekul k. vinné Ctyfi molekuly CO,, dvé
molekuly kyseliny octové a k. jantarova. Tento mechanismus zptsobuji bakterie

Lactobacillus brevis [1]. (obr. 15)

H,0 NADH+H* NAD* H,0 NADH+H* NAD*

3 tartarat %3 oxalacetat % malat %fumarét% sukcinat

2CO, %/ NAD"  NADH+H*

2 pyruvat 2 acetat

H,0  2CO,

Obr. 15 : Druhy mechanismus rozkladu kyseliny vinné [1]

4.4.3.6. Oxidace vina a zména barvy

Oxidaci vyrazng ovliviiuje kyslik a enzymy. Kyslik reaguje s oxidovatelnymi
slou€eninami a tim ovliviiuje kvalitu mostu a budouciho vina. Hlavni latky, které se
ve viné oxiduji, jsou fenolické latky, organické kyseliny (kyselina vinna a askorbova)
a ethanol.

Fenolické¢ latky (flavonoidy ve vin€) podléhaji oxidac¢né-redukénim
procesim. Tyto latky se v mladém vin€ vyskytuji jako volné slouceniny, ale béhem
oxidace podléhaji polymeriza¢nim reakcim za vzniku dimert, trimert a oligomert
[26]-[29].

Enzymova oxidace je zpusobena polyfenoloxidasou a peroxidasou. Oba
enzymy se nachazeji v hroznech. K enzymové oxidaci dochazi hlavn€ pted
alkoholovou fermentaci, kdy dochazi ke zpracovani hroznii a nakvaseni, které
probiha za ptistupu kysliku.

Flavonoidy podléhaji oxidaci vzduSnym  kyslikem katalyzované
polyfenoloxidasou za vzniku chinonil, tim se méni zabarveni moStu na hnédou
skoficovou barvu u bilych i cervenych vin. Reduk¢ni ¢inidla jako kyselina askorbova

a SO, zabranuji nechténé oxidaci.
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V malém mnozstvi je kyselina askorbovéa pfitomna v hroznech a jejim pisobenim
dochazi k redukci vzniklych chinonli na ptivodni flavonoidy, sama se pfitom oxiduje
na kyselinu dehydroaskorbovou [6], [7], [11], [26].

SO, se pfidava do vina vpevné ¢i plynné fazi. Vaze se acetaldehydem
vzniklym béhem alkoholové fermentace. Tento komplex inhibuje rist bakterii, které
zpusobuji hnédnuti vina [24].

Dalsim zptsobem, jak zabranit oxidaci, je inhibice enzyml pomoci teploty.
Velmi vysoké teploty mezi 70-90 °C inhibuji G¢inky polyfenoloxidasy [1].

Ptitomnost velkého mnozstvi organickych kyselin v hroznech také inhibuje
enzym polyfenoloxidasu.

Zminéné oxidace probihaly hlavné v mostu, tedy pied vyrobou vina. Po
alkoholovém kvaseni, ve vinu, probihd oxidace pisobenim vzdusného kysliku a jako
katalyzatory jsou piitomny ionty Fe*" a Cu®". Kyslik pronika do vina neustéle i ptes
pory sudu ¢i zatky béhem uskladnéni [1], [26] - [28].

Molekularni kyslik reaguje s oxidovatelnymi latkami a pfitom se sdm
redukuje v né€kolika krocich az na dvé molekuly H,O, pfi¢emz odnimé oxidovanych
latkam celkem Ctyti elektrony (obr. 16). Tato reakce vede ke tvorbé superoxidu (O,)
a peroxidu (O,%). Tyto anionty jsou lepsimi oxida¢nimi &inidly neZ vzdusny kyslik

(O») a oxiduji fenolické latky na chinony a ethanol na acetaldehyd [26], [27], [30].

e H e H' H e H

0, =HO,*"=H,0; = OH (2) H,0

Obr. 16 : Vznik peroxidu a superoxidu [26]

Reduk¢ni Cinidla (SO, spolu s kyselinou askorbovou) a vhodna zatka a misto
uskladnéni vina mohou zpomalit oxidaci vina.

Korek nebo jina zatka chrani vino v lahvi pied oxidaci vzduSnym kyslikem a
pied pronikdnim jinych latek dovnitt, v€etné mikroorganismil, kapalin a plyni.

Chemické slozeni korkové zatky je rtizné, li§i se oblasti péstovani dubu
korkového. Ptiblizné sloZeni je: suberin (33-50 %), lignin (13-29 %), polysacharidy
(6-25 %), vosky  (2-8 %), taniny (6-7 %), extrakty z dubu (8-24 %), popel (2-3 %),
ostatni (6-7 %).
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Suberin je tvofen z alifatickych polyesterii, tedy z mnoho uhlikatych
mastnych kyselin a fenolti. Jeho funkci je zadrZzovani vody a pulsobi jako
antimikrobidlni bariéra.

Lignin je soucasti sekundarni vnitini bunééné stény korku, kterd je dale
obklopena vrstvou obsahujici suberin a vosky a vrstvou, kterd je tvofena
polysacharidy. Lignin vznikd biosynthesou z aminokyseliny fenylalaninu pies

kyselinu skoficovou, p-kumarovou, ferulovou a sinapovou (obr. €. 17) [12], [27].

— CH—CH—COOH ©—CHCHCOOH
HO~

Kyselina skoficova kyselina p - kumarova
CH CH
3Q©CH —CH—COOH 3q©CHCHCOOH
HO” HO™ \
CH,O
Kyselina ferulova kyselina sinapova

Obr. 17 : Kyseliny podilejici se na biosyntéze ligninu [12]

Spatné ofetfeny korek miize zpuisobit vadu vina, tzv. chut’ po korku. Tato
vada se projevuje zatuchlou vlni vina, které miize mit navic plesnivou pfichut’. Je to
zpusobeno tim, ze se korky béli a sterilizuji v roztocich obsahujicich chlor. Tyto
roztoky reaguji s fenoly, které jsou obsazeny v korku za vzniku slouceniny
trichloranisolu, ktery se rozpousti ve viné a zpiisobuje plesnivou chut’. Plastové zatky
jsou vtomto piipadé vyhodngj$i, protoze neobsahuji reaktivni slouceniny a

nedochazi k vadam vina [31].
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5. Cile prace

Cilem m¢é bakalaiské prace bylo sezndmit se s literaturou, popisujici
biochemické aspekty vyroby vina, a zejména procest, které mohou ve viné probihat
béhem jeho zrani, skladovani ¢i ptrepravy, a béhem stdrnuti vina. Dale jsem se méla
seznamit se zdkladnimi analytickymi pfistupy k hodnoceni kvality vina.

V experimentalni casti byla predkladand bakalaiskd prace zaméfena na
aplikaci poznatkli z teoretické Casti pii charakterizaci dvou vzorkd stejné odridy
bilého vina s rozdilnym zabarvenim. Pro srovnani byly stejné charakteristiky
stanoveny 1 pro vzorek cervené¢ho vina. Aby bylo mozno odhadnout vliv starnuti
vina, byly nékteré charakteristiky stanoveny znovu po uplynuti Ctrnacti dnti od
otevieni lahve. Dale byl studovan vliv zvysené teploty.

Data, ziskand v nasi laboratofi, byla doplnéna o vysledky specialnich
stanoveni (se zaméfenim na obsah flavonoidd a antioxidantl), provedenych
v laboratofi doc. Ing. R. Kizka, Ph.D.

Kromé chemickych parametri byly hodnoceny také zmény senzorické

vlastnosti zkoumanych vin (barva, chut’ a aroma) a jejich zmény béhem starnuti.
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6. Experimentalni ¢ast

Celkovy plan experimentalni ¢asti byl zaloZzen na srovnani charakteristik
dvou vzorktli bilého vina stejné odridy od stejného vyrobce, které se viditelné lisily
barvou. Pro srovnani a s ohledem na ziskani zkuSenosti se soupravou, ktera byla
komer¢né dostupna, byl obdobné analyzovéan také vzorek cerveného vina. Analyzy
byly provedeny hned po otevieni, po tydnu (uchovani v chladu pfi teploté kolem
5 °C) a po simulovaném starnuti (21 hodin v termostatu pii 37 °C). Vzorky byly
uskladnény za piistupu vzduchu a za tmy. Experimentalni data, ziskana v nasi
laboratofi, byla doplnéna experimenty, provedenymi na Mendelové zemédélské
univerzité¢ v Brn¢ (v laboratfi doc. Ing. Reného Kizka, Ph.D. specializované na

elektrochemickou analyzu).

6.1. Chemikalie a roztoky

Pro analyzu byly vybrany dva vzorky bilych vin odridy Chardonnay znacky
"Brise de France", ro¢nik 2008, oblast péstovani jizni Francie. Oba vzorky,které se
viditeln¢ lisily barvou, byly soucasné zakoupeny v supermarketu TESCO, takze lze
predpokladat, ze podminky uskladnéni byly zhruba stejné. Vzorky se liSily kromé
barvy Cislem Sarze a jak se ukazalo, tak 1 typem uzavéru.
Vino A — Cislo Sarze : L0912093S2, plastova zatka.
Vino B — ¢islo sarze: L.2605093S1, korkova zatka (lisovana).

Pro srovnani byla stanoveni provadéna i u Cerveného vina odridy Modry
Portugal ro¢nik 2007, které bylo zakoupeno rovnéz v supermarketu. Vyrobcem vina

bylo Vino Rimavska Sobota, s.r.0. oblast péstovani byla Malokarpatska, Slovensko.

Ke stanoveni jednotlivych parametri ve viné byly pouzity roztoky
z komeréné dostupné soupravy Mald vinafskd laboratof. Dodavatelem byly BS
Vinaiské potieby s.r.o. Velké Bilovice. Vyrobce neudavéa slozeni jednotlivych
zkoumadel, obsaZenych v soupravé, kterd celkem obsahuje 10 roztokd oznacenych
pismeny A az Z. V této praci nebyly vyuzity vSechny dodavané roztoky, pouzila
jsem pouze nasledujici (uvedené je i predpokladané chemické slozeni, odhadnuté na

zaklad¢ prace s literaturou) [2], [33]:
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roztok A — ¢inidlo na stanoveni volného a celkového SO, ve viné
- pravdépodobné se jednalo o roztok H,SO4 a Skrobu
roztok B — ¢inidlo na stanoveni volného a celkového SO,
- pravdépodobné $lo o roztok jodu
roztok Z — ¢inidlo na stanoveni redukujicich cukrti a SO,
- predpoklad: roztok vinanu sodno-draselného a NaOH (Fehlingovo
¢inidlo II)
roztok C — ¢inidlo na stanoveni redukujicich cukri
- predpoklad: roztok CuSOy . 5SH,0 (Fehlingovo ¢inidlo I)
roztok T — ¢inidlo na stanoveni termolabilnich bilkovin
- asi se jednalo o kyselinu fosfomolybdenovou
roztok K — ¢inidlo na stanoveni titrovatelnych kyselin
- pravdépodobné $lo o roztok NaOH s barevnym indikatorem,napf.

bromthymolovou modfi

DalSi chemikalie a roztoky

- kalibracni pufry pro méteni pH (pH=4,01, pH=7,00), (dodavatel Sevac
Ceska republika) a roztoky pro Gipravu pH a méfen titra¢ni kiivky

- bézné chemikalie (p.a., Lachema):

- roztoky HCI (1M), NaOH (1M), H,SO4 (25%)

- roztok jodu (0,05M, f=0,098, poskytnut z laboratofe katedry Analytické
chemie)

- roztok Skrobu (poskytnut z laboratoie katedry Anal. chemie)

-kalibraéni  roztoky na méfeni vodivosti (Kc=1110 uS.cm'l,
Kap=1413 uS.cm’l), (Hanna Instruments)

- aktivni uhli

6.2. Pristroje

HP spektrofotometr 8453 (Agilent Technologies, USA) byl pouzit pro
méteni spekter v UV a VIS oblasti v rozsahu vinovych délek 200- 800 nm v case
ls.

Abbeiiv refraktometr (Carl Zeiss, Jena, Némecko) byl pouzit pro méteni

indexu limu u bilych vin.
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pH-metr (Research pHmeter PHM 64 s elektrodou GK2401B; Radiometer,
Dénsko) byl pouzit na méfeni pH danych vzorki vin a pti méfeni titracni kiivky.

Termostat (IR 1500, Flow Laboratories, USA) byl pouzit pro zahtati vzorkl
vin na teplotu 37 °C, kdy se simulovalo starnuti vin v zavislosti na teploté.

Konduktometr HI 9033 (Hanna Instruments, Italie) byl pouZit na méteni
vodivosti vzorkil vin.

Automaticka byreta TITRONIC basic (Schott, Némecko) byla pouzita pii
méfeni titracni kiivky. Pomoci ni bylo mozno déavkovat titraéni €inidlo (roztok
kyseliny chlorovodikové) s ptesnosti na 0,01 ml.

Hustomér (rozsah 0,940-1,000 g.cm™, 1,000-1,060 g.cm™) a pyknometr

byly pouZity na stanoveni hustoty jak bilych, tak i Cervenych vin.

6.3. Metody

Stanoveni jednotlivych parametrii ve vinu bylo provadéno podle navodu

vyrobce soupravy Mald vinafskd laboratof. Pouze u experimentl stanoveni
termolabilnich bilkovin a volného SO, se objem pouZitého vina sniZil na polovinu
oproti navodu, a tim 1 objemy pouzitych cinidel.V soupravé byly obsazeny jiZ
zminéné roztoky a také ¢inidla ke stanoveni sirovodikového pachu ve ving€ a Cifeni
vina. Tyto roztoky a suspenze nebyly vyuzity.

Déle jsou uvedeny metody, které byly provedeny kolegy na Mendelové
zemede€lské univerzité v Brné a které slouzily ke stanoveni antioxida¢nich aktivit a

celkovych fenolickych latek.

6.3.1. Metody stanoveni parametru ve viné podle soupravy Mala vinarska

laborator

Stanoveni redukujicich cukru

Ke stanoveni redukujicich cukrii ve viné byly pouzity roztoky C (5 ml) a Z
(1 ml). Oba roztoky byly postupné pfidany k 5 ml vzorku vina a smés byla zahtivana
po dobu 5 minut. Pfitomnost a mnozstvi redukujicich sacharidi se projevila
barevnou zménou vzorku. Zabarveni do oranZova indukuje pfitomnost redukujicich

cukrl v mnozstvi vét§im nez 5g/1, pfi modrém zbarveni je jich méné nez 5g/l.
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Stanoveni termolabilnich bilkovin

Ke stanoveni termolabilnich bilkovin byl pouZit roztok T (0,5 ml). Objeveni
zékalu do ptl hodiny od déavkovéni ¢inidla, ukazuje na velmi nestabilni vino s
obsahem termolabilnich bilkovin. Vytvotfeni zakalu do tfech hodin od dévkovani

odpovida nestabilnimu vinu, absence zakalu svédci o stabilité vina.

Stanoveni titrovatelnych kyselin

Ke stanoveni obsahu titrovatelnych kyselin byl pouzit roztok K. Titroval se
jim vzorek vina do barevné zmény (modro-zeleného zabarveni u bilych vin nebo
c¢erného u Cervenych vin). Objem spotiebovaného titracniho cinidla K se rovna

mnozstvi titrovatelnych kyselin v g/1.

Stanoveni volného a celkového SO,

Ke stanoveni volného SO, byly pouZity roztoky A (2 ml) a B (3 ml) a pro
stanoveni celkového SO, roztoky A, B a Z. Jako titra¢ni ¢inidlo slouzil roztok B.
Konec titrace se projevil barevnou zménou, u bilého vina se roztok zabarvil do
fialova a u cerven¢ho do cerna. K vypoctu mnozstvi volného 1 celkového SO, se
objem pouzitého titracniho Cinidla nasobil dvaceti. Ziskand hodnota udava obsah
ptislusné formy SO, v mg/l.

Pro stanoveni celkového SO, v Cerveném vinu po expozici v termostatu
(37 °C, 21 hodin) byly k 5 ml vzorku vina pfidany postupné roztoky: 25% H,SO4
(1,5 ml), IM NaOH (2,5 ml), skrobu (1,5 ml) a jédu (0,05M). Titra¢nim ¢inidlem byl
roztok jodu. Objem spotiebovaného jodu se vynasobil 25 a tim se ziskalo mnozstvi
celkového SO, ve viné [2]. V literatufe jsou uvedeny jiné objemy vzorku vina a
¢inidel. Vina C bylo pouzito 10 x méné nez v nadvodu, proto i objemy cinidel jsou

10 x nizsi.
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6.3.2. Spektrofotometrické metody

Meéteni UV/VIS spekter bylo provedeno na HP 8453 v rozsahu vinovych
délek 200-800 nm, s intergraénim Casem 1 s. Jako srovnavaci vzorek byla pouzita
destilovana voda.

Spektrofotometr typu HP je jednopaprskovy , tj. nejdiive byla pouzita

referentni kyveta s destilovanou vodou a poté byl zméfen zkoumany vzorek.

6.3.3. Konduktometrie

Vodivost je zpisobena elektricky nabitymi ¢asticemi, ionty, které se pohybuji
v elektrickém poli. Vodivost je u slabych elektrolyti spojena se stupném disociace a
ten zdvisi na hodnoté¢ disociacni konstanty a na celkové analytické koncentraci
elektrolytt.

Vysledné hodnoty byly uvadény v uS.cm™ u bilych vin a u &erveného v

mS.cm™.

6.3.4. Orientacéni stanoveni hustoty vyuzitim hustoméru a pyknometru

Orientacni stanoveni hustoty se provadélo pomoci hustoméru. Ponofenim
hustoméru do vina a v zavislosti na jeho ponoru se na stupnici odecetla hustota
vzorku. Hustota byla uvadéna v g.cm™.

Urceni relativni hustoty pomoci pyknometru bylo provedeno také orientacné.
Nejdiive se zvazil prazdny a vysuSeny pyknometr, poté¢ pyknometr naplnény
destilovanou vodou a nakonec zkoumanym vinem. Hustota odpovidda poméru

hmotnosti vina ku hmotnosti vody pfi laboratorni teploté (kolem 23 °C).

6.3.5. Méreni titracni krivky

Méfenim titratni kiivky se stanovilo jaké kyseliny jsou obsazeny
v jednotlivych vinech. JelikoZ jsou vina se svym nizkym pH kyselé roztoky, byly
nejprve neutralizovany NaOH. Po zneutralizovani se vznikly roztok titroval
kyselinou chlorovodikovou. Pfidaval se vzdy stejny objem a po kazdém ptidavku

HCI se odecitala hodnota pH. Nasledné¢ se sestrojila titra¢ni kiivka.
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6.4. Chemikalie, pristroje a metody analyvz provadéné na Mendelové

univerzité v Brné

6.4.1. Chemikalie a roztoky

Mobilni faze A — Kyselina citronova (75mM), amonium acetat (25mM)

Mobilni faze B — 100% acetonitril

Reagencie metody DPPH - 22-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH®,
9,5.10°M), DMSO (dimethylsulfoxid).

Reagencie u metody FRAP — 2,4,6-tripyridyl-s-triazin (TPTZ, 10mM), HCI
(40mM), FeCl; (20mM), acetatovy pufr (0,02M, pH=3,6).

Reagencie u metody TEAC - 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-

sulfonova kyselina (ABTS, 7mM), peroxodisiran draselny.

6.4.2. Pristroje

HPLC-ED systém — byl slozen ze dvou chromatografickych pump Model
582 ESA (Chelmsford, MA), pracovni rozsah byl 0,001-9,999 ml.min”'. A dale
z chromatografické kolony Gemini C18 (150 x 4,6, velikost Ccastic 3um,
Phenomenex, USA). K elektrochemické detekci byl pouzit dvanécti-kandlovy
detektor Coularray (ESA, USA). Vzorek byl injektovan do autosampleru (Model
542, ESA, USA).

Piistroj pro metodu FRAP — pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byl pouzit
automaticky spektrofotometr BS-400 (Mindray, China).

Pristroj pro stanoveni celkovych polyfenoli — byl pouzit dvoupaprskovy
UV-VIS spektrofotometr  Specord 210 (Chromspec, CR) s chlazenym
polovodicovym detektorem pro meéteni vrozsahu 190-1100 nm s ovlddanim

z externiho PC s programem WinASPECT.

6.4.3. Metody

Stanoveni konkrétnich fenolickych latek pomoci HPLC-ED

Vzorek vina byl injektovan automaticky pomoci autosampleru na kolonu,

ktera byla termostatovana na 32 °C. Priitok mobilni faze byl 1 ml.min™'. Mobilni faze
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se skladala z roztoku A: kyseliny citronové (75mM) a amonium acetatu (25mM) a
zroztoku B: 100% acetonitrilu. Detekce separovanych latek probihala na
elektrochemickém detektoru pfi 600 mV. Doba analyzy byla 45 min. Vzorky A a B
(bila vina) byly pfimo nastiiknuty do systému. Vzorek C (Cervené vino) byl nejdiive

nafedén.

Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci metody DPPH

DPPH® test je zalozen na schopnosti stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-
1-pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku. Béhem tohoto testu se po redukci
antioxidantem (AH) nebo radikalem (R ®) roztok odbarvi dle nésledujici reakce:

DPPH® + AH —» DPPH®*H + A*®

DPPH® +R® — DPPH®-R

Absorbance byla métena pii vinové délce A=515 nm.

Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FRAP

Tato metoda (Ferric reducing antioxidant power) je zaloZena na redukci
zelezitych komplex, napf. TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazinu)
s hexakyanozelezitanem draselnym K;[Fe(CN)¢] nebo chloridem zelezitym FeCls, za
vzniku modfe zabarvenych zeleznatych komplexti. Metoda FRAP pouze odrazi
schopnost latek redukovat ion Fe’". Absorbance byla méfena pti vlnové délce A=578

nm.

Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody TEAC

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) je nejCastcji
uzivand metoda pro stanoveni mnozstvi radikal, které mohou byt zneSkodnény
néjakym antioxidantem, tj. jde o stanoveni celkové antioxidac¢ni kapacity.
Antioxidacni aktivita se sleduje fotometricky na zédkladé zmény absorpéniho spektra

ABTS (A=670 nm).

Stanoveni celkovych fenolickych latek

Ke stanoveni celkovych fenolickych latek bylo pouzito Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo. Reakce je zaloZena na redukci fosfomolybdenového komplexu fenolickych

latek za vzniku modrého zabarveni. Vzorek byl inkubovan s ¢inidlem pii teploté
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22 °C a po dobu 30 min. Absorbance byla méfena pfi vinové délce A=670 nm.

Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové v mg.100 g™
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7. Vvsledky

Experimentalni ¢ast byla zalozena na stanoveni jednotlivych parametrii ve
ving€ v zavislosti na stafi pfi riznych teplotach. Jak uz bylo zminéno dfive, prvnim
vyzkumem bylo porovnani bilych vin stejné odridy, znacky, ro¢niku, které se ale
lisily barvou a Sarzi. Druhym experimentem bylo stanoveni jednotlivych parametrt
u Cerveného vina a tyto vysledky bilého a ¢erveného vina porovnat.

Ziskané vysledky experimenti byly doplnéné o antioxida¢ni vlastnosti vin a
zastoupeni jednotlivych fenolickych slou€enin za spoluprace kolegii na Mendelovée

zemédélské univerzité v Brné.

7.1. Bila vina

7.1.1. Senzorické hodnoceni vina A a vina B

Senzorické hodnoceni se provadélo podle tabulky €. 1 a degustace se ti€astnili
ti1 kolegové. Vysledky odpovidaji pfevladajicimu hodnoceni.

V nasledujici tabulce jsou rozdily vin A a B podle senzorického hodnocenti,
Cerstvé od otevieni a po tydnu. Nejpatrnéjsi rozdil mezi jednotlivymi viny byla
barva. Vina byla stejna, liSily se pouze ¢islem Sarze, barvou a zatkou.

Vino A bylo uzavieno plastovou zatkou a jeho barva byla tmavé Zluta, toto
zabarveni davalo dojem, Ze vino uz je z ¢asti zoxidované. Vino B bylo uzavieno

korkovou zatkou a barva byla svétle Zluta. Zabarveni odpovidalo dané odride.
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Tabulka €. 1 : Senzorické porovnani vin A a B

Vino A Vino B
Cerstvé Po tydnu Cerstvé Po tydnu
(sthl(:: d) Ciré, Cisté Ciré, Cisté Ciré, svétlé Ciré, Cisté
Barva Tmavé Zlutd | Svétle Zlutd | Svétlelutg | Yo/ Svetld
zluta
, , Méné Cista, , ,
Viing Vyrazd, po | adls, po | YoM sladkd by st
kovu “ s ving po ovocl
kvétinach
Htejiva, tézka | Neharmonicka, Jemna, C
. I Cn1s o e Neharmonicka
, az alkoholicka, tézka az htejiva, y S
Chut , , ., o , az alkoholicka,
vyrazné alkoholicka, piijjemné Svsirald
kyseliny nahotkla kyseliny

7.1.2. Zmérené parametry vina A

V nasledujici tabulce ¢. 2 jsou zméfena mnozstvi redukujicich cukri,

titrovatelnych kyselin, volného a celkového oxidu sifi¢itého, kterd jsem ziskala ihned

po otevieni vina, po tydnu v chladu a po 21 hodinach v termostatu pfi teploté 37 °C.

Tabulka ¢. 2 : Obsah jednotlivych slozek vina A béhem starnuti

Cerstvé Po tydnu v chladu Po inkubaci v
termostatu
Bilkoviny Stabilni vino Stabilni vino Stabilni vino
Cukry [g/1] Vice jak 5 Vice jak 5 Vice jak 5
Kyseliny [g/1] 5,75 5,50 5,35
Volny SO; [mg/1] 9,00 6,00 6,70
Celkovy SO; [mg/1] 57,5 48,9 49,9
pH 3,49 3,40 3,40
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Jak je patrné z tabulky, nejvétsi zmény béhem starnuti vina A nastaly u
obsahu kyselin, jejichz mnozstvi se snizilo jak pfi uchovani v chladu, tak 1 po
inkubaci v termostatu. A u volného a celkového SO, jehoz obsah se snizil béhem
uskladnéni v nizkych teplotich a naopak mirné vzrostl po inkubaci v termostatu

oproti chladnéj§im podminkam.

7.1.3. Zmérené parametry vina B

Parametry vzorku B bilého vina jsou shrnuty v tabulce ¢. 3. V zasad¢ jsou
stanovené hodnoty dosti podobné vzorku A, pouze obsah volného SO, ve vzorku B

je poné€kud vyssi, zatimco obsah celkového SO, je naopak o néco nizsi.

Tabulka ¢ . 3 : Obsah jednotlivych slozek vina B béhem starnuti

Cerstvé Po tydnu v chladu Po inkubaci v
termostatu
Bilkoviny Stabilni vino Nestabilni vino Nestabilni vino
Cukry [g/1] Vice jak 5 Vice jak 5 Vice jak 5
Kyseliny [g/1] 6,00 5,66 5,36
Volny SO; [mg/1] 12,8 7,60 10,0
Celkovy SO; [mg/1] 52,3 44,6 46,4
pH 3,36 3,40 3,37

Podobné jako u vina A, méni se i u vina B obsah kyselin a SO, béhem
starnuti, at’ uz v chladu nebo po inkubaci v termostatu. Doslo ke sniZzeni mnozstvi
titrovatelnych kyselin a SO,, zejména po tydnu v chladu za pfistupu vzduchu
v chladu. Vino B vykazovalo v testu na termolabilni bilkoviny nestabilitu béhem

starnuti.

7.1.4. Fyzikalné — chemické parametry vin A a B

V nasledujici tabulce €. 4 jsou shrnuty experimentalné stanovené fyzikalné-

chemické parametry obou vzorki bilého vina, jako je hustota, vodivost a index lomu.
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Jak ukazuje srovnani, rozdily v téchto parametrech jsou prakticky zanedbatelné.

Pouze vodivost vzorku B byla ponékud vyssi ve srovnani se vzorkem A.

Tabulka €. 4 : Fyzikalné-chemické parametry vin A a B

Vino A Vino B
Hustota (hustomér) [g.cm™] 0,994 0,993
Hustota (pyknometr), 0,995 0,996
Index lomu 1,338 1,337
Vodivost [ pS.cm™] 1630 1510

7.2. Cervené vino

7.2.1. Senzorické hodnoceni vina C

V nasledujici tabulce ¢. 5 jsou vysledky senzorického hodnoceni Cervené¢ho
vina thned po otevieni a po tydnu. Hodnoceni bylo zpracovano stejné jako v ptipadé
bilych vin.

Jak je vidét z tabulky, nejsou zde téméf Zadné rozdily, aZ na zménu chuté a

vung, ale na rozdil od bilého vina tyto rozdily nejsou nijak vyrazné.

Lahev byla uzavtena korkovou lepenou zéatkou.

Tabulka €. 5 : Senzorické hodnoceni vina C ihned po otevieni a po tydnu

Vino C
Cerstvé Po tydnu
Cistota (vzhled) Ciré, &isté Ciré, Gisté
Barva Rubinova Rubinova
Viiné Vyrazna, vynikajici Tézka
Chut Jemna trpkad s ptijemnymi | S vyraznymi tfislovinami
tiislovinami (trpkd), drsna
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Starnutim doSlo ke ztratdm vyraznych chutovych a aromatickych vlastnosti,

které byly hodnoceny jako zhorSeni kvality vina.

7.2.2. Zmérené parametry vina C

Nasledujici tabulka ¢. 6 shrnuje nachazeji experimentalné zjisténé hodnoty

obsahu jednotlivych slozek vina ihned po otevieni, po tydnu v chladu a po 24

hodinach v termostatu.

Tabulka ¢. 6 : Obsah jednotlivych sloZek vina C béhem starnuti

Cerstvé Po tydnu v chladu Po inkubaci v
termostatu
Bilkoviny Velmi nestabilni Velmi nestabilni Velmi nestabilni

Cukry [g/1] Méné jak 5 Méné jak 5 Méné¢ jak 5
Kyseliny [g/1] 5,10 4,75 4,50
Volny SO, [mg/1] 31,0 31,0 30,0
Celkovy SO, 65,4 66,2 64,0

[mg/1]

pH 3,77 3,77 3,75

Jak je patrné ztabulky, nejvétsi zmeény béhem starnuti nastaly v obsahu
kyselin. Na rozdil od bilych vin, kde se mnoZstvi celkového SO, po inkubaci
v termostatu lehce zvySovalo oproti nizkym teplotdm, zde dochdzi k jeho snizeni.
Obsah volného SO, se snizil az po 24 hodinach v termostatu. Jednalo se o velmi
nestabilni vino z pohledu obsahu termolabilnich bilkovin. Béhem starnuti vina C
dochazelo oproti bilym vindm k nepatrnym zménam v obsahu jednotlivych

parametra.

7.2.3. Fyzikalné - chemické parametry vina C

V tabulce €. 7 jsou experimentalné stanovené parametry jako je vodivost a
hustota. Srovnani s hodnotami pro bild vina ukazuje, ze cervené vino mé ponckud

vys$si hustotu a vyrazné vyssi vodivost.
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Tabulka €. 7 : Fyzikalné-chemické parametry vina C

Vino C
Hustota (hustomér) [g.cm™] 1,000
Hustota (pyknometr), 1,017
Vodivost [mS.cm™] 2,300

7.3. Spektra

Vsechny vzorky vin ziskané béhem starnuti byly nafedény 11x (v poméru 1

dil vzorku vina ku 10 diliim vody). Spektra byla vzdy zméfena po otevieni vina, po

tydnu v chladu a po uchovéni v termostatu a vzdy proti destilované vodé.

7.3.1. Porovnani spekter vina A a B

Na obrazku ¢. 18 jsou spektra vina A po otevieni, po tydnu v chladu a po
uchovéni v termostatu. Spektra se od sebe nijak vyrazné nelisila. V grafu jsou patrné
dva vyrazné piky pii vinovych délkach kolem 280 nm a 330 nm. Hodnoty vinovych

délek odpovidaji absorpci aromatickych aminokyselin a flavonim.

al

Absorbance

200 300 400 500
VInova delka (nm)

Obr. &. 18: Porovnani spekter vina A b&hem starnuti. Cerna kiivka (a) — Gerstvé
vino, ¢ervena kiivka (b) — vzorek A po tydnu, zelena kiivka (c) — vino A po inkubaci

v termostatu.
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Na obrazku €. 19 jsou spektra vina B, stejné jako u vzorku A métena ihned po
otevieni, po uchovani v chladu a po inkubaci v termostatu. Absorp¢ni vrcholy se
nachazely ptiblizné u stejnych vinovych délek, byly vSak ponéud nizsi, nez u vzorku
A. Tento rozdil ziejmé odpovidd rozdilnym zabarveni vin. Nejvice absorbujicich
latek bylo v Cerstvém vinu a nasledné ve vzorku, ktery byl pies noc v termostatu.
Nejméné latek bylo ve vzorku, ktery byl tyden uchovan v chladu. Pfi méfeni tohoto

spektra mohlo dojit k chybé, protoze se velice lisi od zbylych dvou spekter.

Absorbance

200 300 400 500
VInova delka (nm)

Obr. &. 19: porovnani spekter vina B b&hem starnuti. Cerna k¥ivka (a) — Gerstvé vino,

Cervena kiivka (b) — vzorek B po tydnu, zelena kiivka (c) — po inkubaci v termostatu

7.3.2. Spektra vina C

Spektrum ¢erveného vina se podle ocekavani vyrazng liSilo od bilych vin.

Vino C bylo také zfedéno stejn¢ jako v ptedchozich ptipadech. Spektrum je
zobrazeno na obrazku ¢. 20. Vyrazny je zde pouze jeden pik a nachéazi se v oblasti
520 nm. Tato absorp¢ni oblast odpovidéd antokyaninim. V Cerveném ving jsou patrné
nejvice zastoupenymi slozkami anthokyaniny, které pfevazuji nad ostatnimi latkami,

proto se ve spektru vyskytuje pouze jeden pik.
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Obr. €. 20: Porovnani spekter vina C. Cerna kiivka (a) — Cerstvé vino C, Cervena

kiivka (b) — vzorek C po tydnu, zelena kiivka (c) — vino C po inkubaci v termostatu.

7.3.3. Porovnani titra¢nich kiivek

Z obréazku titracnich kiivek (Obr. €. 21, 22, 23) jsou patrné rozdily jejich

prubéhu. Odpovida to rozdilnému zastoupeni jednotlivych kyselin v danych vinech.
Titra¢ni kiivky byly mefeny po dvou tydnech od otevieni vin A, B, C.

Na titracni kiivce na obr. €. 21 je vyrazna "prodleva" pii hodnoté pH 5,1-5,0.
Tato ¢ast odpovidd maximu pufraéni kapacity vzorku A. Ve srovnani s hodnotami
pK. vtabulce €. 8 vyplyva, ze tato Cast kiivky odpovidd svoji hodnotou pH
disocia¢ni konstanté¢ kyseliny jablecné, ktera je tedy ziejmé nejvice zastoupenou

kyselinou ve vinu A.

7
6 -
25
4 4
3
0 2 4 6 8 10
V (HCI/ml)

Obr. 21: Prabéh titracni kiivky vina A. pH se odecitalo vzdy po ptidavku
0,01 ml HCI1

44



Tabulka €. 8: pK, kyselin vyskytujicich se ve viné

Kyselina PKa,1 pKa, pPKa3

citronova 3,15 4,77 6,40
jable¢na 3,46 5,21 0
vinna 3,01 4,34 0
Savelova 1,27 4,27 0
mlééna 3,86 0 0
octova 4,76 0 0

U dalsich dvou vzorki B a C (obr. 22 a 23) se podobnd "prodleva"

nevyskytuje, nelze tedy ptredpokladat, ze by v nich vyrazné pievazovala ncktera z

danych kyselin.

7 5
6 -
z 51
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3 : : : :
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Obr. 22 : Prabeh titracni kiivky vina B. pH se odecitalo vzdy po pifidavku

0,03 ml HCI

pH

10 15 20

V (HCI/ml)

Obr. 23 : Prubeéh titracni kiivky vina C. pH se odecitalo vzdy po ptidavku

0,03 ml HCI
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7.4. Dalsi stanoveni provadéné na MZU v Brné

V nésledujici tabulce €. 9 jsou vysledné antioxidacni aktivity zmétené podle

metod DPPH, FRAP, ABTS a celkové fenolické slouceniny udavany v mg kyseliny

gallové na litr.

Tabulka ¢. 9 : Antioxida¢ni aktivity

Celkové
Vzorek DPPH FRAP ABTS
polyfenoly
A 32,5 30,5 20,2 427,1
B 76,2 233 19,5 464,8
C 65,2 30,4 22,1 79,4

v

V nasledujici tabulce ¢. 10 se nachdzeji mnozstvi riznych fenolickych latek

obsazenych ve vinech.

Tabulka ¢. 10 : Zastoupeni fenolickych latek ve vinech A, Ba C

Koncentrace v pg / ml

Analyt A B C
Gallova kyselina 0,48 1,11 20,04
p-aminobenzoova k. n. d. n. d. 3,29
p-kumarova k. 0,29 0,36 1,89
Chlorogenova k. 1,02 1,05 1,32
Kavova k. 5,63 3,86 8,91
Vanilin 0,02 0,01 0,50
3,4-dihydroxybenzoova k. 2,70 2,97 2,07
Ferulova k. 0,28 0,11 0,16
Rutin 0,78 0,49 0,07
Quercitrin 0,09 0,00 1,33
Resvestratol 0,13 0,04 0,80
Quercetin 1,77 0,72 3,90
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8. Diskuse

8.1. Bila vina

Rozdily ve vinech A a B byly patrné uz po senzorickém hodnoceni. Ob¢ vina

se lisila, predev§im barvou. To byl hlavni diivod k porovnani obou lahvi vina, dalsi
rozdily byly patrné i v chuti a vlini.

Vino A bylo patrné lehce zoxidovéano, proto byla barva tmavé Zlutd. Této
odriidé vina odpovida spiSe svétle zlutd barva a ovocna viné [33]. Viné tohoto
vzorku byla vyrazna, ale spiSe neptijemné, byly zde hodné citit kyseliny a kovy,
které se odrazily 1 v chuti.

Druhé vino bylo svétle zluté, tato barva odpovidala odridé Chardonnay [33],
jeho viiné byla pfijemnd, lehce nasladla a chut’ byla jemnd, nevynikaly zde vyrazné
zadné¢ slozky vina.

Rozdily mezi obéma vzorky mohly byt zplsobeny Spatnym uskladnénim a
jinym uzavienim vina, protoze vino A bylo uzavieno plastovou zatkou a vino B
korkovou zatkou. Vino se oxiduje i po ukonceni alkoholového kvaSeni, jelikoz
molekuly kysliku O, pronikaji skrze pory sudu a zatky a dale pfi manipulaci s vinem.
Zajimavé je, Ze bylo z€asti zoxidované vino A, které bylo uzaviené plastovou zatkou,
ta by méla byt odolnéjsi vii€i prostupu kysliku nez korkova zatka. V tomto ptipadé
byla odolngjs$i vici oxidaci korkova zatka. Ovliviiuje to pravdépodobné chemické
sloZeni korku, ktery obsahuje suberin. Jednd se o slou€eninu zabrafiujici pronikani
vody a pusobici jako antimikrobialni bariéra [27]. Pravdépodobné nejvétsi vliv na
kvalitu danych vin mélo uskladnéni. Jind moZnost, pro¢ se vybrana vina lisila, bylo
ze mé&ly rozdilné SarZe a tudiz byly staCeny v jinou dobu a mohly se také ménit
podminky uskladnéni, nebo se nemuselo jednat o stejna vina, mohly se liSit oblasti
péstovani nebo to mohly byt namichané rizné odrtdy.

O tom zda se jednalo o namichané odridy ¢i nikoliv se d4 uvaZovat pouze
v zé&vislosti na obsahu jednotlivych slozek, na etikekach totiz nebylo uvedeno, o jaky
druh vina se jedna, zatimco v CR se tato informace uvadi. V Ceské republice podle
Zékona o vinohradnictvi a vinafstvi ¢. 115/1995 Sb. se vina tfidi na stolni, jakostni a
piivlastkova aj. Hrozny stolnich vin museji dosdhnout 11° cukernatosti, mosty se

mohou docukfovat a vino nesmi byt oznaceno ndzvem odriidy ani ndzvem oblasti.
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Jakostni vino se vyrabi z hroznd, které dosahly nejméné 15° cukernatosti. Odridové
jakostni vino musi obsahovat nejméné 85% odriidy uvedené na etiketé. Vina
ptivlastkova se podle stupnii cukernatosti hroznti déli do dalSich skupin. Tato vina
musi obsahovat nejméné 85% odridy uvedené¢ na etiket¢. Tato vina se nesmi
pricukrovat [34].

Po tydnu od otevieni vina A se nejvice zménila viné a to k lepSimu.
Tentokrat byla nasladla, byla citit po kvétinach a neptevazovala zde viné kyselin. To
svédci o snizeni kyselin ve ving, jak je patrné z tabulky €. 2. Doslo ziejmék oxidaci
kyselin. Chut’ byla stejna a barva se také vyraznéji nezmeénila.

U vina B se po tydnu od otevieni nejvice zménila chut’, kterd uz nebyla
pfijemna jako po otevieni, ale byla uz zvétrala a vino bylo citit po alkoholu. Vin¢ se
také zménila, nebyla uz pfijemné nasladla, ale byla stejné jako chut’ zvétrala.

Pti senzorickém hodnoceni nejvétsi roli ve zméné ving, barvy a chuté vina
méla ziejme oxidace vzorki.

Z tabulek €. 2 a 3 je patrné, ze vina A a B se liSila obsahem kyselin, to mélo
vliv 1 na kvalitu a stabilitu téchto vin. Je to dano tim, Ze ¢im je vétsi obsah kyselin a
niz$i hodnota pH, tim je vino stabilngjsi a tim je odolné&jsi vici oxidacim [1]. Vice
kyselin obsahovalo vino B, které také vykazovalo vyssi stabilitu oproti vinu A, které
jich obsahovalo méné¢ a bylo tedy i zCasti zoxidované.

Starnutim po otevieni se obsah kyselin sniZzoval. Tento d¢j je zptisoben tim,
ze kyseliny ve vin€ nejsou stalé, podléhaji rliznym enzymovym i neenzymovym
oxida¢nim procestim. Tyto procesy jsou urychleny pisobenim kovi, které jsou téz
obsazeny ve vin¢. Naptiklad pisobenim Zeleza na kyseliny vznika ve viné Stavelan
zeleznaty a vinan Zzeleznaty. Tyto soli maji i v malém mnozstvi katalytickou
schopnost. To umoziuje, ze se za pristupu vzduchu, kysliku oxiduje kyselina vinna
na kyselinu dioyfumarovou, ta se oxiduje na kyselinu diketojantarovou, kterd poté
podléhd dekarboxylaci. Po dekarboxylaci vznika aldehyd kyseliny mesoxalové.
Dalsimi oxidacemi a dekarboxylacemi poté vznikd az kyselina $tavelova. Tato
oxidace kyseliny vinné az na kyselinu S§tavelovou vede ke ztrat¢ ptivodni chuti a
buketu [1], [2].

Obsah volného 1 celkového oxidu sifi¢itého ve viné se ménil v zavislosti na
teploté, pfi které bylo vino uskladnéno. Po otevieni lahve byl jeho obsah nejvyssi a

poté se snizoval. Vyraznéji se snizilo mnozstvi SO, po tydnu pfi nizké teploté nez po
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21 hodinach pii teploté¢ 37 °C. V zavislosti na formé oxidu sifi¢itého, v jaké se
vyskytuje ve ving, je pravdépodobné jeho obsah ovlivnén teplotou. Ve viné existuji
dvé formy SO, a to volny a vazany.

Volny SO, se ve viné€ slucuje s vodou a vznika tak kyselina sifi¢ita H>SOs.
Oxidaci této kyseliny vznikd kyselina sirovd H,SO,, kterd reaguje s draslikem za
vzniku siranu draselného K,SO,, ktery ve vin¢ ztistava. Jeho mnozstvi se musi hlidat,
aby nedoslo ke zméné¢ kvality a buketu vina [15].

Vazany SO, se vaze napfiklad sacetaldehydem ¢i cukry nebo
s aminokyselinami. Volny acetaldehyd ve viné€ zplisobuje zvétralou ptichut, proto je
dobré ptidavat SO,, aby k tomuto jevu nedochézelo [1].

Celkové sniZzeni mnozstvi oxidu sifi¢itého je dano jeho vyprchanim.

Oxid sifi¢ity ovliviiuje stabilitu a kvalitu vina, zabraiiuje jeho oxidaci.
Protoze vino A obsahovalo méné volného SO,, bylo zfasti zoxidované a tim méné
kvalitni. Vzorek B obsahoval vice volného SO,, a tim bylo Iépe zabranéno oxidaci.

Fyzikaln€-chemické parametry vin jsou téméf stejné, jediné v ¢em se nejvice
1isi je vodivost. Vodivost je zplisobena elektricky nabitymi Casticemi, ionty, které se
pohybuji v elektrickém poli. Vodivost je u slabych elektrolytii spojena se stupném
disociace a ten zavisi na hodnoté disocia¢ni konstanty a na celkové analytické
koncentraci. Z toho vyplyva, ze rozdil v hodnotach vodivosti je zplisoben rozdilnym
obsahem zastoupeni jednotlivych kyselin ve vinech, diky tomu se li$i i hodnoty pKa
a tim 1 vodivost a hodnota pH, tento rozdil je patrny i pii srovnani titranich kiivek.

Obsah redukujicich cukrti se nezménil, ke zménam by doslo po delsi dob¢ od
otevieni, kdy by doslo opét ke kvasnému procesu.

Ke srazeni bilkovin dochdzi diky zméndam teploty. Vino A bylo podle
naméfenych hodnot a senzorického hodnoceni méné stabilni a kvalitni, ale bylo
odolné vuc¢i vzniku bilkovinnych zakali. Vino B po zménach teplot vykazovalo
pritomnost termolabilnich bilkovin. Z toho vyplyva, ze se v tomto ptipadé jednalo o
nestabilni vino v zavislosti na zménéch teplot. Bilkovinné zadkaly jsou ovlivnény
teplotou, okysliCenim a rlznymi slozkami vina, se kterymi mohou bilkoviny
koagulovat za vzniku zakalt.

Z naméfenych parametrii je patrné, Ze stabilngjsi bylo vino B, ale podle

zmeétenych spekter nastaly men$i zmény u vina A. Podle velikosti pikii je mozné
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porovnat zastoupeni absorbujicich latek ve vinu. U vina B byly piky niz$i a tedy

obsahovalo mén¢ absorbujicich latek.

8.2. Cervené vino

Jak je patrné z tabulek €. 5 a 6, k pfili§ velkym zméndm béhem starnuti vina
nedoslo, ani v méfenych chemickych parametrech, ani pii senzorickém hodnoceni.
Tento d&j je dan tim, ze ¢ervend vina obsahuji mnohem vice flavonoidd. Tyto latky
se fadi mezi sekundarni rostlinné metabolity a maji vysoké antioxidacni ucinky.
Pravé diky velkému obsahu antioxidantii vino nepodléha tak rychle oxidaci jako je
tomu u bilého vina [4], [9].

V piipadé¢ vina C se jednalo o velmi nestabilni vino. Bilkovinny zédkal se
vytvofil do patndcti minut od davkovani Cinidla, to odpovida velmi nestabilnimu
vinu z hlediska pfitomnosti termolabilnich bilkovin.

Obsah redukujicich cukrii se nezménil. Chut’ vina byla velice trpka, byl zde
znat pomérné vysoky obsah tfislovin a kyselin, to odpovidd mnozstvi redukujicich
cukrl (nizsi nez 5 g/l).

Mnozstvi titrovatelnych kyselin bylo velmi nizké a starnutim po otevieni se
snizoval. Tento d& je zpUsoben stilou pfitomnosti vzdusného kysliku a neustdlou
oxidaci, kterd je urychlena ptitomnosti kationtl kovii, které ptisobi jako katalyzatory.

Obsahy volného a celkového SO, se téméi neménily. Jak uz bylo feceno,
¢ervené vino obsahuje hodn¢ antioxidantii, proto nedoslo k oxidaci SO,.

Vodivost je pomémné vysokd, ve viné C je obsazeno hodné elektricky

nabitych ¢astic.

8.3. Porovnani bilého a ¢erveného vina

Bil¢ a cervené vino se liSi mnozstvim jednotlivych slozek, a to hlavné
obsahem flavonoidi. Cervend vina obsahuji vice flavonoidi a tim i vice
antioxidac¢nich latek. Tato skutecnost vede k tomu, Ze bilé vino podstatné rychleji
podléha nezddouci oxidaci. Tato pfi€ina je patrna z tabulek ¢. 1 a 5. U bilych vin se
vyrazné zmenila barva, vliing i chut’ po tydnu od otevieni vina, ale u ¢erveného se
nepatrné zmenila pouze viin€ a chut’, barva ztistala stejna.

Bila vina A a B obsahovala vice titrovatelnych kyselin nez ¢ervené vino C a

méla tak 1 niz8i pH. Stabilnéjsi vina jsou ta, kterd obsahuji vice kyselin a maji nizké
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hodnoty pH, vtom piipadé¢ nepodléhaji tak rychle oxidaci. V ptipadé¢ téchto
experimentl bylo stabilnéjsi vino ¢ervené, které sice obsahovalo mén¢ kyselin a tim
mélo 1 vyssi hodnotu pH, ale obsahovalo vice antioxidantil, coz zptsobilo jeho vétsi
stabilitu.

Faktor, ktery ovlivnil mnozstvi cukri ve vinech byly klimatické podminky.
V teplejSich oblastech, jako je naptiklad jizni Francie, jsou vina sladS$i nez
v chladngj$ich oblastech, jako je naptiklad Slovensko. Proto vino C obsahovalo méné
redukujicich sacharidl nez vina A, B, kterd pochdzela z jizni Francie [10].

Mnozstvi celkového a volného SO, ve vin€ ovliviluje vinaf. Proto se
jednotlivda vina od sebe liSi v mnozstvi tohoto konzervacniho prostiedku. Jeho
sniZzeni béhem stafi je ovlivnéno pfirozenym vyprchanim, ale i oxidaci a navazanim
na jiné slouceniny, které jsou ve vinu pfitomny, jako je naptiklad acetaldehyd a voda
[1], [15].

Vyrazné rozdily mezi Cervenymi a bilymi vykazovaly i fyzikalné-chemické
parametry. Bila vina méla niz8§i hustotu nez Cervené vino. Je to zplsobeno
pravdépodobné tim, ze v Cerveném ving jsou vice zastoupeny slozky, které bilé vino
neobsahuje v takové mife, jako jsou napiiklad tfapiny a flavonoidy. Vodivost
elektrolytii roste s klesajici koncentraci, tzn. Ze v Cerveném vin¢ bude obsazeno
téchto elektrolytii méné (je to patrné u obsahu kyselin), proto byla naméiena vyssi

vodivost u vzorku C.

8.4. Antioxidacni aktivita (zji$téna kolegy na MZU v Brné)

Mnozstvi jednotlivych sloucenin s antioxidacni aktivitou byla ve vinech A a
B v nékterych ptipadech zna¢né rozdilna. Z tabulky €. 8 je patrné, Ze vina A a B,
ktera se mezi sebou liSila pouze barvou a SarZzi, s nejvétsi pravdépodobnosti nebudou
tatdz vina, ale bude se jednat o namichand vina z odliSnych odrtd.

Z mych experimentli bylo patrné, Ze Cervené vino C obsahuje nejvice
antioxida¢nich latek, protoze se mnozstvi jednotlivych parametriic béhem starnuti
vyrazn¢ neménilo. Ale z tabulky ¢. 9 to zfejmé neni. Na stanoveni antioxidac¢nich
aktivit byly pouzity tii metody a vysledky se od sebe velice liSily. V ptipadé, Ze
budeme predpokladat, Ze ¢ervené vino C nepodléhd tak rychle oxidaci jako bila vina
A a B, byla by nejvhodné¢j$i metoda ABTS, kde vzorek C mél nejvyssi oxidacni

aktivitu. V pfipad€ zbyvajicich metod jsou vysledky velmi piekvapivé a piilis

51



neodpovidaji mym experimentim. Vyjasnéni téchto vysledkli bude vyzadovat

provedeni dalSich experimentil, napi. specifickych srovnavacich studii.
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9. Zavér

V praci byly stanoveny rozdily v obsahu jednotlivych slozek u bilych a
cervenych vin v zavislosti na teploté a na starnuti. Prokazalo se, Ze i kdyz se jednd o
stejnou znacku vina a ro¢nik, které se li$i pouze Sarzi a zabarvenim, Ze se nemusi
jednat o stejné vino, ale pravdépodobné jde o riizné smeési. Vysledky ukazaly, ze
nejstabilnéjsi vina, ktera odolaji jak zménam teplot a oxidacim, jsou Cervend vina,
kterd obsahuji vys$§i mnozstvi antioxidantnich latek. Charakter vina béhem starnuti

nejvice ovliviiuje oxidace, teplota a zplisob uskladnéni.
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