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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN acetonitril
CIE Mezinarodni komise pro osvétlovani
FAL fenylalaninamoniumlyasa

HPLC-RP vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie na reverzni fazi

mv-3-glc malvidin-3-glukosid

MF mobilni faze

NV nesifené vino

ol Mezinarodni organizace pro révu a vinu

ROS reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku
SV10 Svatovavrinecké vino, roénik 2010

SV12 Svatovavrinecké vino, roénik 2012

TAL tyrosinamoniumlyasa



2. ABSTRAKT

Flavonoidy jsou rostlinné sekundarni metabolity, které se déli do né€kolika
skupin podle chemické struktury. Dilezitymi slozkami vina, které jsou zodpovédné
za jeho barvu, chut a dalSi senzorické vlastnosti, jsou barevné pigmenty -
anthokyany a taniny (tfisloviny). Koncentrace anthokyanii ve viné je ovlivnéna

odrdou, zpracovanim hroznt a klimatickymi podminkami.

Ke studiu zmény barvy a tim 1 souvisejiciho chemického slozeni, byly
pouzity tfi nekomercni vzorky ¢erveného vina, Svatovaviinecké, ro¢nik 2010 a 2012,
a domdaci vino bez pfidaného SO,. Ke stanoveni barevnych zmén byly pouzZity
pievazné kolorimetrické (metoda CieLab) a zjednoduSené spektrofotometrické
metody (barevna hustota a odstin). Mnozstvi anthokyant bylo sledovano analytickou
metodou RP-HPLC. Koncentrace fenolickych latek byla stanovena upravenymi

enologickymi metodami.

Béhem starnuti vina doSlo K barevnym zménam, které byly zpusobeny
polymeriza¢nimi reakcemi, které probihaji mezi anthokyany a fenolickymi
slouc¢eninami. To vedlo ke vzniku stabilnich barevnych pigmentd, které se projevily

vys$§im absorpénim maximem a tedy 1 tmavs§im zabarvenim.

Kli¢ova slova: anthokyany, barva, ¢ervené vino, fenolické slouceniny, malvidin-3-

glukosid, polymeriza¢ni reakce, pigmenty.



3. ABSTRACT

Flavonoids are plant secondary metabolites, which belong to several
groups varying in their chemical structure. Anthocyanins and tannins are important
flavonoid components of wine that are responsible for its color, taste and other
sensory properties. The concentration of anthocyanins in wine is affected by
grape variety, processing technology, and climatic conditions.

In this Thesis, we studied the changes in color and in related chemical
composition, using three non-commercial samples of red wine: Svatovaviinecké
(year 2010 and 2012), and home-made wine (prepared without addition of SO;).
These changes in color were determined using standard colorimetric method
(CIELab) and also a simplified two-parametric spectrophotometric method (tint/color
density). The content of anthocyanins was followed using analytical RP-HPLC
method. In paralel, simplified oenologic methods for estimation of phenolic
compounds were used.

Generally the wine samples changed color to darker tint. Chemically, this was
caused by polymerisation reactions between anthocyanins and phenolic
compounds. This led to the formation of stable pigments characterised by a

higher absorption maximum at longetr wavelength, hence a darker tint.

Key words: anthocyanins, color, red wine, phenolic compounds, malvidin-3-

glucosid, polymeric reactions, pigments.



4. PREHLED LITERATURY

Vino je zndmo uz nékolik tisic let. Prvni dikazy o péstovani vinné révy

pochézeji z Iranu, Afghanistanu a z Ciny. Odtud bylo rozsifeno do dal§ich zemi [1].

Dnes je vino nejen oblibenym alkoholickym napojem, ale pro védce z celého
svéta je 1 velmi zajimavym piedmétem studia. Je to dano tim, Zze jsou v ném
obsazeny chemické slouceniny, které maji pozitivni vliv na lidské zdravi. Kromé
toho ve ving€ probihaji rizné chemické procesy, které se mohou liSit u jednotlivych
odrid v zavislosti na klimatickych podminkach, které ovliviiuji chemické sloZeni

hroznl vinné révy.

V této diplomové praci navazuji na bakalafskou préaci, ve které jsem se
zabyvala obecnéji chemickymi slou¢eninami obsaZzenymi ve ving, a jejich zménami
béhem starnuti. V této praci se zaméiuji zejména na barvu cCerveného vina a na

chemické latky, které ji ovliviuji.

4.1. Morfologie a chemické sloZeni hroznu

Hrozny vinné révy se skladdaji z bobuli a tfapin. Bobule je tvofena vrstvou
slupky, duzinou a pecickami. V jednotlivych ¢astech bobuli a tfapin je rozdilné
zastoupeni chemickych sloucenin v zavislosti na odriidé¢ daného vina a klimatickych

podminkach [1], [2], [3].

4.1.1. Slozeni slupky a duziny

Slupka je kryta vrstvou vosku, ktery chrani bobuli pfed nadmérnym
odpafovanim vody a ptfed wvn&jSimi vlivy, jako jsou napiiklad nezadouci

mikroorganismy.

Zéakladem struktury je celulosa. Dalsimi slozkami obsazenymi ve slupce, jsou

tiisloviny a barviva. Ttisloviny, stejné¢ jako barviva, jsou fenolické latky, které



dodavaji vinu typickou trpkou chut’ a ptispivaji k jeho barveé [1], [5]. Vice o barvé a
barevnych pigmentech v odstavci 4.3.2.

VétSinu hmotnosti bobule tvofi duzina. Jsou v ni obsazeny cukry (piedevs§im
glukosa a fruktosa), kyseliny (zejména kyselina jable¢na a vinna) a v men$i mife se

zde vyskytuji i mineralni latky a vitaminy [1], [5].

4.1.2. SloZeni semen a trapin

Semena se li§i velikosti, tvarem 1 barvou v zavislosti na typu odridy.
Hlavnimi chemickymi slozkami obsazenymi v peci¢kach jsou bilkoviny, celulosa,
mineralni latky a tuky. Kromé zminénych latek jsou zde pritomny 1 ttisloviny, které

vyrazné ovliviiuji chut’ vina [1], [2], [4].

Ttapiny jsou na zacatku doby zrani zelené. V pribéhu dozravani hnédnou a
dievnati. Pfi Spatném zpracovani hroznti obsahujicich zelené tfapiny dochazi
K uvoliovani tfislovin do mostu a poté do vina, vznika tak nepiijemna, nahoikla
chut, tzv. chut po trapindch. Pro konecné vino jsou z hlediska senzorickych
Vlastnosti vyhodné¢jsi hnédé tfapiny, které dodéavaji budoucimu vinu piijemnou

natrpklou piichut’ [1], [4].

4.2. Vyroba vina

Vyrobu vina mizeme rozdélit do dvou procest. Jednim z nich je vyroba

mostu a druhym samotnd vyroba vina.

Most ziskame po oddéleni tfapin od bobuli a nasledném rozemleti bobuli.
Takto zpracovanym hroznlim se fikd rmut. Po ziskani rmutu dochazi k lisovani, tj.
k oddéleni tekuté ¢asti (mosStu) od pevné (matoliny). Most je dale zpracovavan na

vino [3].

U cervenych, modrych a nckterych bilych odrid, vétSinou aromatickych,
dochazi pred lisovanim k tzv. nakvaseni rmutu. Jde o chemicky proces, pti kterém se

do mostu ze slupky bobuli extrahuji barevné pigmenty a tiisloviny. V zavislosti na
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délce trvani nakvaSeni ziskame bilé, ruizové nebo Cervené vino. Béhem nakvaSeni

dochazi k uvolnovani CO; [1], [6], [3].

Kvasny proces se sklada ze dvou ¢asti. Prvni je bouflivé kvaseni, kdy se ziska
nejvice alkoholu a druhou je dokvaseni. KvaSeni je chemicky proces, ke kterému

dochazi bez ptistupu vzduchu, jde tedy o anaerobni fermentaci [1], [6], [7].

Anaerobni neboli alkoholova fermentace (obr. 1, 2) je nejdilezitéjsi proces
vyroby vina. Dochazi zde k pfeméné sacharidi, glukosy a fruktosy, na ethanol a

CO.,. Tento proces lIze shrnout nasledujici rovnici:
CeH1206 — 2CH;CH,0H + 2CO,
Obr. 1 : Rovnice fermentace

Alkoholové kvaseni zdvisi nejen na mnozstvi cukrl, ale 1 na pfitomnosti
kvasinek Saccharomyces cerevisae, které fidi pfeménu pyruvatu na ethanol. Kromé
téchto kvasinek se dale hojné pouzivaji i kvasinky Saccharomyces bayanus. Vzniklé

produkty jsou transportovany jednoduchou difusi ven z bunky [7], [8].

Plasmaticka membrana

Glykolyza
l Cytoplasma

Pyruvat

Acetaldehyd

¢

Ethanol

»Ethanol

CO

5 Hroznovy moS§t

Obr. 2 :Alkoholova fermentace

Po kvaseni vina dochézi ke zrani, které trva né€kolik mésicti, a poté nasleduje
filtrace, kterou se odstrafiuji nezadouci bilkovinné zakaly. Nakonec je vino staceno

do lahvi a putuje k prodeji [1], [6].
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Zpisob zpracovani hroznii a celkovy proces vyroby vina ma vliv na
zastoupeni slozek vina, a tim i na jeho konecné senzorické vlastnosti, které se

odvijeji od celkového mnozstvi flavonoida.

4.3. Rostlinné fenolické slouc¢eniny - flavonoidy

Flavonoidy jsou sekundéarni rostlinné metabolity vyskytujici se v cévnatych
rostlinach, v ovoci, zeleniné a v nékterych druzich mechii. Ziidka byly detekovany

Vv houbach, zatimco v fasach a bakteriich se nevyskytuji viibec [9], [10].

Existuje asi 4000 zndmych flavonoidl s rozdilnymi fyziologickymi funkcemi.
Z chemického hlediska jde o skupinu latek, jejiz zdkladni stavebni jednotkou je
flavanovy skelet (obr. 3), ktery je tvofen dvéma aromatickymi kruhy A, B a
heterocyklem s kyslikem [9], [11], [13].

Obr. 3 : Flavanovy skelet [2]

Z vlastnosti flavonoidi, které jsou rozmanité, vychazi i jejich funkce. Slouzi
jako atraktanty pro opyleni a rozptyl semen diky riznym barvam kvétt a plodin.
Diky chromoforu, ktery je soucasti zakladni struktury, absorbuji flavonoidy UV a
VIS svétlo a tim chrani rostliny pied nebezpecnym UV zafenim. Dale plisobi jako
odrazujici prostiedek pted bylozravci, diky hoiké a svirajici trpké chuti flavan-3-oli
a kondenzovanych tanini. Mnohé flavonoidy a isoflavonoidy vyuzivaji
fytoalexinovou aktivitu. (Fytoalexin slouzi jako obrana pfi napadeni houbovymi ¢i
bakteridlnimi patogeny.) Krom¢ té€chto zminénych vlastnosti ma ftada téchto

sloucenin antioxidaéni aktivitu [9].
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Jako antioxidanty mohou flavonoidy chranit tkané lidského téla. Potlacuji
ROS a tim snizuji riziko infarktu. Diky chemické struktute, fenolickému charakteru,
se chovaji jako chelatory kovii a deaktivatory volnych radikali. Potlacuji také
peroxidaci lipidi. Inhibuji aktivitu nékterych enzymu, napi. cyklooxygenasy,
lipoxygenasy aj. [12].

Flavonoidy tvofi komplexy s dals§imi fenolickymi latkami, s ionty
kovili a dal§imi molekulami, jako je naptiklad acetaldehyd ¢i SO,. Vznikaji tak nové
derivaty s rozdilnymi vlastnostmi. Podrobnéji budou nékteré z téchto reakci probrany

v odstavci 4.3.3. [3], [11].

V rostlinach jsou flavonoidy nejcastéji vazany glykosidovou vazbou v poloze
C3. Cukernou slozkou byva nejcastéji glukosa ¢i rhamnosa, ktera je casto acylovana
na uhliku C6 dalS$imi fenolickymi latkami a to kyselinou benzoovou, malonovou ¢i
gallovou za tvorby esterové vazby. Kromé zminénych kyselin mize dochazet
k esterifikaci i s kyselinou salicylovou, a s kyselinami (o, m, p)-kumarovou a
kavovou. (Derivaty téchto kyselin jsou na obr. 4) [11], [12], [14], [15].

Ho II |

OH OH

HO OH

OH
kyselina gallova kyselina salicylova
H
C\c __COOH
H
HO
OH

kyselina kdvova

Obr.4 : Derivaty kyseliny benzoové a skoficové [11]

13



Dalsimi slou¢eninami vyskytujicimi se V rostlinach jsou kumarin a jeho
derivaty, prenylované flavonoidy nachazejici se ve chmelu, a derivaty stilbenu, jehoz

nejznaméj$im derivatem je resveratrol obsazeny ve slupkach bobuli vinné révy [11].

resveratrol

Obr. 5 : Resveratrol [15]

Flavonoidy jsou fenolické slouceniny odvozené od flavanového skeletu. Do
této skupiny latek patii tyto derivaty: chalkony, flavanony, flavony, flavonoly,
katechiny (flavan-3-oly), flavan-3,4-dioly, anthokyanidiny. Tyto skupiny se mezi
sebou lisi rozdilnymi substituenty na kruhu B, kterymi jsou —H, -OCH3; a -OH
skupiny [11], [13], [16].

Chalkony a flavanony. Chalkony nepatii svoji chemickou strukturou pfimo
mezi flavanové derivaty, protoze nemaji charakteristicky heterocyklicky kruh.
Mohou byt substituovany na obou kruzich A i B (obr. 3). V kyselém prostiedi
piechazeji volné na flavanony (obr. 6) [7], [11]. Nejéastéji se vyskytuji ve zlutych
kvétech rostlin z ¢eledi Asteraceae [13].

I
O
flavanon chalkon

Obr. 6 : Pfeména chalkont ve flavanony podle [11]

14



Flavony, flavonoly a flavanoly (obr. 7) jsou Zluté pigmenty, které se vyskytuji
nejen v bilém, ale i ¢erveném viné. Flavony se nachazeji v listech révy vinné,
zatimco flavonoly a flavanoly jsou obsazeny ve slupkach a duziné bobuli [13]. Tyto
fenolické latky se mezi sebou li§i rozdilnymi pozicemi hydroxylovych skupin na
kruhu B v pozicich C3' a C5' na flavanovém skeletu. Kromé flavanold, maji ob¢

skupiny latek na heterocyklu v pozici C4 ketonovou skupinu [14], [16].

R, R,
OH
HO o HO o on
R, R,
I OH I
OH (@] OH O
flavonol flavon
Rl
OH
HO o O
‘ R,
OH
OH
flavan-3-ol

Obr. 7 : Struktury hlavnich flavonoida. R;, R,=H, OH, OCHj3 podle[14]

Tyto barevné pigmenty jsou zodpovédné za senzorické vlastnosti vina, jako je
barva ¢i jeho chut’. Mnozstvi flavanoli ovlivituje hotkost a trpkost. Ty jsou i pficinou
oxidativniho hnédnuti vina, které je zplsobeno vzduSnym kyslikem za katalyzy

polyfenoloxidasy a vzniku chinond [14], [17].

Mnozstvi flavonolii ve slupkéach bobuli zavisi na klimatickych podminkach a
odridé. Vinna réva, kterd je vystavena vice slunci, obsahuje vyssi koncentraci
flavonoli, napiiklad se zvySuje mnozstvi kemferolu a kvercetinu [9], [14]. Extrakci
flavonoll a jinych flavonoida z bobuli a tim 1 jejich mnoZstvi v kone¢ném cerveném
ving, lze zvysit naptiklad metodou Flash release (FR), ktera je zaloZena na kratkém
zahiati hroznti az nad teplotu 95°C. Zahtati probiha za atmosférického tlaku a zahiaty

rmut je poté vystaven snizenému tlaku (10%Pa) coz zpiisobuje okamzité vyparovani
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vody z bobuli. Pouzitim této metody a pektolytickych enzymt dojde k rozbiti buiky
a membran vakuol, a tim se urychli extrakce fenolickych latek a zvysi se jejich

koncentrace [18].

4.3.1. Flavanoly (flavan-3-oly)

Flavanoly (pfesnéji flavan-3-oly) jsou také nazyvany ttisloviny (taniny).
V hroznech jsou pfitomny hlavné v semenech a ve slupkdch bobuli ve formé
monomerd, ale i oligomert a polymerti. Ve vin¢ jsou dulezitou slozkou, ptispivaji ke
stabilit¢ barvy vina, diky své afinit¢ ke kysliku zabranuji oxidaci barevnych
flavonoidd. Maji tedy antioxida¢ni aktivitu. Ovliviuji také hotkost a trpkost vina [9],
[14], [15].

Ve vin€ se nachdzeji dva typy taninli, hydrolyzovatelné a kondenzované.
Hydrolyzovatelné se do vina dostavaji extrakci z dubovych sudt, ve kterych je vino
uskladnéno. Z chemického hlediska se nejedna piimo o flavonoidni slouceniny, ale
jsou to polymery (obr. 9) kyseliny gallové nebo ellagové (obr. 8) s cukry, vétSinou

s glukosou. Tyto slouceniny jsou dale nazyvany gallotaniny ¢i ellagotaniny [12],
[14].

o
HO A/

// o) OH
(0]

Obr. 8 : Kyselina ellagova [19]
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OH

-CO— OH

OH

OH OH

HO HO

HO 0-0

OH

HO

Obr. 9 : Ptiklad polymeriza¢niho produktu: 1-galloyl-3,6-digalloyl glukosa podle [14]

Nejcastéjsim monomerem je z flavan-3-oli katechin (obr. 10) a jeho izomer
epikatechin. Dal§imi monomernimi derivaty jsou epigallokatechin a epikatechin
gallat. Tyto slouceniny vytvaii oligomery a polymery a jsou nazyvany kondenzované
taniny (proanthokyanidiny, prokyanidiny) (obr. 11). P#i zahtati v kyselém prostiedi
dochazi kuvolnéni cCervenych pigmentd anthokyanidini, odtud nazev
proanthokyanidiny. [9], [11], [12], [14], [20].
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OH

HO
© OH
OH
OH Katechin
| OH |
HO 'e)
S OH
/
OH
OH J n
OH
HO 0
OH
OH
HO

Polymer katechinu

Obr. 10 : Kondenzované taniny podle [11]

Kondenzované taniny (proanthokyanidiny) jsou nejvice zastoupenou
skupinou fenolickych latek ve vin€, po nich nasleduji anthokyany a flavonoly.
Nachézeji se ve slupce a vsemenech bobuli. V semenech jsou obsazeny
kondenzované taniny s krat§im polymernim fetézcem, ktery je tvofen z monomernich
podjednotek katechinu a epikatechinu. Ve slupce jsou naopak proanthokyanidiny
tvofeny del$im fetézcem, jehoz zakladni monomerni jednotkou je epikatechin [9].
Jejich koncentrace v hroznech je déana klimatickymi podminkami a odradou.
MnozZstvi ve vin€é je dano rovnovahou mezi mnozstvim extrahovatelnych tanint
Vv hroznech, extrakci taninti z bobuli béhem fermentace a jejich precipitaci. Extrakce
je ovlivnéna teplotou, dobou, obsahem alkoholu a zpracovdnim hroznli. Se stafim
vina koncentrace taninti roste a méni se i trpkost vina [15]. Ttisloviny interaguji s
proteiny vyskytujicimi se ve slinach. Jejich vzajemna interakce zptisobi v Ustech

pocit trpkosti. Béhem starnuti ale dochazi ke kondenza¢nim reakcim mezi
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anthokyany a taniny, vznikaji tak stabilngj$i barevné pigmenty, které ve formé

kationtt snizuji trpkost vina [9], [21].

Tvorba dimerti proanthokyanidinti (obr. 11) probiha na uhlicich C4-C8 nebo
C4-C6. Dochazi tak ke spojeni dvou flavanolovych jednotek. Noveé vznikly derivat
(dimer) umozni dalsi vétveni slouceniny a vytvaieni novych sloucenin (oligomeru).
Kromé tohoto uspotadani vazeb, dochazi i k vazbam na uhlicich C2-O-C7 nebo C2-
O-C5 [14].

©j0H
HO O K
N OH
R, OH
4 R,
OH 8 o |
HO X OH

OH

proanthokyanidin s vazbou C4-C8

HO

OH
proanthokyanidin s vazbou C4-C8

HO

OH

proanthokyanidin s vazbou C2-O-C7

Obr. 11 : Typy vazeb u dimert proanthokyanidint. R; ,R,=H, OH, O-G. Kde G je kyselina gallova
podle [14].

19



4.3.2. Anthokyany

Anthokyany jsou pfirodni barevné pigmenty vyskytujici se ve slupce bobuli.
Do vina jsou extrahovany béhem macerace, jejich mnozstvi je na zacatku fermentace
maximalni a béhem starnuti klesa, nejvyraznéj$i pokles nastavd nékolik dni po
fermentaci [10], [14]. Je to zpisobeno adsorpci anthokyanii na buné¢nou sténu
kvasinek, s nimiz jsou nasledné filtrovany. Jejich koncentrace zavisi na odrude¢,

klimatickych podminkach, mnozstvi a druhu kvasinek a typu pudy [22].

Stabilita anthokyanti zavisi na hodnoté pH. Pfi nizkém pH jsou anthokany ve
form¢ flavyliového kationtu zodpovédné za Cervenou barvu. V chinoidni formé jsou
modré a v hemiketalové nebo chalkonové jsou bezbarvé [10], [14], [15], [23].
Stabilita anthokyanidini zavisi 1 na substituentech vyskytujicich se na kruhu B,
napiiklad skupiny -OH a —OCHj3; snizuji stabilitu daného aglykonu v neutralnim
prostiedi. Stabilngjsi jsou anthokyany pii pH=7, zptsobuje to molekula cukru, ktera
zabranuje rozpadu molekuly na aldehyd a kyselinu fenolovou (obr. 12) [23].

Chalkon diketon

Obr. 12 : Reakce rozpadu chalkonu pii pH=6. R;= H nebo cukr, R,, Rs=H, CH; [23].

V hroznech je z anthokyant nejvice zastoupen obvykle malvidin-3-glukosid.

Dalsimi pigmenty ovliviiujicimi barvu vina jsou anthokyanidiny (obr. 13): peonidin,
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petunidin, kyanidin, delfinidin a pelargonidin. Tyto aglykony se mezi sebou lisi

polohou a typem substituentti na kruhu B [7].

R Anthokyanidin R1 R2
1
pelargonidin H H
OH A

kyanidin OH H

HO o’ delfinidin OH OH
A R2 | peonidin OCH, |H

= oH petunidin OCH; |OH

OH malvidin OCH;4 OCH;,4

Obr. 13 : Anthokyanidin va flavyliové formé [11]

Absorpéni maxima téchto sloucenin jsou vrozmezi vilnovych délek

}Lmaxzs 10'540 nm [1 1] .

4.3.3. Chemické reakce probihajici ve viné béhem starnuti

Béhem starnuti cerveného vina dochazi k vyraznym zménam v barve. Je to
zpusobeno chemickymi reakcemi, které ve viné probihaji. Dochazi k poklesu

monomernich anthokyanti a naristu polymernich pigment [24].

Barva vina je zavisla na chemickém slozeni hroznd, na enologickych a
klimatickych podminkach. U mladych vin je barva Cerveno-modréa, ale béhem
starnuti se méni na ¢erveno-hnédou. Stejné jako barva se méni 1 trpkost vina, ktera se
postupné snizuje [25], [26]. Tyto procesy jsou zpusobeny nejen aktivnimi
kondenza¢nimi reakcemi, ale 1 tzv. mikro-oxygenaci, b&hem které se do
uskladnéného vina zavadi ur¢ité mnozstvi vzdusného kysliku, ktery zplisobi zmény
Vv barvé, dojde k navySeni barevné hustoty, ke stabilité a vyssi odolnosti proti béleni
zpiisobenému SO, [26]. Cesti vinaii tento proces vyuzivaji hlavné ke zjemnéni chuti

vina a ke sniZeni celkové trpkosti.

U mladych vin dochazi k chemickému procesu kopigmentace. Jde o reakci

barevnych pigmentti (anthokyanl) a nebarevnych organickych sloucenin
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vyskytujicich se ve ving, napt. acetaldehyd, fenolické kyseliny, flavonoidy, flavonoly
¢i ionty kovii. Bezbarvymi komponenty byva nejCastéji acetaldehyd, ktery je
vmladém vin¢ piitomen jako metabolit kvasinek po procesu fermentace.
Kopigmentem jsou bezbarvé slouceniny, které jsou bohaté na m-elektrony a jsou

schopny interagovat s flavyliovym kationtem [23], [27].

Timto procesem dochdzi k navySeni stability barvy vina, ktera je poté
odolngjsi vuci oxida¢nim vliviim a puisobeni SO;. Posunuje se vinova délka K vyssim

hodnotam, o 5-10 nm a tim se zvysi absorpce flavyliového kationtu. [23], [27].

V zavislosti na pH mohou antokyany pusobit jako elektrofilni Cinidla ve
flavyliové formé (na pozicich C2 a C4 kruhu C) nebo jako nukleofilni ¢inidla
v hemiketalové formé (na pozicich C6 a C8 kruhu A). K odbarvovani ¢erveného vina
dochazi reakci s vodou na pozici C2 nebo s SO, na pozici C4 flavyliového kationtu.
Ke =zvySeni stability barvy dochdzi diky kopigmentaénim reakcim nebo

kondenzac¢nim za vzniku stabilnich barevnych pigmentt [14].

Bylo zjisténo, Ze kondenzacéni reakce mohou probihat tfemi mechanismy [25].
Prvnim je pfimd kondenzace mezi flavanoly a anthokyany. Druhym je reakce
flavanolu a anthokyanu zprostfedkovana pies acetaldehyd a tretim typem je
cykloadi¢ni proces mezi anthokyany a nckterymi metabolity kvasinek, které maji

dvojnou vazbu.

Prima kondenzacni reakce mezi flavanoly a anthokyany. Béhem této reakce
vznikaji dva typy produkttu flavanol-anthokyany (F-A) a anthokyan-flavanoly (A-F)
[14]. Reakce u produktu (A-F) zacina nukleofilnim atakem flavanolu v pozicich C6
nebo C8 na elektrofilni uhlik pozice C4 flavyliového kationtu anthokyanu za vzniku
flavenu, ktery je dale oxidovan flavyliovym kationtem a nasledné¢ dehydrogenovan

za vzniku xanthyliové soli zluté barvy. Misto flavenu mlize vzniknout bezbarvy

bicyklicky produkt (obr. 14 na nasledujici strang) [25], [28], [29].
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HO

Obr. 14 : A-F produkt. R=Glc, Ry, R,=H, OH, OCHj [14]

Produkt F-A vznika reakci karbokationtu flavanolu s nukleofilnim uhlikem
C6 nebo C8 anthokyanu v jeho hemiketalové formé za vzniku bezbarvého dimeru,
ktery mtze byt dale dehydrovan na Cerveny flavyliovy kation (obr. 15) [14], [28],
[29].

Obr. 15 : F-A produkt. R=Glc, Ry, R,=H, OH, OCHj; [14]

Kondenzacni  reakce flavanolu a anthokyanu zprostiedkovand pres
acetaldehyd. Acetaldehyd je produktem metabolismu kvasinek nebo vznika oxidaci
fenolickych sloucenin za vzniku H,0,, ktery dale oxiduje ethanol. Acetaldehyd
reaguje s flavanolem nebo staninem na uhlicich C6 nebo C8 za vzniku

karbokationtového intermediatu, ktery interaguje s dal$i molekulou flavanolu nebo
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s anthokyanem ve form¢ hemiketalu. Flavanol je pfipojen pies ethylovy mustek
Vv pozicich C8 nebo C6 a anthokyan v pozici C8 (obr. 16). Vyslednou slou¢eninou je

chinoidni baze, ktera je stabilizovana deprotonizaci a ma fialovou barvu [14], [25],
[30-31].

OH
OH
/
e OH
HO (@]
flavanol
—CH, OH
Ry
OH
HO o’
= N R,  anthokyan
N >
OR
OH

Obr. 16 : Flavanol-ethyl-anthokyan. R;, R,=H, OH, OCHjs [25]

Rozdil mezi pfimou a zprostfedkovanou kondenzaci je v zastoupeni
jednotlivych slozek [30]. Zatimco piima kondenzace zavisi pouze na koncentraci a
vlastnostech fenolickych latek v extraktu, zprostifedkovanou kondenzaci ovliviuje
dostupnost volného acetaldehydu. Vysledkem obou kondenzaci je zvySeni barevné

hustoty a zména celkové barvy vina.

Poslednim typem reakci probihajici ve viné béhem starnuti je cykloadicni
proces mezi anthokyany a nékterymi metabolity kvasinek, jako jsou vinylfenol,
pyruvat, acetaldehyd. Vyslednymi produkty jsou stabilni pigmenty rezistentni proti
pusobeni SO,. Strukturné jsou podobné pyranoanthokyantum (obr. 17) [25], [33].

Vsechny zminéné reakce ovliviiuji barvu a stabilitu vina, stejné tak i
chutovou kvalitu. Struktura kone¢nych produktl zavisi na pocate¢nim slozeni vina,

ale i na ptitomnosti metabolit kvasinek a expozici kysliku [25].
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Vitisin A-pyranoanthokyan

Obr. 17 : Typy pyranoanthokyantl vzniklych cykloadi¢ni reakci podle [14]. R-Glc, Ry, Ry, Rs, R4-H,
OH, OCHs.

4.3.4. Biosyntéza flavonoidu

Flavonoidy se v cytoplazmé rostlin syntetizuji dvéma metabolickymi cestami:

Sikimatovou a fenylpropanoidovou (acetat-malonatovou) [9], [34], [35].

Prvnim krokem téchto biosyntéz je tvorba Sikimové kyseliny (obr. 18) a z ni
nasledné syntéza aromatickych aminokyselin, fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu
(Phe, Tyr, Trp) (obr.19). Syntéza za¢ina reakci fosfoenolpyruvatu (PEP), ktery vznikl
béhem glykolyzy, s D-erythroso-4-fosfatem, ktery vznikl v pentosofosfatovém cyklu,
za vzniku 3-deoxy-D-heptulosonat-7-fosfatu. Reakce je katalyzovana 3-deoxy-D-
arabino-heptulosonat-7-fosfataldolasou (E.C. 2.5.1.54). Dalsim krokem je tvorba 5-
dehydrochinatu za katalyzy 5-dehydrochinatsynthasou (E.C. 4.3.3.4) a kobaltem.
Nasledné dojde k dehydrataci pisobenim enzymu 5-dehydrochinatdehydratasy (E.C.
4.2.1.10) za vzniku 5-dehydrosikimatu, ktery se pusobenim §ikimatdehydrogenasy
(E.C. 1.1.1.25) méni na Sikimat [9], [13], [34-39].
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Obr. 18 : Biosyntéza Sikimové kyseliny. 1: 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfataldolasa, 2: 5-
dehydrochinatsynthasa, 3: 5-dehydrochinatdehydratasa, 4: sikimatdehydrogenasa podle [36]

Kyselina $ikimovd je jednim z prekurzori biosyntézy aromatickych
aminokyselin. Prvnim krokem je fosforylace Sikimatu na 5-fosfosikimat. Na néj se
napoji dals$i molekula PEP a vznikne 3-enolpyruvyl-Sikimat-5-fosfat. Ten se
pusobenim chorismatsynthasy (E.C. 4.6.1.4) transformuje na chorismat. Po vzniku
tohoto produktu mtize vzniknout pies kyselinu anthranilovou tryptofan a z ného dale
fytohormon kyselina 3-indolyloctova a nebo fenylalanin a tyrosin. Chorismat se
pusobenim chorismatmutasy-prefenatdehydrogenasy (E.C. 1.3.1.12) transformuje na
kyselinu prefenovou. Zni miZze jednou cestou vzniknout pies fenylpyruvat

fenylalanin nebo pies p-hydroxyfenylpyruvat tyrosin [9], [13], [34-37], [39].
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Obr. 19 : Biosyntéza Tyr a Phe. 5: Sikimatkinasa, 6: 3-enolpyruvyl§ikimat-5-fosfat-synthasa (E.C.
2.5.1.19), 7: chorismatsynthasa, 8: chorismatmutasa podle [13], [36], [39]

Po syntéze aromatickych aminokyselin nasleduje fenylpropanoidova
metabolickd cesta, také nazyvana acetat-malonatova, ktera je povazovana za zakladni
d¢j syntézy anthokyant. Kruh A flavanu je tvofen tfemi acetatovymi jednotkami,
kruh B a atomy uhliku v heterocyklu pochéazeji z fenylpropanti, z uhlikatych derivati
kyseliny skoficové a fenylalaninu. Prvnim krokem je oxidativni deaminace
fenylalaninu nebo tyrosinu na trans-skoticovou kyselinu a p-kumarovou kyselinu
pusobenim fenylalaninamoniumlyasy (FAL, E.C. 4.3.1.24) a tyrosinamoniumlyasy
(TAL, E.C. 4.3.1.23). Flavanovy skelet se tvoifi reakci malonyl-CoA a CoA-
thioesteri kyseliny skoticové a jejich derivati. Kyselina skoficova nebo p-kumarova
jsou za katalyzy cinamoyl-CoA-ligas (E.C. 1.2.1.44) pievedeny na CoA-thioestery.
Enzym p-kumaroyl-CoA-ligasa katalyzuje spojeni p-kumaroylového zbytku
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s koenzymem A za vzniku kumaroyl-CoA, ktery poté reaguje se tiemi molekulami
malonyl-CoA za soucasné dekarboxylace. Ziskdme tak meziprodukt s patnacti
uhliky, chalkon. Uzavienim heterocyklu ziskdme flavan. Substitu¢nimi reakcemi

vzniknou ruzné flavanové derivaty (obr. 20) [9], [34-39].

o7 -NH
— —CH—CH—COOH
NH, 1

fenylalanin kyselina skoficova
H
O/ -NH /C\C/COOH
: H
NH, 2
OH HO
tyrosin kyselina p-kumarova
Ry
?
3 HOOC-CH,-C~S-CoA + CoA-S— C-CH=CH @ R2
malonyl-CoA cinamoyl-CoA R,
3
R, Ry
O
O | S_COP“ HO OH
~ c CH R, e CH, R,
A | 4 |
I | Rj | Rs
(0] (e} OH O
C,,-meziprodukt chalkon
R, Ry
HO o
© R
- 2
O | -
| R
| Rs oy © 3
(0]
flavon flavanon

HO

O
antokyanidin \ O R,
flavan-3,4-diol «——_~ [ OH Ry
OH (0]
dihydroflavonol

flavonol

Obr. 20 : Biosyntéza flavanu. 1: fenylalaninamoniumlyasa (FAL), 2: tyrosinamoniumlyasa (TAL), 3:
cinamoyl-CoA-ligasa, 4: chalkosynthethasa (E.C. 2.3.1.74) podle [13], [36], [39].
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5. CILE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo pozorovani a analyzovani barevnych zmén,

k nimz dochazi béhem starnuti ¢erveného vina.

Kromé¢ viditeln¢ barevnych zmén, které byly sledovany pomoci
kolorimetrické statistické metody CieLab a modifikovanych metod (stanoveni
barevné hustoty a odstinu), se stanovovaly 1 zmény v koncentracich barevnych
pigmentl (anthokyanti a fenolickych latek). Sledovalo se, jak moc jejich zména ve

sloZeni béhem méfeni, ovliviiuje barvu Cerveného vina.

Kanalyze byly pouZity tfi nekomeréni vzorky cerveného vina,
Svatovaviinecké (ro¢nik 2010 a 2012) a domaci vino bez pfidaného SO,, ro¢nik
2010.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Chemické stanoveni jednotlivych slozek vina byla provadéna ihned po
otevieni lahve, dale pak vzdy po tydnu, a to po dobu jednoho mésice, a nasledné

dvakrat vzdy po mésici.

6.1. Chemikalie a roztoky

Kanalyze byly pouzity tfi vzorky cervené¢ho vina. Jednim bylo nesifené
domaci vino nespecifikovatelné odridy, ro¢nik 2010, jez bylo darem prof. G.
Entlichera. Dalsi dva vzorky (Svatovaviinecké, ro¢nik 2010 a 2012) byly darem prof.
J. Sevéika. Posledni dva zmifiované vzorky se mezi sebou vyrazné lisily barvou, i

kdyz se jednalo o stejné odriidy a byl zde pouzit stejny postup zpracovani hrozni.

Vzorky byly uskladnény v lednici v tmavych lahvich pii teploté kolem 7°C a
po tiech tydnech od otevieni bylo vino uchovano paralelné za laboratorni teploty na

svétle.

Ke stanoveni jednotlivych parametri ve viné byly pouzity nasledujici

chemikalie a roztoky:

- CH3CHO - (100%, Reachim, poskytnuty z laboratofe katedry Didaktiky

chemie), na stanoveni celkovych a kopigmentujicich anthokyanti o 10% koncentraci.

- NaS;05 — (p.a., Lachema), na stanoveni polymernich antokyanti. Pracovni

roztok m¢l koncentraci 2 g/l.

- Acetonitril — (HPLC Far UV/Gradient Grade, Baker HPLC analyzed, USA),
pouziti jako mobilni faze na HPLC.

- HCOOH — (98%, p.a., Lachema), pouZziti jako mobilni faze na HPLC.

- Purifikovand voda — soucast mobilni faze. Purifikovana voda pfipravena
¢iSténim vody na Milipore Elix 5 a nasledné byla dociSténa na HPLC kvalitu na

Milipore Simplicity 185.
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- Kyselina gallova — (TCI>98%, TCI Europe, Belgie), pouziti jako standard

ke stanoveni antioxidacni aktivity a celkovych fenolickych latek.

- Folinovo ¢inidlo — (Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové), ke stanoveni

antioxidacni aktivity.

- Na;CO3 — (p.a., Lachema), ke stanoveni antioxida¢ni aktivity. Pracovni

roztok byl ptipraven o koncentraci 20% (w/v).

- Malvidin-3-glukosid (Extrasynthese, Lyon, Francie), pouziti jako standard

ke stanoveni mv-3-Glc ve viné.

- HCI — (p.a., Lachema), soucast roztoku ke stanoveni celkovych fenolickych
latek a antokyantl. Z vychozi koncentrované kyseliny (35%) byly pfipraveny roztoky
o koncentracich 0,1% v 95% EtOH (v/v) a 2% (v/v).

- Ethanol — (96,6% velejemny, p.a., Lachema), soucast roztokd ke stanoveni

celkovych fenolickych latek a anthokyant.

- Kalibraéni pufry na méfeni pH — (pH=4,01, pH=7,01, Sevac, CR).

6.2. Pristroje

HP spektrofotometr 8453 (Agilent Technologies, USA) byl pouzit k métfeni
absorbanci a transmitanci v UV a VIS oblasti v rozsahu vinovych délek 280-765 nm.

(Mgfeni bylo provadéno v 1 cma 0,1 cm kyvetach. Integra¢ni ¢as byl 1s.)

Kapalinovy chromatograf Agilent 1200 (HPST, CR) vybaveny
automatickym dévkovacem, terndrnim Cerpadlem, spektrofotometrickym diodovym
polem, softwarem ChemStation Agilent 1200 pro fizeni pfistroje a vyhodnocovani
naméfenych dat. Kolona Nucleosil C18 HD 100-5, Macherey Nagel, Némecko. Byl

pouZit k analyze anthokyan.

pH metr (HI 2211 pH/ORP Meter, Hanna instruments) byl pouzit ke

stanoveni pH jednotlivych vzorki.
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Analytické vahy Pesa (40SM-200A) byly pouzity k navazeni standardu

malvidin-3-glukosidu a kyseliny gallové.

Predvazky Schoeller (OHAUS Discovery) byly pouzity k navazeni vétSich
mnozstvi latek, naptiklad Na,COs.

Trepacka (Yellow line Os2basic) byla pouzita k okysli¢eni vzorkii vina po

dobu 45 minut.

6.3. Metody

Ve vzorcich ¢erveného vina se stanovovala zména barvy béhem starnuti po
dobu nékolika tydnti. Kromé barvy se stanovovala 1 antioxida¢ni aktivita, zména pH
a hustoty a nakonec celkové mnozstvi fenolickych latek a anthokyant, které vyrazné

ovliviiuji zabarveni.

6.3.1. Metoda RP HPLC ke stanoveni malvidin-3-glukosidu

Ke stanoveni celkové koncentrace malvidin-3-glukosidu byla pouzita metoda
vysokotlaké kapalinové chromatografie na reverzni fazi (HPLC-RP). Vzorek vina
byl ptfed analyzou filtrovan ptes mikrofiltr (0,45 pum) a poté byl injektovan (50 ul)
automaticky pomoci autosampleru na kolonu. Kolona nebyla termostatovana, teplota
byla laboratorni v rozmezi hodnot 21-25°C. Priitok mobilni faze byl 0,800 ml/min.
Byl pouzit VIS detektor, jelikoZz data byla sbirdna pti vinové délce 518nm. Celkova
analyza jednoho vzorku trvala 45 minut a ¢as k vyrovnani prodlev mezi analyzami
byl 5 minut. K analyze byla pouzita gradientova eluce (viz tabulka ¢. 1). Mobilni
faze A se skladala z deionizované vody, kyseliny mravencéi (98%) a ACN (100%)
v poméru 87:10:3 (v/v/v). Mobilni faze B obsahovala tytéz kapaliny ale v jiném
poméru: 40:10:50 (v/v/v). Metoda byla provadéna podle Mezinarodni organizace pro
révu a vino (OIV) [40].
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Tabulka ¢&. 1: Prub&h gradientové eluce [38]

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0 94 6
15 70 30
30 50 50
35 40 60
41 94 6

6.3.2. Metoda CieLab ke stanoveni chromatickych charakteristik ve viné

Metoda CieLab je kolorimetrickda metoda zalozena na méfeni a pocitani
chromatickych charakteristik L, a*, b* v souladu s pravidly Mezinarodni komise pro
osvétlovani (CIE, 1976).

Barva, naptf. vina, muze byt popsdna pouzitim tfech atributl nebo
specifickych vlastnosti vizualniho vnimani: tbnem barvy, zativosti ¢i chromatismem.
Kombinaci téchto vlastnosti mizeme definovat rizné odstiny vina. Chromatickeé
charakteristiky vina jsou definovany kolorimetrickymi soufadnicemi: L, a*, b*. L
urcuje jas nebo Cirost vzorku, hodnota a* udava Cerveno-zelené slozeni barvy vina a
hodnota b* modro-zluté slozeni barvy. Vzorek je Cerny, neprithledny, pokud je
hodnota L=0. Sledovana latka je bezbarva je-li hodnota L=100. Barva sledovaného
parametru je Cervena, je-li soufadnice a*>0 nebo zelena, pokud je a*<0. Vzorek je
zluty, kdyz je hodnota b*>0 nebo modry, pokud je sledovana latka b*<0 [41].

(Grafické vyjadieni kolorimetrickych soutadnic je na obr. 21)

Obr. 21: Grafické vyjadieni kolorimetrickych soutadnic L, a*, b* [42]
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Hodnoty L, a*, b* byly vypoc¢itany na zakladé spektrofotometrickych méteni
pouzitim HP spektrofotometru 8453 méfenim transmitance v rozmezi vinovych délek
300-800 nm a s pouzitim sklenéné kyvety s optickou drahou 1 mm [41], [43], [44].
Ziskané hodnoty transmitance byly pfevedeny na soufadnice L, a*, b* pomoci

matematicko-statistického programu (SpectralCalculator) [42].

6.3.3. Stanoveni barevné hustoty a odstinu

Alternativni metodou na stanoveni barvy cerveného vina byla
spektrofotometricka metoda podle Gloriese [46], kterd byla dale modifikovéna podle
publikaci [44], [45].

Barevna hustota a odstin byly stanoveny méfenim absorbance pii vinovych
délkach 420 nm, 520 nm a 700 nm. Byla pouzita sklenéna kyveta s optickou drdhou

0,1 cm. Hodnoty barevné hustoty a odstinu se vypocitaly podle vzorci:
Odstin =(A420-A700)/ (As20-A700)
Hustota =(As0-A700)+(A420-A700)

Cim je niz$i hodnota barevné hustoty, tim je barva vina svétlej$i a ¢im mensi

je hodnota barevného odstinu, tim je barva tmavsi.

6.3.4. Stanoveni kopigmentujicich, monomernich, polvmernich a celkovych

anthokyani

Stanoveni zminénych parametrii je zaloZeno na méteni absorbance pii A=520
nm. Byl analyzovan vzorek &istého vina (A"%), dale vzorek s piidavkem 100ul
roztoku Na,S,;0s (A4592), ktery se ptidaval k 1,9 ml vina a vzorek s pridavkem 20 ul
roztoku CH3CHO (A*®), ktery byl piidan do vzorku vina o objemu 2,0 ml. Takto
pfipravené roztoky se nechaly 45 minut odstat. Podle nésledujicich rovnic se

vypocitalo mnoZstvi monomernich, polymernich, kopigmentujicich a celkovych

anthokyanu [45], [47].

Kopigmentujici anthokyany =A2®-A""
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Monomerni anthokyany =A""- AS0z
Polymerni anthokyany =A592

Celkové anthokyany = A%

ace_ Avina

Kopigmentujici anthokyany (%) =4 =2 .100

Aace

m’na_ASOZ

Monomerni anthokyany (%) =4 2" .100

Aace

4502
Polymerni anthokyany (%) =ace " 100

6.3.5. Stanoveni anthokvanu a celkovvch fenolickych latek

Anthokyany a celkové fenolické latky se stanovovaly spektrofotometricky,
s pouzitim sklenéné kyvety s optickou drdhou 1 cm. Vzorek vina byl nejdiive
natedén (odebralo se 0,5 ml vina a natedil se 5,0 ml 12% ethanolu), nasledné se
odebralo 0,25 ml a postupné se ke vzorkim piidavalo 0,25 ml 0,1% HCI v 95%
EtOH a 4,55 ml 2% HCl a roztoky se nechaly 15 minut odstat na vybarveni.

Na stanoveni anthokyand se métila absorbance pii A=520 nm. Pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky byl pouzit standard malvidin-3-glukosid rozpustény ve 12%
ethanolu. Z rovnice regrese byla poté vypoctena koncentrace anthokyant

vyskytujicich se ve viné (mg/1).

Celkové fenolické latky se méfily pii A=280 nm proti standardu roztoku
kyseliny gallové o ruznych koncentraci ve 12% ethanolu. Ze standarda byla nasledné

sestrojena kalibracni kiivka a zrovnice regrese byla vypocitdna koncentrace

anthokyanu a celkovych fenolickych latek [44], [45], [48].
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6.3.6. Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidacéni aktivita se stanovovala spektrofotometricky pii A=765 nm. Byla

pouzita sklenéna kyveta s optickou drahou 1 cm.

Do 50 ml banky se ptidal 1 ml vina a nafedil se 5 ml destilované vody,
pridalo se 2,5 ml Folin-Ciocalteuova cinidla a 7,5 ml roztoku Na,COs, banka se
doplnila po rysku destilovanou vodou a roztoky se nechaly dvé hodiny odstat
k vybarveni. Hodnota celkovych fenolickych latek se vyjadii jako mg kyseliny
gallové na litr vina. Pomoci standardu (kyselina gallova rozpusténa ve 12% EtOH)

byla sestrojena kalibra¢ni kiivka a z rovnice regrese byla vypoctena antioxida¢ni
aktivita [48], [49], [50].
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7. VYSLEDKY

Experimentalni ¢ast byla zalozena na stanoveni zmény barvy cerveného vina
béhem jeho starnuti po dobu nékolika tydnii. K analyze byly pouzity tfi vzorky
cerveného vina, které se mezi sebou liSily na prvni pohled barvou, ale i chemickym

slozenim, vzhledem k tomu, Ze jeden vzorek neobsahoval oxid sificity.

Barva nesifeného vina (NV) byla na zafatku analyzy tmavé Cervena az
rubinova. Vzorky Svatovaviineckého vina se mezi sebou vyrazné liSily barvou,
ro¢nik 2010 (SV10) byl po otevieni lahve cihlové ¢erveny a ro¢nik 2012 (SV12) byl

tmave Cerveny, lehce do fialova.

7.1. Zmény barvy béhem starnuti

7.1.1. Metoda CieLab

Hodnota L urcuje jas nebo ¢irost vzorku. Pokud je hodnota L=0, vzorek je

¢erny, neprahledny, L=100 sledovana latka je bezbarva.

V nasledujicich grafech jsou zobrazeny zmény jasu ¢i Cirosti vina (L) u NV,
SV10 a SV12 uchovanych v chladu (obr. 22) a za laboratorni teploty (obr. 23, na

nasledujici stran¢).

100 +

L 3 = = .
90 - E 3 ¥ = $ =
80 -

L * SV10

70 "N.\.\. = SV12
60 - NV
50 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Tydny

Obr. 22: Porovnani zmén barvy u NV, SV10 a SV12 uchovanych v chladu
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Obr. 23: Porovnani zmén barvy u SV10 a SV12 uchovanych za laboratorni teploty

Podle ziskanych hodnot L byl nejtmavsi vzorek vina SV12, coZ odpovida i
subjektivnimu vjemu. Z grafu je patrné, ze tento parametr lezi mezi hodnotami 60 a
70 a béhem starnuti dochazi jesté k jeho poklesu (obr. 22). Cim je hodnota L niZsi,
tim je vzorek tmavsi. U vzorku SV12, ktery byl uchovan za laboratorni teploty, se

parametr L neméni (obr. 23).

U nesifeného vina k vyznamnym zménam nedoSlo, z hodnot L je ziejmé, Ze

tento vzorek byl svou barvou podobny vzorku SV12 (obr. 22).

Vzorek vina SV10 byl ze senzorického hlediska nejsvétlejsi. Tomu
odpovidaji i hodnoty L, které byly v rozmezi 90 az 100 (obr. 22). Cim ma parametr L
vys$§i hodnotu, tim je sledovany vzorek méné barevny az bezbarvy. Béhem starnuti
vzorku SV10 uskladnéného za laboratorni teploty dochazelo k poklesu hodnoty L
290 na 80 (obr. 23), barva vina se z cihlové Cervené postupné ménila na tmavé

cervenou.

Barva vzorku je Cervend, pokud je soufadnice a*>0 nebo zeleny, kdyz je
a*<0. Kdyz je parametr b*>0, sledovana latka je zluta, pokud je b*<0 vzorek je

modry. V nasledujici tabulce jsou tyto parametry zobrazeny.
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Tabulka ¢. 2: Porovnani zabarveni u vzorkua ¢ervenych vin

Starnuti v Nesifené 2010 2010 v 2012 2012 v

tydnech vino teple teple
0. a*=28,44 a*=37,10

b*=8,43 b*=7,55 b*=0,21
a*=29,20 a*=7,54 - a*=37,39 -
b*=8,81 b*=6,66 b*=1,56
a*=28,42 a*=7,41 - a*=37,77 -
b*=9,17 b*=6,93 b*=1,38

- a*=7,71 a*=7,59 a*=40,13 a*=39,67
b*=7,49 b*=7,84 b*=2,70 b*=2,80
- a*=7,58 a*=7,67 a*=38,02 a*=36,93
b*=7,08 b*=8,25 b*=1,98 b*=1,47
- a*=7,56 a*=12,66 a*=39,84 a*=34,40
b*=8,31 b*=11,22 b*=3,23 b*=-1,58
- a*=8,27 a*=20,3 a*=41,4 a*=32,7
b*=9,13 b*=6,94 b*=1,61 b*=-1,25

Vzorek SV12 byl podle kolorimetrickych soufadnic ¢erveno-modry a béhem
starnuti po 13 tydnech bylo viditelnéjsi zabarveni do modra, u vzorku uchovaného za
laboratorni teploty (tab. 2), jak ukazuje hodnota b*, kterd méla zapornou hodnotu.
Z tabulky je patrné, ze barva vzorku SV10 je oproti ostatnim vzorkim svétlejsi.
Hodnoty a* i b* jsou si na zacatku métfeni velmi podobné. Parametr a* je vzhledem
ke vzorkim SV12 a NV velmi nizky (v rozmezi 7-8), tomu odpovida svétle ervené
zabarveni vina. Béhem uskladnéni vzorku SV10 za laboratorni teploty, dochézi
k navySeni hodnoty a* az na 20,3. Barva vina tak byla tmavé Cervena. Barva
nesifené¢ho vina byla ervend s odstinem lehce do fialova, béhem starnuti se vyrazné

neménila. Hodnoty a* i b* lezely mezi hodnotami u vzorkt SV10 a SV12 (tab. 2).
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7.1.2. Stanoveni barevné hustoty a odstinu

Z metody CieLab bylo zjisténo, Ze nejtmavsim vzorkem ¢erveného vina byl
SV12, poté nasledoval NV a nejsvétlejsi byl vzorek SV10. V nasledujici tabulce €. 3
jsou uvedeny hodnoty barevnych odstini u jednotlivych vzorki, které byly

stanoveny na zdklad¢ métenych absorbanci.

Tabulka ¢. 3: Barevny odstin u vzorkua ¢ervenych vin

Starnuti v Nesirené 2010 v

tydnech vino teple

0.

SV12. Béhem starnuti k vyraznym zméndm nedoslo. U vzorku SV10, uchovaného za
laboratorni teploty, doslo ke sniZzeni hodnoty barevného odstinu z 1,25 na 1,02 (tab.
3). Barva vina tmavla. Vzhledem k malému mnozstvi vzorku NV nelze ur¢it klesajici

¢1 rostouci trend barevného odstinu.

Zmény v barevnych hustotach jsou zaznamenany Vv nasledujicich grafech.
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Obr. 24: Porovnani barevné hustoty u vzorkti SV10, SV12 a NV uchovanych v chladu
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Obr. 25: Barevna hustota u vzorkt uchovanych v teple

Z grafi na obrazcich 24 a 25 je ziejmé, Ze nejvysSsi barevnou hustotu mél
vzorek SV12, ktera béhem uchovani v chladu rostla z hodnoty 1,0 az na 1,2. Vzorek
SV12 uchovany za laboratorni teploty mél hodnoty nizs§i (kolem 1,0) a b&hem
starnuti se moc neménily (obr. 25). U vzorku SV10, uchovaného v chladu, byly
namétfeny hodnoty barevné hustoty v rozmezi 0,2-0,3. Ke zménam dochéazelo pfi
uskladnéni za laboratorni teploty, kdy doslo k navySeni barevné hustoty z hodnoty
kolem 0,2 na 0,6. Hustota vzorku ¢erveného vina NV byla mezi hodnotami 0,7-0,8.

Tyto ziskané vysledky odpovidaji metodé CieLab.
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7.2. Zmény V koncentracich anthokvyani a dal$ich fenolickych latek

ovlivinujici barvu vina béhem starnuti

7.2.1. Koncentrace malvidin-3-glukosidu ve viné

Metodou HPLC-RP se d¢lily anthokyany v zavislosti na své hydrofobicité.
Jako standard byl pouzit malvidin-3-glukosid, ktery mél retenéni Cas v patnacté
minuté po nastiiku vzorku na kolonu. V nésledujicich chromatogramech jsou
zaznamenany zmeény koncentrace identifikovaného piku malvidin-3-glukosidu a
dalSich latek. Chromatogramy ukazuji analyzu na zacatku méteni a na konci, po 13
tydnech od otevieni lahve. Vzhledem k malému mnozstvi vzorku nesifeného vina,

byl vorek NV analyzovan tfikrat.

2507

200

1507

1007

Obr. 26: Chromatogram NV na zacatku pokusu, osa X — reten¢ni ¢as (min), osa y —odezva detektoru

(mAU)- Prifazeni piki je vysvétleno v textu.
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Obr. 27: Chromatogram NV po dvou tydnech od zacatku pokusu, 0sa X — retenéni ¢as (min), osa 'y —

odezva detektoru (mAU). Ptifazeni piki je vysvétleno v textu.

V chromatogramech je wvidét, Ze béhem starnuti dochazelo k poklesu
monomernich anthokyant. Snizovala se hodnota absorpce (mAU). Na zacatku

analyzy byla jeji hodnota u piku ¢.5 250 mAU a na konci 200 mAU a tim se snizila 1
plocha piku (obr. 26, 27).

Retenéni ¢as standardu malvidin-3-glukosidu byl v patnacté minuté, u
nesifen¢ho vina doslo pravdépodobné k eluci diive, jak ukazuji vysledky. Retencni

Cas piku ¢. 5 (ktery by svou intenzitou mél odpovidat mv-3-glc) byl ve 12. minuté.

Podle tdaju v literatuie [40] je v Cerveném viné pét zakladnich anthokyant o
nejvysSi  koncentraci a béhem chromatografické analyzy eluuji v potadi:
1—delfinidin-3-glukosid, 2—kyanidin-3-glukosid, 3—petunidin-3-glukosid,
4—peonidin-3-glukosid, 5—malvidin-3-glukosid. Dalsimi piky byvaji derivaty
anthokyant, jejich polymery nebo estery s kyselinami salicylovou, kumarovou nebo

kavovou.
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Obr. 28: Chromatogram SV10 uchovaného v chladu na zac¢atku analyzy, 0sa X — retenéni ¢as (min),

osa y —odezva detektoru (mAU). Cislovani komponent je stejné, jako na obr. 26.
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Obr. 29: Chromatogram SV10 uchovaného v chladu po 13. tydnech, 0sa X — retenéni ¢as (min), osa y

—odezva detektoru (mAU). Cislovani komponent je stejné jako na obr. 26.
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U vzorku SV10 byl zaznamenan pokles monomernich anthokyant, jak
ukazuji chromatogramy (obr. 28, 29), zmenSila se plocha piku a tim i koncentrace
mv-3-glc. U vzorku SV10 na konci pokusu (po 13 tydnech) doslo ke zméné

retencniho ¢asu mv-3-glc, ktery misto v 15. minuté eluoval v 18. minut¢.

mAU|

1008 mv-3-glc
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— — 7
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Obr. 30: Chromatogram SV12 uskladnéného v chladu na za¢atku analyzy, 0sa X — retenéni ¢as (min),

osa y —odezva detektoru (mAU)
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Obr. 31: Chromatogram SV12 uskladnéného v chladu po 13 tydnech, 0sa X — retenéni ¢as (min), osa y
—odezva detektoru ( mAU)

U vzorku SV12 dochazelo také vyrazné k poklesu monomernich anthokyanti.

Oproti vzorkim SV10 a NV zde byl patrngjsi vyskyt novych pikd, tedy novych latek,
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oligomert ¢i rizné substituovanych derivatl (retencni cas téchto sloucenin byl mezi

17. a 20. minutou).

U vzorki uskladnénych v teple dochazelo stejné jako zde k poklesu
monomernich anthokyantl. Snizena koncentrace jednotlivych slozek zde byla
vyraznéjsi, bylo to urychleno zvysenou teplotou a vétSim pfistupem ke vzduSnému

kysliku. Tyto zmény a celkové koncentrace budou dale detailné uvedeny (tab. 4).

Ke stanoveni koncentrace malvidin-3-glukosidu ve viné byl pouzit jako
standard malvidin-3-glukosid rozpustény ve 12% ethanolu a nasledné byla sestrojena

kalibra¢ni kiivka. (Koncentrace standardu jsou v rozmezi 100mg/1 — 300mg/l)

y=12119x + 365,68
9000

8000 -
7000 -
6000 ~
5000 -
4000 +
3000 ~
2000 -
1000 -

O T T T 1
0 100 200 300 400

c(mg/l)

Plocha piku

Obr. 32: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni mv-3-glc
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Tabulka ¢. 4: Koncentrace mv-3-glc (mg/l) ve vzorcich vina b&hem starnuti

Starnuti v Nesifené 2010 2010 v 2012 2012 v
tydnech vino teple teple

Nejvyssi koncentrace mv-3-glc byla u vzorku SV12, uchovaného v chladu, na
zaCatku méteni (561 mg/l). Behem starnuti dochdzelo ke snizeni koncentrace na

hodnotu 108 mg/I a u vzorku uchovaném za laboratorni teploty na 35 mg/I.

Ve vzorku SV10 byla oproti vzorku SV12 nizsi koncentrace mv-3-glc. Stejné
jako v ptedchozim pfipadé dochazelo béhem starnuti k jeho poklesu az na hodnotu

309 mg/l (SV10 uchovany v chladu) a na 112 mg/l (SV10 uchovany za laboratorni
teploty).

Nejméné mv-3-glc bylo obsazeno ve vzorku NV. Koncentrace mv-3-glc byla

na zacatku méteni 217 mg/l a po dvou tydnech klesla na 201 mg/1.

7.2.2. Koncentrace celkovvch anthokvant ve viné (podle Gloriese [46])

K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit jako standard malvidin-3-glukosid
rozpustény ve 12% ethanolu. (Koncentrace kalibra¢nich roztokl byla od 50 mg/l do

300 mg/l).
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Obr. 33: Kalibra¢ni kiivka na stanoveni celkovych anthokyanti

Tabulka ¢&. 5: Koncentrace celkovych anthokyant béhem starnuti (ma/l)

Starnutiv ~ Nesirené 2010 2010 v 2012 2012 v

tydnech vino teple teple
0. 70,8

52,0 79,1 - 99,7 -
71,0 74,1 - 94,3 -
- 88,6 67,9 92,2 69,3
- 139,4 125,6 107,9 76,1
- 68,8 55,3 74,3 53,3
- 58,9 28,6 72,3 53,3

Podle této modifikované metody byly koncentrace celkovych anthokyan
oproti koncentraci mv-3-glc (stanovené metodou RP-HPLC, tab. 4) vyrazné nizsi
(tab. 5). Nejvyssi koncentrace celkovych anthokyant byla naméfena u vzorku SVI12.
Béhem starnuti dochazelo k jejich poklesu z hodnoty 99,7 mg/l na 72, 3 mg/l (SV12
uchovany v chladu) a na hodnotu 53,3 mg/l (SV12 uchovany za laboratorni teploty).
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U vzorku SV10 byla poc¢atecni koncentrace celkovych anthokyant vzhledem
k SV12 nizsi. Koncentrace klesala z hodnoty 70,8 mg/l na 58,9 mg/Il (vzorek SV10
uchovany v chladu) a na 28,6 mg/l (SV10 uchovany za laboratorni teploty).

U nesifen¢ho vina zacalo méfeni pozdéji, proto jsou zde uvedeny pouze dvé

hodnoty koncentraci, které byly nizs$i nez u zbyvajicich dvou vzorkd.

Béhem starnuti mtzeme sledovat vykyvy v koncentraci celkovych
anthokyanti, pokles zde neni linearni (tab. 5). Mize to byt zpiisobeno rozdilnym
odebiranim vzorkli z mist o rtizné koncentraci anthokyani, které mtze zpuUsobit

rozdilné koncentrace béhem analyzy.

7.2.3. Stanoveni koncentrace celkovvch fenolickvch latek

K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit standard kyseliny gallové ve 12%
ethanolu. Absorbance byla méfena pii A=280 nm. Celkové fenolické latky byly
stanoveny pouze u Svatovaviineckych vin, jak u vzorkd uchovanych v chladu, tak i

za laboratorni teploty.
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Obr. 34: Kalibra¢ni kiivka ke stanoveni koncentrace celkovych fenolickych latek
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Koncentrace celkovych fenolickych latek kolisala béhem méfeni. Byl
zaznamenan prudky nartst (U vzorku SV10 mezi druhym a ¢tvrtym tydnem,
z hodnoty 194 mg/l na 358 mg/l), ale i pokles (SV10 z hodnoty 358 mg/l na
143 mg/l) (tab. 6). Tento jev mohl byt zptisoben rozdilnym pipetovanim vzorku, kdy
dochazelo k odebirani vina v riznych vrstvach, ve kterych byly odlisné koncentrace

jednotlivych slozek.

Tabulka ¢. 6: Koncentrace celkovych fenolickych latek béhem starnuti (mg/1)

Starnuti v 2010 2010 v teple 2012 2012 v teple

tydnech

7.2.4. Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena pouze u vzorkl Svatovaviineckého vina.
Byla vyjadiena jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové (mg/l). Jako standard
byla pouzita kyselina gallova rozpusténa ve 12% ethanolu. Byla sestrojena kalibracni
kfivka a ze ziskané rovnice regrese byla poté vypocitdna zminéna antioxidacni

aktivita. Absorbance byla méfena pfi A=765 nm.
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Obr. 35: Kalibra¢ni kiivka na stanoveni antioxida¢ni aktivity

Hodnoty antioxidacni aktivity velmi kolisaly (obr. 38). U vzorkl uchovanych
za laboratorni teploty, je viditelny nartst béhem starnuti (obr. 38), zatimco u ro¢nikt

uchovanych v chladu jednou koncentrace stoupaji a poté zase klesaji.
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Obr. 36: Antioxidaéni aktivita u vzorki SV10 a SV12 uchovanych v chladu

Z grafu (obr. 36) je patrné, ze antioxidacni aktivita vzorku SV12 na zacatku

méfeni klesala, ale béhem starnuti doslo k jejimu navySeni az k hodnoté 1500 mg/1.
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Vzorek SV10 mél po otevieni lahve oproti vzorku SV12 vyssi hodnotu antioxida¢ni
aktivity, kterd ale postupné klesala, ale na konci analyzy, po 13 tydnech, byl také

zaznamenan jeji narast.
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Obr. 37: Antioxidaéni aktivita u vzorkid SV10 a SV12 uchovanych za laboratorni teploty

U vzorkti vin uchovanych za laboratorni teploty doSlo k navyseni

antioxidac¢ni aktivity z hodnot kolem 1000 mg/l na 1400 mg/I.

Z nasledujici tabulky (tab. 7) je patrné, ze vys$§i hodnoty antioxida¢ni aktivity
byly u vzorku SV10, to by odpovidalo vys$sim koncentracim fenolickych latek
vyskytujicich se ve viné (tab. 6)
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Tabulka ¢. 7: Hodnoty antioxida¢nich aktivit u roéniku 2010 a 2012 (mg/1)

Starnuti v 2010 2010 v teple 2012 2012 v teple
tydnech

7.2.5. Stanoveni kopigmentujicich, monomernich, polvmernich a celkovych

anthokyanu

Hodnoty téchto parametrti jsou vyjadieny jako absorbance, ktera byla méfena
pii A=520 nm, a nasledné byla nasobena deseti (hodnoty absorbanci jsou tedy

v rozmezi 0,0-3,0, obr. 38).

5 | *SV10
1 - = SV12

Tydny

Obr. 38: Koncentrace kopigmentujicich anthokyanti u vzorkd SV10 a SV12 uchovanych v chladu
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Obr. 39: Koncentrace kopigmentujicich anthokyanti u vzorku SV10 uchovanych za laboratorni teploty

U obou vzorki (SV10 a SV12) je patrny vyrazny pokles kopigmentujicich
anthokyant. Z obrazku 38 je ziejmé nizsi zastoupeni téchto latek (u vzorku SV12
oproti SV10), jejich hodnota klesa z ptivodni koncentrace kolem 0,5 na 0,0, doslo

K jejich aplnému zreagovani.

Koncentrace kopigmentujicich anthokyanii u vzorku SV10 byla na pocatku

vysoka, jeji hodnota se blizila 3,0 a béhem starnuti klesala na hodnotu mensi nez 2,0.

Z obrazku 39 je vidét prudky pokles kopigmetujicich anthokyant z hodnoty
2,0 na 0,2 (SV10 uchovany za laboratorni teploty). U vzorku SV12 uskladnéného za
laboratorni teploty nebyly zjistény pfitomné kopigmentujici anthokyany, stejné tomu

bylo i u vzorku NV.
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Tabulka ¢. 8: Procentudlni zastoupeni kopigmentujicich anthokvyanu (%)

Starnuti v Nesirené 2010 2010 v 2012 2012 v
tydnech vino teple teple

0.

Z tabulky ¢. 8 je patrny pokles kopigmentujicich anthokyant. Vzorek SV10
jich obsahuje viditeln¢ vice nez SV12, vtomto vzorku dosSlo zcela k jejich

zreagovani, jak je vidét u vina uskladnéného za laboratorni teploty.
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1,5
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Tydny

Obr. 40: Koncentrace monomernich anthokyant u vzorktt SV10, SV12, NV uchovanych v chladu
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A4

mnozstvi v pribéhu starnuti mirn€ narostlo z hodnoty kolem 0,2 na 0,5. U vzorku
NV byl zaznamenan viditelny pokles téchto latek, z hodnoty 2,0 na mensi nez 1,5.
Nejvyssi koncentrace monomernich anthokyani, vzhledem k ostatnim vzorktim, byla
stanovena u vina SV12, (zde nebyl pozorovan zadny trend klesani nebo naristu

téchto latek).
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Obr. 41: Koncentrace monomernich anthokyanti u vzorkli SV10 a SV12 uchovanych za laboratorni

teploty

Tabulka €. 9: Procentualni zastoupeni monomernich antokyanu (%)

Starnutiv ~ NesiFené 2010 2010 v 2012 2012 v

tydnech vino teple teple
0.
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Procentudlni zastoupeni monomernich anthokyanti potvrzuje jejich mnozstvi
zobrazené na obrazcich 40 a 41. U vzorku SV10 je zaznamendn nartst z 6,8 % na
koneénych 21,5 % (uchovani v chladu). Koncentrace monomertt u vzorku SV12

klesala z hodnoty 64,4 % na 57,9 %.
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Obr. 42: Koncentrace polymernich anthokyant u vzorkd SV10, SV12, NV uchovanych v chladu
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Obr. 43: Koncentrace polymernich anthokyanti u vzorkii SV10 a SV12 uchovanych za laboratorni
teploty
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A4

SV10, jejich zastoupeni se pohybovalo okolo hodnoty 1,0. Toto pozorovani vychazi i
z hodnot kopigmentujicich anthokyanti, kterych bylo oproti ostatnim vzorkiim
vysoké mnozstvi a z koncentraci monomernich, kterych bylo naopak mélo (uchovani
Vv chladu). U vzorku uskladnéného za laboratorni teploty byl pozorovan trend narastu

polymeri z hodnoty 0,5 na 2,5.

Vzorek SV12 obsahoval vy$$i mnozstvi polymernich anthokyand a jejich
koncentrace nartstala béhem starnuti (2,0—3,0, uchovani v chladu). Pti uskladnéni

za laboratorni teploty k vyraznym zménam nedoslo.

Nejvyssi koncentrace polymernich anthokyani byla pozorovéana u nesifené¢ho
vina a jejich mnozstvi béhem starnuti pomalu naristalo. Tento trend souvisi

S poklesem monomernich (obr. 40).

Tabulka ¢&. 10: Procentudlni zastoupeni polymernich anthokyant (%)

Starnutiv ~ Nesirené 2010 2010 v 2012 2012 v

tydnech vino teple teple

0.

U vS8ech vzorki byl zaznamenan narist polymernich anthokyanti od poc¢atecni

analyzy. Vyrazngj$i byl u vin uchovanych za laboratorni teploty.
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Tabulka ¢. 11: Koncentrace celkovych anthokyanu

Starnuti v Nesirené 2010 2010 v

tydnech vino teple

0.

Koncentrace celkovych anthokyan béhem méteni kolisala. Jejich pokles byl
zaznamenan u vzorku SV10 uchovaného jak v chladu (4,03—3,13), tak v teple
(4,03—3,37). Naproti tomu, u vina SV12 byl pozorovan mirny narist, pii uskladnéni
v chladu (6,63—7,33). Vteple doSlo u tohoto vzorku K poklesu celkovych
anthokyant (6,63—6,32). U nesifené¢ho vina nelze popsat trend poklesu ¢i naristt,

vzhledem k nedostatku méfent.
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8. DISKUSE

8.1. Svatovaviinecké vino, ro¢nik 2010

Barva tohoto vzorku byla po otevieni lahve cihlové ¢ervena. Ve srovnani S
ostatnimi vzorky byla nejsvétlej$i. Barva vina je dana odrudou, obsahem anthokyant,

a dal$imi enologickymi podminkami a zpracovanim hrozn.

A4

(tab. 11), to by odpovidalo velmi svétlému zabarveni tohoto vina, jehoZ hodnota L
byla vysoka a stupeii odstinu Cervené barvy (a*) naopak nizky. Toto pozorovani
koreluje 1 se stanovenou hodnotou barevné hustoty, ktera byla ve srovnani
S ostatnimi vzorky mald. Podobné zavéry byly pozorovany i v praci [40], ktera ale

analyzovala jiné odrudy.

Starnutim za pristupu vzduSného O, se barva ménila, byla tmavsi oproti
puvodnimu vzorku, coz je patrné z naméfenych hodnot L, a*, b* (obr. 22 a 23, tab.
2). Toto pozorovani bylo potvrzeno i dal§i metodou, na stanoveni barevné hustoty a

odstinu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 a na obrazcich 24, 25.

Barva Cerveného vina byla ovlivnéna vzdusnym O, ktery urychlil chemické
procesy probihajici ve viné, za vzniku stabiln€jSich barevnych polymert, a tim
vzrostla intenzita barvy. Toto pozorovani se shoduje i s vysledky du Toita a spol.

[26], ktery se zabyval procesem mikro-oXxygenace Vv ¢ervenych vinech.

Mnozstvi kopigmentujicich anthokyana (obr. 38) bylo vysoké oproti vinu bez
SO, a vzorku SV12. Toto pozorovani mize odpovidat svétlé barvé vina, ve kterém
jesté nedoslo k polymerizatnim a kondenza¢nim reakcim za vzniku stabilni a
intenzivnéjsi barvy. Témto reakcim mohlo byt zabranéno nadmérnym obsahem SO»,
ktery branil reakcim s dal§imi slou¢eninami. Starnutim se obsah kopigmentujicich
anthokyantli postupné sniZzoval, nejvyraznéjsi pokles byl patrny u vzorkli uchovanych
za laboratorni teploty (obr. 39). Tento pokles tak ovlivnil barvu ¢erveného vina, ktera
starnutim byla intenzivnéj$i a tmavsi. Toto pozorovani se shoduje i s vysledky v

literatute [44].
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vzorku vina, mohla byt zpisobena jeho nadbytkem. Diky tomu by doslo k reakci
mezi nim a monomery anthokyanti, za vzniku bezbarvych komplext, na pozici C4
flavyliového kationtu nebo atakem molekuly H,O na pozici C2 [14]. Tato reakce by
zabranila vzniku polymernich anthokyant, (to by odpovidalo nizkym hodnotam
jejich koncentraci vzhledem k dal§im vzorkiim, obr. 42), a tim i tmavsi barvé

¢erveného vina [15].

Antioxida¢ni aktivita se v prib&hu starnuti meénila, dochazelo k jejimu
kolisani (tab. 7). Je ddna mnozstvim fenolickych latek vyskytujicich se ve ving, ale
jejich koncentrace v pribéhu méfeni také kolisala. Tyto zmény v koncentracich, u
obou parametrti, mohly byt zpisobeny mechanicky pfi odebirani vzorku. Vino ma
v kazdé €asti jinou hustotu, podle mista odbéru tak mohlo dojit k riznym zménam
Vv koncentracich fenolickych latek a tim 1 k rozdilnym hodnotam antioxidacni

aktivity.

Béhem meéifeni dochazelo ke snizovani celkovych anthokyant a fenolickych
latek. Toto snizeni je déano oxidaci fenolickych latek, kdy vznikd 1 HyO,, ktery
oxiduje ethanol na acetaldehyd, ktery vytvafi mistek mezi anthokyanem a
fenolickymi slou¢eninami, tim vznikne pigment, ktery je barevny a dojde ke zvySeni

barevné hustoty [31].

8.2. Svatovavtinecké vino, 2012

Barva vina byla na zacatku analyzy tmavé Cervena (byl to nejtmavsi vzorek,
obr. 22, 23). Béhem starnuti dochazelo k ustaleni barvy, klesalo mnozstvi
kopigmentujicich anthokyant (obr. 38) a tim se i posouvalo absorpéni maximum.
Tento proces popisuje ve své praci Boulton [27]. U vzorku uchovaného za
laboratorni teploty doslo ke zméné barvy az na modro-fialovou, tomu by odpovidala

hodnota b*, ktera byla zaporna (tab. 2).

Mnozstvi celkovych anthokyani b&hem starnuti klesalo (u vzorku
uchovaného v teple, tab. 11). S tim souvisi i pokles monomeru malvidin-3-glukosidu

(obr. 30, 31). Bylo to zpisobeno polymeriza¢nimi reakcemi, pii kterych reaguji
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monomerni anthokyany s dalSimi slozkami vina, za vzniku novych pigmentt, které
maji stabilnéj$i barvu proti piisobeni SO a jinym vné&jSim vliviim. Vyskyt novych
latek ve vinu je vidét na chromatogramu po 13 tydnech méteni (obr. 31). Tomuto
pozorovani odpovida i zvySeni hodnoty barevné hustoty (obr. 24) a odstinu (tab. 3) a
snizeni hodnoty parametru L (obr. 22). Podobna pozorovani byla i v pracich [31],
[44].

Koncentrace celkovych fenolickych latek béhem méfeni kolisala (tab. 6). Jak
popisuje du Toit a spol. [26], [31], mnoZstvi celkovych fenolickych latek Klesalo
v zavislosti na typu odridy a vlivu kysliku. Snizend koncentrace mohla byt
zpusobena oxidaci (vzduSnym kyslikem) za wvzniku H;O0,, ktery oxiduje
vSudypfitomny ethanol na acetaldehyd, ktery vytvari miastek pro zprostiedkovanou
kondenzacni reakci, za vzniku stabilniho barevného produktu [26]. V piipadé vzorku
SV12 mitize byt kolisani zptisobeno mechanicky, Spatn¢ provedenou metodou nebo
odebirdnim vzorku z mist o riznych koncentracich. ZvySeni je mozno pouze béhem
procesu uskladnéni v dubovych sudech, ze kterych se uvoliuji taniny do vina a to ma

za nasledek navyseni celkovych fenolickych latek [31].

Ve vzorku SV12 byla stanovena vyssi antioxida¢ni aktivita nez ve vzorku
SV10. Ukazuje to, ze ve SV12 je zastoupeno vice anthokyani a fenolickych latek
oproti SV10.

8.3. Vino bez SO,

Piedpokladany ro¢nik tohoto vina je 2010, rok staceni byl 2010. Na zacatku
analyzy byl vzorek tmavé Cerveny-vinovy a béhem starnuti dochazelo k jeho

tmavnuti.

Barva tohoto vina se blizila hodnotami L, a*, b* vzorku SV12. Béhem
prib&hu méfeni dochazelo, stejné jako u vzorkd SV10 a SV12, k navySeni barevné

hustoty a tim 1 k tmavS§imu zabarveni.

Ke zvysSeni barevné hustoty pfispivaji i kopigmentacni reakce, které ale

probihaji hlavné v mladych vinech [27]. V nesifeném viné€ nebyl zaznamenan vyskyt
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kopigmentujicich slou€enin, takze z toho lze usoudit, Ze toto vino mohlo byt star§iho
ro¢niku nebo zde doslo rychleji ke kopigmenta¢nim reakcim, vzhledem k tomu, ze
tento vzorek neobsahoval SO, jako antioxida¢ni ¢inidlo a bylo tak nachylnéjsi

oxida¢nim vlivam.

Béhem starnuti doslo ke snizeni monomernich anthokyani a k nartstu
polymernich, jejichz koncentrace byla nejvyssi vzhledem k ostatnim vzorkiim (tab.

10). Diivody, pro€ k témto reakcim dochdzi, jsou jiz zminény vyse.

U nesifeného vina se liSily zaznamy chromatogramli oproti vzorkiim
Svatovaviineckych vin (obr. 26, 27). Dochazelo zde k eluci diive, lze tedy
pfedpokladat, Zze latky odpovidajici témto pikim, byly hydrofilnéjSi nez standard
malvidin-3-glukosid, ktery mél retenéni ¢as v 15. minuté. Polarnéj$im derivatem mv-
3-glc by mohl byt malvidin-3,5-diglukosid (malvin), ktery se ale vyskytuje pouze
v divokych (hybridnich) odridach Vitis vinifera [51]. V praci [52] je ukazka
chromatogramu s malvidinem-3-glukosidem a malvinem, ve kterém je vidét, ze

vvvvvv

vino mohlo byt vyrobeno z divoké odrudy Vitis vinifera.
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9. ZAVER

V priibéhu analyzy byly sledovany zmény barvy vina béhem jeho starnuti u
ttech vzorki, které se mezi sebou liSily barvou i chemickym slozenim. Béhem
méteni byly stanoveny zmény barvy, které byly nejvyraznéjsi u vzorku SV10.
Stanovenim ostatnich parametrt, které souvisi se zménou barvy, jako je mnozstvi
anthokyant a fenolickych latek ve ving, bylo dokazano, zZe béhem starnuti dochazi

k jejich poklesu, ktery se projevi jako tmavsi barva ¢erveného vina.

K dispozici byl i vzorek nesifeného vina. Vzhledem k dosazenym vysledkim
a srovnanim s riznymi publikacemi, Ize fici, ze piitomnost SO, ve viné neni nutna,
pokud se v dané odrudé¢ a poté i ve viné vyskytuje dostate¢né mnozstvi antokyand,
které reaguje s ostatnimi fenolickymi slou¢eninami za vzniku stabilnich barevnych

derivati, které jsou odolné;jsi piisobeni vnéjSich vlivi.
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