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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim hlavnich s@chaina. Teoretick&ast se ¥nuje
vyrob¢ vina od samotného hroznu az po td&ini a Skoleni vina. Zinije se takeé
0 sacharidech ve wnhlavre glukdze a fruktoze.

Prace poskytuje iphled dostupnych literarnich praniea moznostech stanoveni hlavnich
sacharid ve vire pomoci chromatografickych metod a pomoci autorkétio analyzatoru
Skalaru. Studie se kratce zmje o dalSich jednoduchych analytickych metodaanasteni
cukni ve vire.

Z této literarni reSerze vychazi experimentaltdst zabyvajici analyzou sachdirid
vysokoinnou kapalinovou chromatografii s refraktometrigka UV detekci na kol@n
s vazanou aminoalkylovou fazi a stanovenim redaoialji sachari@ na automatickém
analyzatoru Skalaru. V zé&w byly vysledky &échto metod porovnany.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with determination ofboduydrates in wine. Theoretical part
attends to production of wine from grape to treattmand training of wine. It refers
saccharides in wine, especially glucose and friectos

The study provides an overview of the availablersesi concerning the possibilities of
determination of carbohydrates in wine by chromephgic methods and Skalar automated
chemistry analyser. The study shortly refers singmlalytical methods for determination of
wine saccharides.

The experimental part based on this search dedls analysis of saccharides by high
performance liquid chromatography with refractivedex detector and UV detector on
aminoalkyl column and determination of reductinggams by Skalar automated chemistry
analyser. Finally, the results of these method®wempared.

KLI COVA SLOVA
Vino, sacharidy, vysoka@inna kapalinova chromatografie, refraktometricky tettéor,
UV detektor, preparativni chromatografie, automatianalyzator Skalar.

KEYWORDS

Wine, saccharides, high performance liquid chrograohy, refractive index detector, UV
detector, preparative chromatography, Skalar autinzhemistry analyser.
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1. UVOD

Vino, kjehoz vyrob jsou surovinou hrozny vinné révy, je jednim z eégd znamych
alkoholickych napdj. Jeho doloZzena historie se vyvijela od dawhkgeh obyvatel
Mezopotamie a starého Egyptéep antikuRecka aRima a stedowk Evropy aZ k dnesnim
dnim. Réstovani vinné révy na naSem Uzemi je podle archeddgch naled znamo necelé
dva tisice let. K rozgéni vindstvi v Siroké nmile doslo az za vlady Karla IV. V minulosti
opreden&adou béji a payr se vyroba vina vyvinula v moderni potravisiéé odetvi.
Péstovani vinné révy je podmino vhodnymi klimatickymi a geologickymi podminkami.
Odrida je matkou vina, tgla a poloha jsou otcem vina ac¢mék je jeho osudem.
K nejvyznangjsim vinaskym zemim na ¥ pati Italie, Francie, Spaiisko a Portugalsko

v Evrops, Argentina, Australie, Chile a USA v zamo

V prabé¢hu historického vyvoje zpracovani hrdzna vino se vyvinuldada technologickych
postumi v souladu s lokalitou, druhem égtovanych odrd, technickymi moZznostmi

a spoléenskymi zvyklostmi a tradicemi. Jednotlivé techmido se casto vyraza liSi

a umoauji vyrobu Siroké paletyiznych druli a zn&ek vin. Zakladni principy zpracovani
vinné révy na vino jsou dostate patrné ztechnologie dvou zakladnich, tj. bilych
acervenych vin.

Staty mirného pasu pochopily, Ze nemohtiliokonkurovat tradinim vyrobd@m vin a tak se
Casténg zandtily na vyrobu netradniho ledovéhaosi slamového vinaCeské a moravské
vinohrady plodi hrozny dené k vyrok ledového a slamoveého vina od druhé poloviny
90. let, od roku 2000 jsou fEzena mezi vinarfvlastkova.

Znalectvi vina bylo povazovano za velmi odbornéaéwremz si kazdy, kdo neéhpotrebny
piehled, vyslouzil trapny neusgh. PoZzadavkem doby bylatiwrna znalost fivodu
zalezitosti uzkého kruhu kulturni elity. Dnes seimo zajima Siroka wejnost, vino proziva
.boom*. Lidem neni jedno co v lahvi najdou, stavaginarongjSimi zakazniky.

Proto je nutné sledovat kvalitu vina, ktera je viedwlivnéna jeho chemickym sloZenim, rap
obsahem alkoholu, aminokyselin, organickych kysaiv neposlednfact také obsahem
sacharid. Jejich kvalitativni i kvantitativni zastoupeni jasto zavislé na podminkactii p
zrani a zpracovan vina.

Proto je dlezité znat a pouzivat Skalu metod a postigterymi Ize pesny obsah sachadid
ve virg zjistit. Své misto meji metody manualni, autontané i instrumentalni. Manualni
metody na stanoveni sachdrigde viré vychazi zéeskych technickych norem a mnohé z nich
jsou evedeny do automatizované formy jako analyzatota8kBrikladem instrumentalniho
stanoveni sacharide kapalinova chromatografie.
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2. TEORETICKA CAST
2.1. Vino

2.1.1. Hrozen jako surovina pro vyrobu vina

Hrozny vinné révy Vitis viniferg) se skladaji z bobuli &apin, bobule pak z duziny, slupky
a semena. Rfez bobuli hroznu je na obrazku 1. VSechnycasti hroznu maji zrgay vliv
na chemické sloZeni a kvalitu budouciho vinaileBité je znat vzajemné zavislosti
jednotlivych slozek hrozha vlivy, které maji na budouci vino. Poddisti hrozii je rizny,
zavisi na odrdg, stupni zralosti a na geologickych podminkach. zdyoobsahuji zejména
cukry, kyseliny, vodu,itsloviny, tuky, dusikaté latky, mineralni latky,roeva a aromatické
latky. Tyto latky nejsou v jednotlivyckastech hrozinzastoupeny stejnym dilem [1].

Obrazek 1: Piii*ez bobuli hroznu
A — nezrala bobule; B — zrala bobule; 1iei] 2 — semena, 3 — blizna, 4 — slupka, 5 — cévni
svazek, 6 — stinka, 7 — stopka, 8 — obal, 9 — duZina, 10 - stupk

DuZnina ¢ini pramérné 85 az 90 % hmotnosti hroznl]. Velmi velké buiky duzniny maji
velmi slabé a malo stabilniésty. V nich se nachazi n&gi mnoZzstvi &avy, kterou Ize lehce
ziskat. Jejimi hlavnimi slozkami jsou cukry glukéadruktdza a kyseliny vinna a jabie
[2]. Tyto kyseliny se vyskytuji jednak ve volné riaf, jednak ve forma soli. Konzistence
duziny zalezi na oddé hrozni. Stolni odtidy mivaji duzinu zpravidla masitou arohpavou,
mostove zassidkou a $avnatou, takZe vylisnost je u nicht$i [1].

Slupka bobulecini 9 az 11 % z celkové hmotnosti hrézfl]. Latky obsazené ve slupkach
maji nej\tsi vliv na chd, vani a odfidovy charakter budouciho vina. Hlavni sloZka slupek
voda a nejhodnotfsi soutasti slupek jsou barviva a aromatické latky. SlupKych odid
obsahuji Zlutozelena barviva (flavanoly a chlorpfy slupkaché¢ervenych a modrych odld
jsou cervena barviva tzv. anthokyany. Intenzitarvenych vin zavisi jednak na obsahu
barviva ve slupce a jednak nautgpbu zpracovani hro#én Z dalSich obsahovych latek
se ve vig nalézaji mineralni latky (vapnik, draslik), peltiproteiny a hroznové enzymy [1].
Dulezita sowast slupek jsowosky. Vytvéreji na slupkach voskovy povlak chranici bobuli
pied mechanickym posSkozenim a nadnym vypaovanim. Tato vrstva ovliwje ulpivani
prostedki ochrany rostlin a pohlcovani pach okoli [2].

Semenajsou uloZena v bobulich hroznPivodre jsou zelena, ip dozravani hrozin se barvi
do hreda a jejich hmotnost se sniZuje. Hlavni sloZkoumese jsou itisloviny a oleje. R
nakvasovani rmutu ségloviny dostavaji do mostu a mohou vinu dodatiipepné horkou
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a Skrablavou chu Proto je teba omezit jejich poSkozeni a vyluhovani. ¢&fvenych vin
se vyluhovani islovin podporuje, protoZze jsou tu nezbytné v haritiem pongru

s kyselinami, barvivem a ethanolem. Olej obsazesgmenech selie vyuzivat jako stolni
olej. Obsahuje glyceridy kyseliny stearove, palwéa linolove [1].

Trapiny tvori 3 az 5 % hmotnosti hro#in V trapinach je porrné mnoho tislovin. Trapiny

z 1 kg hrozi obsahuji 1 gitslovin. Krone toho obsahuji i dusikaté latky a mineralni latky.
Jsou-li fapiny nevyzréle a zelené, dodavaji mostu, a 2vagloucimu vinu, néfjemnou
piichw po tapinach. Proto je nutno hrozny s nevyzralyii@ipinami ged nakvaSovanim
odstranit [1].

2.1.2. Posouzeni a skliz# hrozna

Vyzralost hrozf ve vinici je zn&n¢ rozdilna, jenom na jediném hroznu Ize pozorovatiily
aZ kolem 2 °NM Proto je dleZity odtsr pramérného vzorku, tj. alespo100 bobuli, které
jsou pokud mozno odebirany stale ze stejnychi.k®o ziskani mostu #dahto bobuli
napiklad na kuchiiském odBaviovali Ize refraktometrem odést jeho cukernatost.
V kazdém pipact je vhodné dopiujici stanoveni kyselin. Vysledkygdhto informativnich
meteni je vSakieba brat opatn[2].

Velky vliv na kvalitu hrozéi a budouciho vina méatupeai zralosti hrozna. Ukazatelem
stupré zralosti hrozi je obsah cukru a kyselin. Na g@ku zrani hrozin je tento ukazatel
velmi nizky. Jak fibyva cukru a ubyva kyselin, jeho hodnota se vygaarySuje [1].
Rozhodnuti o terminu skliZrzavisi na vice faktorech. Jedna se zejména o legtrarozrii,
zdravotni stav hroZna pozadovany typ budouciho vina (aromatickglgstkové). V zasad
je tteba se snazit dosadhnout lryzralych hrozih. Slun€né pc&asi a dostatek srazek urychli
piichod pIné zralosti. Suché a chladnéa® zfisobuje zpozéhi zrani. Nerovnorrny vyvoj
zrani nebo rozdilné napadeni hnilobou vedou kepdtnekolikeré sklizré (predsklize,
hlavni sklizé, odstupovana skliz&). Sklizei je vhodné provéas# pii suchém paéasi [2].
Sklizen hrozmi byla donedavna nejm&nmechanizovana prace na vinici [1]. Hrozny
se odgihovaly pouzeruéné. Predsklizés a odstupovana sklizé se provadi pouze &oe.
Hrozny se sklizeji do kbelika z nich se sypou da@&téich nadob (beden, kontejiepiivési)

U malovyroba z finartnich divodi previada rdni sklizea [2].

Ve velkych podnicich se v udledku stoupajicich mzdovych nakiadoiechazi stale vice
podniki na mechanizovanou sklizé. PouZzivaji se n&sné nebo samojizdné skiiee
Vibrujici plastové tye sklizée uvedou do pohybu cely keV dasledku vibraci dochazi pak
k odcEleni bobuli nebo celych hroén Listy a tapiny jsou odstramy proudem vzduchu
z ventilatoru. Pro mechanizovanou skiizge treba mit pipravenou vinici, tzn. Zejména
pevnou oprnou konstrukci a specialihéz ke [2].

! U nas se cukernatost vyjaie ve °NM (stupnich normovaného moston), které udavaiji kolik kg cukru je ve
100 litrech moStuip 15 °C.
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2.1.3. Vyroba vina
Hrozny by nély byt dopraveny z vinice do mista zpracovani nkpaéné. Dvodem je
mozna nekontrolovana oxidace a vyluhovani st¢iko nezadouci mikrobiologicky vyvo.
Na predcasné rozdrceni bobuli ma vliv vySka vrstvy hninzdopravni vzdalenost aiesy i
dopra [2].

Odzrriovani
(Nakvéaseni }«—{_ Mieti hrozni Je———
Vylisky

& vost D @ Extrakcel) @Krmivol

( Kvaseni ) (Hroznovy vyluh)

Y
Dalsi
zpracovani

Staceni
Odstredovani

kel Filtrace
( Filtrace }«{_ Zrénivina

Dalsi -
PInéni do lahvi

Obrazek 2: Schéma vyrobyipodnich vin

Ke zpracovani seffimaji celé hrozny, rozdrcené hrozny nebo rriumost [2]. Hmotnost
se zji¥uje na poloautomatickych vahach, automatickych eah@og. mostovych vahach
(zjistuje se rozdil hmotnosti povozu s hrozny a prazdmpawozu) [1]. Pro dopravu hroére

pii sklizni na vinici [2].

2.1.3.1. ZjiSr’ovani cukernatosti

Souwasre s vazenim a kvantitativnigjimkou hrozi se uuje i jejich jakost, tj.itida, odfida
a obsah cukru, pajpad kyselin, které slouzi jako ukazatelé gtanoveni ceny [1].

BéZzrné se nestanovuje chemickyfimo cukr, ale relativni hustota moStu. K gggani
cukernatosti (°NM) slouzi specialni mostény) kterych se pouziva ¢kolik druha.
Principielrg, ¢im je niZ8i hustota tekutiny (tztiim mérg¢ obsahuje most cukru), tim hlotjb
se potopi mostoan [2].

V automatizovanych linkach se cukernatost mosS&'ug zpravidla refraktometricky. 8tlo
je tim vice lamano¢im hustSi (cukerngfi) tekutinou prochazi. Na stanoveni refrakcegista
velmi malé mnoZstvi mostu [1].

Zakon o vinohradnictvi a vitistvi 321/2004 Sb. roztlje vina do ®kolika kategorii podle
cukernatosti hrozi(viz. tabulka 1) [3].
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Tabulka 1: Déleni vin podle cukernatosti hrozhn

Kategorie vin podle cukernatosti hrozmi | Cukernatost (°NM)
Révoveé vino stolni 11
Révove vino jakostni (znamkove, adove) 15
Predikatni vina (sijpvlastkem)

Kabinet 19

Pozdni sbr 21

Vybér z hrozri 24

Vybér z bobuli 27
Slamové vino 27

Ledové vino 27

2.1.3.2. Zpracovani hrozui

Zpasob zpracovani hrozna ziskavani mostu oviiwje kvalitu vysledného produktu
z 80 % [2].

Mezi prvni operace pétodstopkovani a mleti hrozmi. Odstopkovanim se rozumi adieni
bobuli od tapin. | kdyz tapiny maji drenaznidinek @i lisovani hrozid, a tim usnatlji
odtok mostu, zelené stopky dodavaji mostu iipemné travovité chiové latky. PRi
mechanizovaném odstopkovani na adzecich jsou hrozny dopravovany ostnatym valcem
po situ, bobule propadaji sitemiaptiny vypadavaji na konci valce. Ke zpracovani hiioz
se nefastji pouzivaji mlynkoodzfovace, které kombinuji odstopkovani a mleti hroZay.
Piidavek oxidu ski¢itého zpisobuje Utlum oxidénich enzyni, divokych kvasinek a bakterii
a také zpsobuje vyvazani vzdusného kyslikiim déive se tento ffidavek uskuténi, tim lépe
bude rmut chram pred &inky vzduchu, zabrani se &muti a podpti se vyvoj buketu
acistych tori vina. Sfeni se nejastji provadi pomoci prasku — pyrosulfitu draselného
(disiticitan draselny), nejjednodusejiimo na hrozny, abydnem odstopkovani a drceni
doSlo ke vzdjemnému promiseni.

Pred oxidaci Ize mozné hrozny chranit i pom@D,. Vytlaceni kysliku z rmutu davkou
alespa 2 g™ CO, miize byt snizena oxidace, a tim sniZeno nebo zcelaseyno steni [2].
Ponechani rmutu v nadolké pred lisovanim umaiuje vyluhovani latek obsazenych
ve slupkachgimz se zvySuje obsah extraktu a barviv, a téz ujeZzodbouravani pektin
pomoci enzym obsazenych v hroznech. Provadi se to Wavraromatickych bilych odd
[2].

Do rmutu Ize pdat i pektolytické enzymy Pektiny tvaéi kostru bobuli a jsou &beny
prislusSnymi enzymy, pektindzami. Podporopshni pektii I1ze zvysSit vylisnost a zkratit
dobu naleZeni rmutu. fiP nakvaSeni modrych hro#tnse zvySuje uvalbvani ¢erveného
barviva. Nevyhodou vsak je, Ze se hrozny musi gyelglisovat [2].

2.1.3.3. Ziskavani mostu

Most se ziskava vyuzitim tlaku v lisech. Podstasaviani spoiva vtom, Ze se pracuje
pomalu, a fedevsSim s nizkym tlakem, abyéhmost dostatektasu odtéci z rmutu. Je dan
maximalni tlak, aby se zrtia nerozdrtila. Tlak se zvySuje teprve na&disovani.
Horizontalni lisy jsou vSeobe&mnozsteny, s vertikalnimi lisy se izeme setkat u menSich
produceni vina. Otéejici se koS z plastu, nerezu nebo pokovované obsthuje zZdzeni

k automatickému rozdrobeni vzniklého kaa
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V¢Etsi lisy jsou zpravidla vyr@my s uzavenym lisovacim koSem, coZ omezuje oxidaci mostu.
Lze také provést nalezeni rmuttirpo v lisu. Bhem stéeni rmutu se koS nepohybuje, a tim
je vyuzivano filtr&éniho &inku matolinového kokée. Diky nizkému tlaku probiha velmi
Setrné lisovani [2].

Kolik moStu se ziska ze 100 kg hrdzreavisi na odrde, rocniku, vyzralosti a zfsobu
lisovani. V piiméru Ize paitat se 75 — 80 litry moStu.

P béZzném lisovani rmutu vznikajfitfrakce:

Scezeny most(40 — 60 %): Odtéka voinz lisu, takovému mostu séka samotok a je
nejcenjSi frakci.

Lisovany most(40 — 60 %): Ziskava se uzitim tlaku a misi secgzenym mostem.

Dolisek (10 %): VysSim tlakem se poskozuje slupka bobulprigpadre i pecicky. Fi
ziskavani kvalitnich druhvin by nela byt tato frakce zpracovavana samosi@h.

2.1.3.4.  Uprava mostu

Béhem kratkého obdobi mezi sklizni a kvaSenim se ipajiz postupy, rozhoduijici
o budoucim charakteru a kvélitina. Dalezitoucasti je pitom Uprava mostu [2].

Jednim z nich jgrovzduSnéni mostu, které podporuje mnozeni kvasinek, a tinséng ale
zvysuje i vliv nezadoucich mikroorgani@mcimz se zvySuje nebezfievad vina. Zdravy
moSt se zpravidla neprovzduge. Tato Uprava je provéda v ffipact presieného mostu
a [ lisovani modrych hrozinza &elem ziskani bilého vina tzv. klaretu. [2].

DalSi moznou Upravou jgifeni moStu V zasad by mél byt rmut, gipadré i hrozny sfeny
tak, aby v mostu byl obsah volného S@iblizng 20 — 25 mg™. Dalsi sfeni mostu je nutné
pouze v pipact dalSiho stani mostu a velmi vysokych tepiatsglizni [2].

Odkaleni pati k nejdilezit¢jSim postugm, jak ziskatisté vino bez postrannich tbre vini

a chuti. Most odtékajici z lisu obsahuje §eBtdu nezé&doucich latek, jako p#gi, slupky,
duzinu, mdu, rezidua pesticidatd. Ty by nély byt v kazdém fipact odstragny jeSt pied
zahajenim kvasného procesu. Naprosto nezbytnépdaerd nahnilych a zg&ténych hrozi.

V souwasné dob se doportuje snizit obsah kalna maximals 0,6 % objemu. Od 1 % jsou
patrné néisté tony ve vid. Snizenim mnoZstvi kialb pa&tu nezadoucich zarodise vytvéeji
piedpoklady pro klidné kvaseni. Odkaleni Ize proyasdiskontinualg tak kontinuals [2].

V létech s piznivymi meteorologickymi podminkami maji hroznyt$inou gimérenou
kvalitu a neni nutné je upravovat. V létechifiapivych je nutn@ipravit cukernatost mostu.
Kvalita moStu a budouciho vina se posuzuje zejnpérte pondru obsahu cukru a kyselin
v hroznech. Z moats nizkou cukernatosti vznikaji po vykvaSeni slab@&harmonicka vina,
kterd& se obtizh udrzi delSi dobu nepoSkozena, nebgodléhaji neZzadoucim
mikrobiologickym zngnam [1].

Uprava cukernatosachar6zoumusi respektovat otilovy charakter mostu a vina. Mot
se ma pslazovat ped z&atkem fermeniniho procesu. Na zvySeni cukernatosti o 1 °NM je
tteba na 100 | mosSturipat 1,1 kg cukru. MoSty modrych adt zasadé doslazujeme ied
jejich kvasenim, protoZze vylouZzekerveného barviva ze slupek je do jisté miry zavislé
na obsahu alkoholufpkvaseni rmui [2].

Zakon o vinohradnictvi a vitistvi 321/2004 Sb.ifmo udava o kolik se mostitbe isladit.
Dle ustanoveni § 13, odstavce zdkona musi vyrohtEsio SZPI nejmén48 hodin pedem
swvij zamegr zvysSovat obsah ifpozeného alkoholu zvySenim cukernatosti moatrmufi.
Ve vinaské zow A (Cechy) se fi vyrobé vina stolniho, tedy i zemskéhouhe zvySovat
piirozeny obsah alkoholufiglazenim mostu pouze o0 5,9 °NM a to u bilych vormehximalni
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horni hranice 19,3 °NM a &ervenych vin 20,2 °NM. Ve viiigké z6® B (Morava) se p
vyrob¢ vina stolniho, tedy i zemskéehaike zvySovat frozeny obsah alkoholu fislazovat
most) pouze o0 4,2 °NM a to u bilych vin do maxinh&larni hranice 20,2 °NM adervenych
vin 21 °NM. Ri vyrob¢ vin jakostnich, odidovych a znamkovych Ize na MogagzvySovat
piirozeny obsah alkoholu o 4,2 °NMriklad: Sklizené hrozny maji cukernatost 19 °NM, pak
vyrobce niize upravit most nebo rmut maximéima 23,2 °NM [3].

Pro Upravu mosta vin se pouZziva ro¥a zahusgny mostziskany ve vakuovych odparkach.
Most se zde i teplo 60 — 70 °C zahusti asi na jedetinu pivodniho objemu. Vychlazeny
zahudny most se fida do celého mnozstvi moStutri Romto zlepSovani je pfgba znat
sloZzeni zahu8hého mostu, zejména obsah cukru.

Cukernatost Ize upravit pFimym zahu&nim. Tato metoda je vhodn& pro mosty s nizkou
cukernatosti, kdy s&ast&né zkoncentruje cukr, extrakt a kyseliny.

Kvalita hroznového mosStu seiire zvysit icast&nym vymrazenim vodyZahu§ovani mostu
ochlazovanim ma na sloZzeni mostu stejny vliv jalkozahugovani g vysSich teplotach.
Urcity rozdil je v moStech s vyS8Sim obsahem kyselimng, ktera se ochlazovanim vysrazi
v podolg kyselého vinanu draselného, takze ve vyrobeném némi obsah kyselin zvySen
amerné se zahushim.

Neposledni technikou je zahu®ovani mosStu reverzni osmoézoK zahugovani mostu
se pouzije polopropustna blana, vyrobenda z acettuosy. Blana vodu z roztoku propousti,
ale latky v roztoku rozpu&té zadrzuje [1].

2.1.3.5. KvaSeni mostu

Ve vinastvi se pouzivaji kmeny kvasin&accharomyces cerevisié®. vini, S. ellipsoidelis
S miznymi nazvy podle mistatpodu. Stale vice se pouzivaji i ve farmASVK —

aktivovanych suSenych virekych kvasinek. Blve se vyuZivalo jg@devsim spontanni

fizenékvaSeni. Zakvas sedipravuje v mnozstvi 1 % vesSkerého moStu namnoZetiotné
rasy vinnych kvasinek v malém podilu sterilniho tad4].

Podle kvasného vykonu a vzhledu se rozlisuji k¥asin

Velmi dobie kvasici: Vytvareji hodré alkoholu a hod# pozitivnich vedlejSich produlkt
Ozna&uji se jako uslechtilé vinné kvasinky druBaccharomyces cerevisiae

Slabé kvasici: Nachazeji se v mosStu odifdy, jsou oznéovany jako divoké kvasinky.
Od 3 aZ 4 % obj. alkoholu jejigtinnost ustava [2].

C,H,0, - 2C,H.OH +2CO, +teplo (1)
Rovnice kvaseni

KvaSeni probihajici ve vertikalnieéhhorizontalnich tancich méi faze:

Zacatek kvaSeni je charakteristicky pozvolnym rozmnoZovanim kvakina pomalym
nastupem prokvaSovani ciikmostu a trva 2 — 3 dny.

Bourlivé kvasSeninastava 3 — 4 den a projevuje se vyvinem tep§enim teploty az nad
25 °C a uvalovanim oxidu uhfitého, ktery strhava i aromatické &avée buketni latky.
V této fazi kvasSeni se musi regulovat teplota ywezi 15 — 18 °C a u chladnomilnych ras
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kvasinek v rozmezi 10 — 12 °C . Btwé kvaseni trva &kolik dni az tydri. Kvasi-li se pi
nizsich teplotach trva kvaseni déle, ale vyrobdna jsou kvalitjSi.

Dokvasovanije posledni faze kvaseni, kter4 nastava po pokdesahu cukru na 2 — 59
atrva 1 — 2 mssice, rkdy i pal roku. Cinnost kvasinek se postuppmezuje, az zcela ustane.
Po ukordeni kvaSeni a zastaveni vyvinu £@ocnou kvasinky sedimentovat na dno tanku
a usazuji se i kaly [4].

V obdobi od uko&eni alkoholového kvaSeni do &éi vina z kvastnych kah probiha
tvorba révového vina (formovani vina). Probihafi pi razné biologické a fyzikékhn
chemické procesy, tzwiologické odbourani kyselin BOK (jableino — ml€né kvaSeni

a ostatni biochemické igmeny kyselin). Tyto biochemické procesy jsou dopraraz
vylu¢ovanim vinného kamene ve foknvinanu vapenatého a hydrogenvinanu draselného
a prosesysamdaisténi vina pii nichz se srazeji a sedimentuji shluky molekul cogho
naboje organického a anorganického charakteru. ¥énpozvolna samovairtisti. Cisteni
vina Ize urychlitéefenim. BOK je proces, ip némz se jfsobenim bakterii, ipdevsim
mlécného kvaseni, gmi kvalitativni i kvantitativni poréry kyselin ve vig. Chuové mére
piiznivé kyseliny jabléna, citronova a dalSi sergmeénuji na kyselinu ml&nou a dalsi
produkty, které poskytuji vinu jemy8i chut’ a zlepSuji jeho stabilitu. Jsou to procesy
nezbytné zejména pro bila vina, v menSim rozsaina aromaticka bila vina.&&ina nasich
vin vyZzaduje BOK [4].

HOCOICH, [CH(OH)COOH — CH, [CH(OH)COOH +CO, )

kyselina jabléna kyselina ki@
Biologické odbouravani kyselin

DokvaSené vino se odldje od sedimentu kala kvasinek stéenim docistych zadienych
tanki. F¥i prvnim st&eni se vino obvykle provzdusSni a nastane dalSiavegsi kab,
piedevsim itislobilkovinnych. Proto se po 6 — 8 tydnech vin&isznovu. Po ukoteni
kvaseni vznikanladé vino[4].

2.1.3.6.  Ovlivnéni pribéhu kvaSeni

Intenzita kvaSeni je ovlivimafadou fyzikalnich, chemickych a biologicky¢miteli. Mezi
fyzikalni ¢initele pati kromg jiného i koncentrace cukr MoSty s obsahem cukru 15 — 18
hm. % kvasi Iépe neZz mosty s vysokou cukernatéigtkoncentraci cukru 28 — 30 % kvaSeni
probiha, ale vyraznse zpomali az zastavi jiZiplosazeni 5 — 8 % obj. alkoholu. Proto
je nutné pi kvaSeni most s vysokou koncentraci cukru, jako hapozdni sbry, vybéry

z bobuli, tokajsk& vina, pouzivat osmotolerantnekynkvasinek (vlastnost, ktera unioje
dobrou prokvaSovaci schopnost a odolnost protiiw88centraci cukru) [5,6]. Francouzsti
vinafi doporwuji zkvaSovani most s vysokou koncentraci cukr pomoci sdruzené
tzv. dvojité kultury kvasé malo virulentnichSaccharomyces rossiosmotoleratnim kmenem
Saccharomyces cerevisiaedalSimi [7].

2.1.3.7.  Zachovani zbytku cukru ve vih

| kdyz se v posledni débzvySil zajem o sucha vina, je jgSstale snahou vyréb vina
se zbytkem nezkvaSeného cukru, ktery vino zjemrakaulati. Cukerny zbytek ve winlze
ziskat perusenim kvaSeni mostu. K tomu je zapbi, aby most obsahoval alegp@4 kg
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cukru na 1 hl. Kvaseni mostu bylm probihat pomalu a jakmile most prokvasi nargtmé
objemové procento alkoholu, kvaseni gerpSi, vino se std z kali a silne zasfi. Tim

se kvaSeni zastavi a vino se&rmagdistit. Po ¢ast&éném zranigifeni a filtraci je nutno vino
stabilizovat, aby se zabranilo druhotnému kvaSedhvi. Zbytkovy cukr Ize ve vin udrzet

teplem a chladem, ale je peba zabranitinnosti kvasinek a mikroorganismNej&inngjSim

zpisobem je pasterizace. Zatim na 70 °C a naslednym ochlazenim na teplotu(td

se zabrani mikrobiélinnosti [8].

2.1.3.8. OsSefrovani a Skoleni vina

OSetovani vina vytvéi kong&né a senzorické vlastnost a celkovy charakter Whada vina
ze severnich oblasti, tedy i od nas, jsou po &doinhlavniho kvaseni stale kysela (zwast
v negiznivych letech), i kdyZz se jejich kyselost zmianVvysrazenim soli kyseliny vinné.
Podstatné snizeni kyselostifegevsim kyseliny jabtmé, se vSak dosdhne az po BOK.
Po kvaSeni se vino uklada do zesych lezackych tarik cisteren nebo dorevénych sud.
Lezacké nadoby se dolévaji vinem, aby byly staté,ph tim se zamezilatiptupu vzduchu

a nasledné oxidaci vina. Doléva se vinem stejnédgdiVino lezenim v tancich zrajetiP
stalé a nizké tepldtv lezackém sklep dochézi k vytvéeni buketu a k harmonickému
vyrovnani senzorickych vlastnosti #n¢ a cha' se zaokrouhluji. Doba zrani zavisi na mnoha
faktorech, jako je odida a r@nik vina, teplota, ipstup kysliku, materiél a velikost tainkj.
Bila vina zraji optimakapal az dva roky [4].

Skoleni vina se provadiigd plrtnim do lahvi a zahrnuj@iteni, stabilizaci, pasteraci
a filtraci. K¢ireni ving pokud neproéhne v dostat;é formeé samovold, se pouZiva
srazecich prostdki, nag. Zelatina a kasein, které se ve &israzeji pitomnymi nebo
pridanymi tislovinami. Kestabilizaci vina se pouzivaji adsam prostedky, nap. bentonit,
polyamidy a agar, nath se koloidni sloZky vina adsorbuji. Vino Ize diabvat téZ chladem,
neba’ silné podchlazeni vina pod 0 °C sniZuje rozpusthgdrogenvinanu draselného, ktery
vypadava z vina ve fornkrystalki. Pasteracevina se provadi kratkodobym ielvem
na 60 — 70 °C v deskovychtpokovych vyngnicich tepla a naslednym rychlym ochlazenim.
K filtraci vina se pouzivaji n&stji deskové nebo naplavovaciieknelinové filtry,

a v modernich vinakych provozech se zavadi ,cross — flow* filtraeemembranové filtrace.
Misto filtrt Ize pouZit téZ vysokoobratkove kalové aedivky [4].

Po skoweni Skoleni, kdy je vino optimarvyzralé a je ukoten proces tvorby aroma a chuti
vina, coz ¥tSinou trva nejdéle jeden rok, se provadiczéasné upravy hotového vina a poté
se vino pIni do l1ahwi jinych expedinich obal. Zawre¢né Upravy hotového vina zahrnuji
scelovani vina, upravu koncentrace zbytkového cukthanolu a kyselin, odkyselovani
¢i okyselovani vina, alkoholizovani vina a &swani vina.Scelovanim vinase dosahuje
sjednoceni a standardizovani kvality jednotlivycartip podle poZadavk na senzorické
a kyselin. Dodaié odkyselovani se provadi vysrazenim vinariggvkem uhkitanu
vapenatého nebo specialnichésimiiznych anorganickych soli.

2 Cross flow filtrace je membranovy proces, mz zpravidla sild zneisténé kapaliny, nap most po lisovani
se separuji od kaliciatéstic. Ri ni sowasre s odfiltrovanimcirého mostu se tangenciélpohybujici filtrovany
most odplavuje pevné&stice, které by jinak velmi rychle ucpaly pdry nieémy. Vedle mosStu se takto filtruji
také sile zakalena vina ihned po dokvaSeni.
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Dodaté€né okyselovani vina lze provést ifidavkem povolenych potravitekych kyselin
(vinné, citrébnove, mine), sadrovaninii fosfatovanim vina. Barveni a odbarvovani vina lze
u piirodnich vin provéa& pouze v ramci technologickych zakfokAlkoholizovani vina

je povoleno pouze u dezertnich viswézovani vinase provadi sycenim vina G{3].

Hlavnim pozadavkem ip plnéni vina do obaii je, aby vino bylo dostateé¢ vyzralé

a vysSkolené, aby neffo sklon k tvorkt zakah a nedochazelo who k dodatenym zménam
senzorickych vlastnosti. K pini vina se vyuZivaji lahvarenské linky. U nas sei piino
negastji do sklerénych lahvi o objemu 0,5; 0,7; a 1,0 litr. Stolmaise plni i do papirovych
krabic a PET lahvi [4].

20



2.2. Latkové slozeni vina

Vino obsahuje latky, jez jsouipodni sodasti modi nebo rmut, latky vznikajici pi kvaseni
a latky cizorodé, které se dostavaji do vinadbghu technologického procesu. Kivpdnim
sowastem most se radi gedevsim voda, cukry, kyselinyfigloviny, dusikaté latky,
mineralni latky, barviva, enzymy, vitaminy a latikaptici chiwové a aromatické slozky vina
[9].

Voda

Obsah vody v mostu se pohybuje od 70 az 80 %. Wyswdsah vody v moStu je vSak
nezadouci a je nutné ho zredukovdtrgzenou cestou, tkladnym dozranim hroZn

V Kklimaticky negiznivych letech je mozn&ast vody z moStu odpa ve vakuovych
odparkéach nebo odstranit vymrazovanim [1].

Kyseliny

Z organickych kyselin je ve wénobsaZzena hlagnkyselina vinna a jabt@a. Kyselost vina
se vyjaduje jako obsah titrovatelnych kyselinigpaitanych na kyselinu vinnou. #nérné
roéniky maji 6 az 12 g kyselin na litr moStu, u Spatnyaniki mtZe obsah titrovatelnych
kyselin stoupnout az na 2014 F¥i rizné kyselosti most kolisa obsah kyseliny jakiré
od 13 do 1 d*, zatimco obsah kyseliny vinné se pohybuje konstarkolem 6 gl™. Fi
kvaSeni se #mi obsah kyseliny vinné vidledku vypadavani vinného kamene jen negatrn
Obsah kyseliny jabtmé, ktera se rychle oxiduje, kleséhbem kvaSeni i po&m. Kyselina
citrbnova obsazena v mosStech jen v nepatrném mviogst rychle i kvaseni rozklada
vlivem mikroorganismi. MnoZstvi kyseliny citronové v mostech dosahujanioce 0,15 —
0,70 g™, Ve velmi malych mnoZstvich se nadly v mostu t§seliny: kyselina jantarova,
glykolova, fumarova,tavelova a z&avych kyselin kyselina mravéna octova [9,10].
Sacharidy

Po zastaveni kvaSeniistavacast cuké neprokvasena [1]. Podle obsahu tohoto zbytkového
cukru clime vina do 4 skupin [3].

Tabulka 2: Kategorie vin dle obsahu cukru

Oznafeni vina | Obsah zbytkového cukru na litr vina
suché nejvyse 4 g

polosuché 41-12¢g

polosladké 12,1-45¢g

sladké min. obsah 45 g

Glukéza a fruktoza sechem kvaSeni igmenuji rozdilnou rychlosti. Poén mezi glukézy
a fruktézy, ktery je u &Siny hroznovych most(1:1), se Bhem kvaSeni gni ve prospch
fruktdzy, ktera ve vié pasobi sladSi dojem. Glukoza je kvasinkami zpraconawdive a vice
(glukofilni projev kvasinek) a updnosiiuje ji také fada mikroorganiskn (nag. Bortrytis
cineregd. V malém mnozstvi obsahuje vino i pentdzy (ardbin xylozu, rhamnozu), které
jsou ale nezkvasitelné, jejich obsah oftlije hodnoty i analytickém stanoveni cuko 0,5 —
1g.I* [2]. Jestlize byl most ifslazen sachar6zou,igtava velmi maly podil sacharézy
i v hotovém vig [13].

Cukry ve vir se podileji na celéadt reakci. Jednou z nich je rapgvorba furalovych
derivati jako vysledk interakci arabindzy a xyldézy s organickymi kysaetim pi vySSich
teplotach Bhem kvaSeni mo&t Nevylwuje se ani jejich vznik pomoci katalytickycHirka
enzymi [14]. Obsah sacharidve virg je uveden v tabulce 3 [12].
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Tabulka 3: Mnozstvi sacharié@l ve virg

Sacharid | MnoZstvi (mgl™)
glukoza 56-25000
fruktdza 93-26500
arabinéza 1-262
xyl6za 0,6-146
monosacharidy rhamnéza 2,2-121
mannoza 2-37
galaktoza 6,3-249
rib6za 6,3-62
fukdza 2-9
trehal6za 0-61
cellobiéza 2-7
maltéza 1-5
oligosacharidy| sacharéza 0
laktd6za 1-5
melibi6za stopy-1
rafindza 0-1

Alkoholické cukry

Obsah aldital ve vinech byv&asto vySSi nebo stejny jako v mostech, zavisf.nag druhu
kvasinek. Vy$&i mnoZstvi mannitolu ve vinech (10-g3%) maZe zpisobit napadeni hrosn
plisni Bortrytis cinereanebo baktériemBakterium mannitopeunezpisobujici mannitolové
kvaSeni. Ve vinech jsouippmny gedevSim tyto alkoholové cukry: erythritol, D — atab
xylitol, D — mannitol, D — glucitol [12].

Pektiny

Jsou obsazeny v malém mnozstvi v mostech, kde mzibovat jejichcireni, jez je nutnéip
zpracovani ne zcela zdravych hrézrdsou to derivaty kyseliny polygalakturonové, jeji
karboxylové skupiny jsou esterifikovany methanoleKvaSenim se hydrolyzuji, takze
ve vinech jsou obsaZeny jen ve velmi malém mnoz$&Wiodbouravani pektin vznika
krome jinych latek i malé mnoZstvi methanolu. Z ostatnigycidi jsou obsaZzeny ve wWn

I pentdzy a pentdzany [9].

Dusikaté latky

Jde v podstéto sloweniny bilkovin, aminokyseliny a amonné steuniny. Redstavuji latky
dulezité pro vyzivu kvasinek [2]. Obsakchto latek vznikajicich ip autolyze kvasinek ma
velky vyznam pro tvorbu chiovych a aromatickych latek [9].

Vitaminy

Vino obsahuje vitaminy skupiny B, bioflavonoidy analém mnozZstvi také vitamin K a C.
Obsah vitamit, zejména vitamiin skupiny B, je obvykle znmé vy3Si v mladém vih
a kthem skladovani vina klesa. Vitamin C (L — askorbkyselina) — jeho obsah je velmi
nizky, protoZze &hem zpracovani mostu je kyselina askorbova oxid@véaa nestélou
dehydroaskorbovou kyselinu. V mostu ad&ima podobny &inek jako oxid gicity, ktery
zabraiuje oxidaci vina. Po uk@eni kvaseni vino obsahuje 5 — 10 mgitaminu C [1].
Trisloviny

Trisloviny ve vig, zvané také oenotanin, jsou &h chemicky pbuznych latek,
skladajicich se z fenbl a katechid a vysokomolekularnich tanin Jsou obsazeny hla¥n
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v ttapinach a ve slupkach bobuli. Owlyi horkost, stahujici pocit v chuti, jimavost kysliku
i prabéh starnuti mostu a vina. Obsaisliovin v bilém vig se pohybuje pod hranici 200 g
! U cerveného vina je jejich obsatiktat aZ desetkrat vy3si. NaleZzeni rmutu agin
lisovani podporuje zvySovani obsalghto latek [2]. Oenotanin t¥bs bikovinami ve vié
sraZeniny a fispiva tak k samssténi vina. Pro vinge maji tyto latky vyznam zejménaidiv
bark anaheklé a sviravé chuti, kterou vinu dodavaji. Mohowatohroziim Zadouci
¢ervenou nebo modrou barvu, ale také mohtigp§t k enzymatickému hsanuti, které je
nezadouci [1].

Barviva

Z barviv obsahuje vino zbytky zeleného barviva aifigu, piibuznécervené barvivo karotin
a Zluté xantofyl, obsaZzendiymdre ve slupkach bobuli. Tato barviva dodavaji bilymiwin
raizné odstiny zelenkavé az Zluté barvy. VySSi obsddrafylu mize virim udilit necistou
travni ch a rovreZz barvu ndni na Zlutou az Rfou. U ¢ervenych vin jsou tato barviva
zakryta ¢ervenymi anthokyanovymi barvivyCervené barvivo oenin pétz chemického
hlediska také mezi anthokyangervené nebo modré barvivo se nachazi ve slupkéohlibo
uvnité tiislovinnych plastid. Barva antokyai zavisi na kyselosti prasdi. Cervena vina
s vyS$8im obsahem kyselin majiédgjSi barvu a vina s nizSim obsahem kyselin majivi
tmaw ¢ervenou.Cervena vina s vy3sim obsahefislovin maji tmavsi rubinav ¢ervenou
barvu. Ri jejich starnuti se antokyany rychleji rozkladajibarva vin se #mi na cihlo¥
cervenou [9,12].

Alkohol

Hlavnim alkoholem ve vih je ethanol, tvéi se @i kvaSeni mosi rozkladem cukru
kvasinkami. Maximalni koncentrace ethanolu, ktemizeme dosahnout kvasenim, je 16 —
18 %. VysSi obsah alkoholu zajige vysSi stabilitu vina proti kvasimym zakahm i raiznym
bakterialnim onemo@mim. Ethanol podsta¢novliviiuje charakter a ciwina. Jeho obsah je
jednim z hlavnich ukazatelpii posuzovani jakosti afpkontrole vina [1]. Vino obsahuje
v malych mnozZstvich také methanol, vysSi alkohopolyalkoholy nebo cukerné alkoholy.
Pti kvaSeni vznika i malé mnozstvi glycerolu, ktejgranuje chu’ vina a ovliviuje piznive

I jeho pInost [9].

Aromatické a buketni latky

Tyto latky jsou dlezité i senzorickém hodnoceni vina. Tvorba aromatickyatel je
podmirgéna ugitymi ciniteli, jako je teplota, zrani hroana jejich zdravotni stav. Jednotlive
odridy révy vinné se vyzraji charakteristickym buketem a aromatem. Na vyvoj
aromatickych latek v hroznech ma vliv fifpmnost uSlechtilé plisnBotrytis cinerea ktera
nékdy zcela eliminuje odidovy buket [1]. RozliSuje se primarni buket (aroiciad latky
z hrozni), sekundarni buket (aromatické latky vzniklé kvase a terciarni buket (z&ny
béhem dlouhodobého zréani) [2].

Cizorodé latky

Prakticky stalou saiésti vina je volna i vazana kyselingi®ta, ktera se jako vyborny
antioxida&ni acasté&né i konzerv&ni prostedek pouziva i Skoleni vin. Maximalni obsah
kyseliny je dan zakonnymiredpisy. Pokud nejsou tyto povolené hodnatgkpoieny, neni
mozné Kkyselinu sicitou ve vinech obvykle senzoricky rozpoznat. V @pan gipac
se jednd bdi o vinocerst¥ sitfené nebo fesiené [9].
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2.3. Sacharidy

Sacharidy jsou polyhydroxyaldehydy a polyhydroxgkst, které v molekule obsahuji
minimalrg ti alifaticky vazané uhlikové atomy. Ozfigeme tak i slodeniny, které se z nich
tvoii vzajemnou kondenzaci za vzniku acetalovych vaaeldale sloteniny vzniklé
ze sachari@l redulkcnimi nebo jinymi reakcemi. Sacharidglisne podle pétu cukernych
jednotek na monosacharidy, oligosacharidy, polyaadi a sloZzené sacharidy [12].

Mono- a disacharidy jsou bezbarvé, pevné nebo @it latky, které se dab rozpuslji
ve VO&, ale jsou nerozpustné vetsiné organickych rozpoudtiel. Analyticky se sleduji
celkové sacharidy, redukujici sacharidy a jednétlidruny sacharid Pro stanoveni
se vyuziva reaktivita —OH, —CHO a —CO skupin s dokymi cinidly za vzniku tzné
zbarvenych oxidé&nich nebo redulnich produki. Ke stanoveni se také vyuzZivékterych
fyzikalnich vlastnosti (opticka at&ost, index lomu), fipadré nekterych biologickych
vlastnosti (zkvasitelnost, enzymatickéeny) [15].

Vyznamné jsou jejich organoleptické vlastnostin®, vzhled, cht), stejré jako nutréni
hodnota sacharidv potravindskych vyrobcich [7].

2.3.1. Glukéza

H OH
a-D-glukopyranosa

NejrozstergjSim pirodnim monosacharidem je D — glukéza (hroznovyrcullachazi
se ve volné form v ¢etnych sladkych plodech, vinnych hroznechtelim medu. [16]. Pait
mezi aldohexdzy, ve vodném roztoku po ustavenioeghy je 36 Y — pyrandzy a 64 % —
pyranozy, oba anomery jsou v ziddové konformaci. Je stavebni jednotkou maltézytday,
sachar6zy a nejdezitgjSich polysacharidl (Skrobu, glykogenu a celulézy). Rozpousti
se ve vod, zZredkném i koncentrovaném ethanolu, methanolu, pyridametonu a kyselin
octové. Bod tani se pohybuje v rozmezi od 141 °Q%0 °C. Hustota, refrakce a viskozita
roztoki glukézy je blizka hodnotam roztdk sachardzy. Technicky se vyrabi kyselou
a enzymovou hydrolyzou bramborového a Kiukneho Skrobu, nebo dvoustigvym
procesem zeidva [1].

Glukoéza otéi rovinu polarizovaného stla doprava. Glukéza ma redirk vlastnosticehoz
se vyuZziva fi analytickém stanoveni. Kvasinky zkvasuji glukq¥imo na ethanol a CQ1].
Glukéza je nejvyznan#si surovinou pro vyrobu ethanolu kvaSenim. Enzymem
glukosaisomerazou iwie byt glukéza feménéna na mnohem sladSi fruktézu. Toho
se vyuziva fi vyrobe tzv. fruktdzového sirupu, ktery se pouziva v patrarstvi. Chemicky

a farmaceuticky gimysl vyuziva D — glukézuipdevSim na vyrobu D — glukonové kyseliny,
D — glucitolu (sorbitolu) a nagphnavazujici vyrobu L — askorbatu. L — glukdza ralgosud
nalezena v firoce, ziskava se synteticky [17].

24



2.3.2. Frukt6za

H DOH

HH oH
HO OH

OH H
a-D-fruktopyranosa

e

monosacharidy existuje wipodé témet vyhradré v konfiguraci D; otéi v3ak rovinu lineéar#
polarizovaného sila vlevo, proto se pro ni pouziva trédi synonymum levuléza. Vyskytuje
se v hiznych rostlinnych avach a v medu. Je st&jnjako glukdéza sloZzkou sacharézy.
Frukt6za obtizé krystalizuje, a ziskava se prot@t$inou ve fornd sirupovité kapaliny.
Je dobe rozpustna ve vedKvasinky zkvasuji fruktdzuiimo na ethanol a CO je v3ak liie
zkvasitelna nez glukéza [1]. Pouziva se ke slan@piofi a ovocnych sirufp. V omezené
mite je @ijatelna pro diabetiky[17].

2.3.3. Sachar6za

CH,OH
i CHEOHD
OH HO
HO 0 CH,OH
I OH

B-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid

Sachar6za je nejvyznagjdim zastupcem neredukujicich disach@arid slozeny

z monosacharid glukézy a fruktdézy. Je velmi déb rozpustna ve v krystalizuje jako
bezvoda a jeji bod tani kolisa od 160 °C do 18W°£avislosti na jejiistot. Je relativi
nestala proti zalevu a kyselinam, jejich vlivem dochazi k inverzii B90 °C az 200 °C
karamelizuje na hidou amorfni latku, kterd je v alkoholu snadno ratpé. Vodny roztok
sachardzy ota rovinu polarizovaného stla doprava [1].

Kvasinky nezkvasuji sacharézu bezptedte, ale az po jeji inverzi enzymem invertazou.
Vyskytuje se ve vegetativnickastech rostlin, nap v listech a stoncich. V hroznech byla
nalezena sachar6za v mnozstvi od 0,2 do 1,5iP&vBSeni redukujicich cukrvznika totiz
piechodi prokazatelné mnozstvi sacharozy, kterou kvasinkytesizuji. Enzymem
invertdzou se vSak sachardza znovninma invertni cukr.

Sachar6za ma zcela jedémg vyznam jako surovina a slozka mnoha potraviivaise jako
univerzalni sladidlo. Ve virdatvi se pouziva ke zlepSeni kvality mo&absich roniki
zvySenim cukernatosti masl7].
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2.4. Stanoveni hlavnich sacharid ve ving

Stanoveni sacharidje komplikovano jejich izomerii. Tak n#glad jenom monosachafid
existuje vice nez 100, mohou zaujimatné konformace a mohou byt vazargnii azctyrmi
raznymi zpisoby k jinym monosachafidh. Dale i typ glykosidické vazby iwe byt bu’

v o neboB konfiguraci. Navic struktura oligo- a polysachérichize byt linearni, cyklicka
nebo ¥tvena. Moznost existence velkéhatporiznych tym sacharid, které se od sebe jen
velmi malo liSi, znesnadije identifikaci jednotlivych sacharid ve sngsich. DalSim
problémem je jejich zréma polarnost, nékavost a také to, Ze postradaji snadno ionizovateln
skupiny [7].

Ke kvalitativnimu stanoveni sachakicse vyuzivacasto oxidace v alkalickém prostli.
VétSinou v8ak neprobiha kvantitativipodle stechiometrickych vztdhneba pii oxidaci
dochazi mnohdy ke &ienitady reaknich produki v rizném a nestalém pamu. Na 1 mol
sacharidu seipoxidaci spotebuji podle podminek 2 az 3 atomy kysliku, protdr¢da pro
kazdou metodu vypracovat specialigpaitavaci tabulky, které respektuji podminky metody
[17].

Ke kvantitativnimu stanoveni sacharidoylo vyvinuto rkolik metod. Mezi & pati
chromatografické metody, spektroskopie, hmotnospektrometrie, elektroforetické metody
a NMR (nuklearni magneticka rezonance) [7].

2.4.1. Chromatografické metody

Rozhodujici vyznam pro celou analytiku sacharida chromatografie, ktera umoznila zcela
novy pistup k cetnym dilezitym dive neéeSitelnym probléim, & jde o znény

v sacharidech vlivem prasdi, enzymatickymi a mikrobialnimi &g, pii vyrob¢, pri
fotosyntéze, p metabolismu sacharig atd. [17].

Chromatografické metody jsou separia metody, které vyuzZivaji kéteni slozek srsi
mnohonasobného opakovaného vigva rovnovaznych stav slozek mezi démi fyzikalne
odlisSnymi fazemi. Jedna faze je nepohybliva (sta&ioi), druh& faze je pohybliva (mobilni).
Rovnovazné stavy se vytigi na zaklad raznych fyzikal — chemickych interakci mezi
slozkou a mobilni fazi, sloZzkou a stacionarni fézitaké mobilni a stacionérni fazi.
Z makroskopického hlediskatire jit 0 adsorpci, rozpousti, chemisorpci, srazeni, tvorbu
komplexi a sfovy efekt. Pro chromatografické separace je charakické, Ze vysledné
interakce jsou kombinaci uvedenych prdcessto na jejich rozhranifiPtéchto interakcich
se uplatiuji rizné intermolekularni sily, naphydrofobni, hydrofilni, elektrostatické, dipdl —
dipdl, atd.

Chromatografické separace umiaf vedle separace komponent také jejich ¢asnou
identifikaci a stanoveni s pouzitim standart) kolonovych technik jsou jednotlivé zony
separovanych komponent vzorku unaSeny do dete& systému. Signaly vznikajici jako
dusledek fyzikalni ¢i fyzikalné — chemické vlastnosti komponent jsou registrovany
a vyhodnoceny z chromatogramu, ktery vzniké jakslegek analyzy. U ploSnych technik se
provadi identifikacetasto sotasré s detekci v ploSe sep@mho systéemuK zakladnimu
rozliSeni latek se wvyuZiva retgrich casi nebo retetnich objeni. MnoZstvi
chromatografovanych latek (kvantita) s&tsnou stanovuje podle velikosti ploch pod &lu
kiivkou, mér ¢asto i podle vysky pik[19].
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2.4.1.1. Vysokowinna kapalinova chromatografie, HPLC

Koncem 70. a zgtkem 80. let 20. stoleti doSlo k velkému rozvejp&linové chromatografie
a s tim také samégjm¢ k rozvoji vysokodinné kapalinové chromatografie sacharidim,
Ze neni nutné fjpravovat tkavé derivaty sacharig zaala kapalinovd chromatografie
sacharid postupw vytésiovat plynovou chromatografii [18].

B i i, N
Mobile phase

Obrazek 3: Schématické znazem chromatografické separace
A) nasftik vzorku, B) rozéleni mezi d¢ faze, C)molekuly rozpu&hé v mobilni fazi jsou
transportovany s malym odstupem, vznika nova rovélad mezi fazemi, D) sloZzlke a A
jsou rozdleny [20]

Vysoko&inna kapalinova chromatografie pouziva kolony sdriau stacionarni fazi, jejiz
vlastnosti umoiuji dosahnout rychlé separace slozitychésimatek s vysokym rozliSenim
zon. Vysoké tinnosti a rychlosti se u této metody dosahuje pgouzivelkych pfitoka
mobilni faze a kratkych kolon pinych napl&mi z velmi jemnychtastic. K &inné separaci
je treba pouzit dostate¢ malych zrnéek sorbentu 3 — 1@m, ktera kladou prostupujici
kapalire znany odpor, a porrné vysokych pétoka mobilni faze. Proto je nutné pracoviit p
vysokém tlaku 10 — 30 MPa. S vyuzitimifmkovych detektar s citlivou kontinualni detekci
a davkovacich systém(nastikovy kohout, autosampler) je HPLC metod&nha, rychla
a vhodna pro biologické materialy [19].

Kapalinovy chromatograf se sklad&asti, které zabezpeaji transport mobilni faze, separaci
latek a jejich detekci. V tomto uz@sném chromatografickém systému zajjé pohyb
eluentu vysokotlakéerpadlo. ProtoZe je moZno pracovat za laboratepidty bez nutnosti
pievadtt vzorek na plyn, je kapalinova chromatografie umddi pro separaci tepein
nestalych a nékavych slodenin. Pracuje se obvykle €hi metodou [22].
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2.4.1.2. Kolony vyuZivané pro stanoveni sachatigomoci HPLC

V kapalinové chromatografii se pouzivaji néapté kolony, které jsou zhotoveny z nerezové
oceli. R chromatografickém stanoveni cuks nizsi molarni hmotnosti, tj. monosacharid
a oligosacharitl, se nejastji uplatiuje dleni na katexech, kde jako protiionty jsou vazany
kationty kowi, nag. vapenaté, #brné nebo olovnaté ionty. DalSi velicéasta
chromatograficka naplje silikagel modifikovany aminopropylovou skupinoy poslednich
letech se stala velice popularni, avSak fimgnnarana chromatografie na anexech, ktera
pouziva k detekci elektrochemicky detektor. Na gign adsorbni chromatografie je cukry
také mozno separovat na nemodifikovaném silikagedho silikagelu s oktadecylovou
vazanou fazi, v tomifpack je lépe separovat derivaty culi8, 24, 25, 26].

Jako ochrana hlavni kolony jsou hojmpouzivany kratkeé igdkolony umisiné €sré pred
analytickou kolonu. Chrani kolonugx n€istotami a nerozpustnymi materialy [22].

Tabulka 4: Typy kolon pro HPLC

Typy kolon pro HPLC Vnit ¥ni pramér
kapilarni 10-10Qum
narrow-bore 2 mm
analytické 2—-10 mm
semipreparativni 10 - 25 mm
preparativni nad 25 mm

Materialy plasti kolon
nerezova ocel

tvrzené sklo

Ti-Zr

PEEK — poly(ether-ether-keton),
poly(arylether-ether-keton)

Chromatografie na katexech

Katexy, na kterych probiha separace daukjsou obvykle polystyren-divinylbenzenové
kopolymery v Ca, Pl', Ag', Na a pripadré v H+ cyklu, jako mobilni faze se pouziva obvykle
destilovana voda agténi probiha i 80 — 90 °C. VysSi teplota je vyhodn#&egevSim proto,
Ze klesé viskozita roztdk takZze je mozno zvySit ok mobilni faze. Stoup& rychlost
pienosu hmoty a zvySuje se rychlost mutarotace, takdechazi k separaci anoriner
Vzhledem k tomu, Ze ionexova prysioe vykazuje vyldovaci efekt, cukry jsou eluovany
v paradi klesajici molarni hmotnosti, tj. s nejkratSinuceim ¢asem opousji kolonu
oligosacharidy, potom disacharidy, dale monosadiarinakonec alditoly.fiPseparaci cukr

na katexech neni velkd moznost oitbvat slozenim mobilni faze chromatografickou
selektivitu a tim vysledekéteni. AvSak tento vysledek je moZno ovlivnit a tefgontem
vazanym na katexu. Specifika kazdé kolony je daaaamym kationem, ktery vytiia
charakteristické komplexy se sacharidy a tim jejietereni vlastnosti zaviseji na stabdlit
tohoto komplexu. Ekni paadi cukfi v prislusné skupi® nag. monosacharit zavisi proto
na konformaci molekuly a konfiguraci —OH skupin wlekule. Tento typ separace je mozno
ozna&ovat jako ionto¥ fizena rozdlovaci chromatografie (IMP),&kdy také jako ligandova
chromatografie [18, 35].
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Chromatografie na anexech

DalSim typem chromatografie, ktery se uplg¢ @i déleni cuki, je chromatografie
na anexech. Cukry jsou velmi slabé kyseliny s htolinadisocigni konstanty v rozmezi 12 —
14.

V siln¢ alkalickém prosedi, nap. 10 — 200 mM NaOH, jsou cukrasté&né nebo zcela
ionizovany diky disociaci hydroxylovych skupin. ®ytanionty mohou byt zadrzeny
aseparovany na silném anexu v hydroxylové féra jako mobilni faze se pak pouziva
vodnyroztok hydroxidu sodného. Cukry jsou eluovany vagib alditoly, mono—, di— a vysSi
oligosacharidy. ZvySovani koncentrace NaOH ma dvoji protidghy vliv na retenci.
Hydroxylové ionty vygsnuji anionty cuké z ionexu, coz vede ke zkracovani rétgoh ¢asi,
avSak sotasré stoupd stupe disociace, coz vede ke zvySovani rétdoh ¢asi. Tyto dva
protichidné vlivy se vyrovnaji v bag kdy dojde k uUplné disociaci a k eluci cukru.
Do mobilni faze je moZnérpldvat octan sodny, ktery zvySuje iontovou silu Wézu na pH.

Pti chromatografii cuki na anexech se pouziva gradientové eluce, pH gitadidiviiuje
déleni mono- a disacharida gradient iontové sily ovliwje cEleni oligosacharidl [18, 35].

Chromatografie na silikagelu s vazanou aminopropglofazi

Pfi chromatografii cukit na silikagelu s vazanou aminopropylovou fazi sezp@ jako
mobilni faze smés acetonitril-voda a cukry opodgt chromatografickou kolonu v padi
monosacharidy, alditoly, disacharidy a nakonec ivgii§osacharidy. Blici mechanismus je
mozno vys¥tlit jednak na zaklaglrizného rozdlovaciho koeficientu cukrmezi mobilni fazi
a vrstvou vody ulglé na stacionarni fazi a jednak adsorpci, kterApjessobena vodikovymi
mustky mezi —OH skupinami a —NHskupinou vazané faze. Je vSak podstatné, Ze
se zvySenim obsahu vody v mobilni fazi se zkraeluni casy cukii, coz je dkazem, Ze
se elucdidi polaritou cukii. Vyhodou této chromatografie je jeji vysoka sepairachopnost,
avSak nevyhodou je pamm¢ kratka zivotnost kolon. Podobnymi principgleni sefidi
chromatografie cukr na silikagelu svazanymi diolovymi a polyolovymkupinami,
na silikagelu svazanymi cyklodextriny a na nemi&difaném silikagelu. Probiha-li
chromatografie na nemodifikovaném silikagelu, jezmm do mobilni faze fidavat vhodnou
sloweninu s aminoskupinowimz dojde k vytvéeni podminek podobnych chromatografii
na silikagelu, ktery je modifikovan aminopropyloviyskupinami, nap piperazinem nebo
tetraethylenpentaminem [18, 35].

Chromatografie s obracenou fazi

Chromatografie s obracenou fazi niaqgleni cukéi omezené moznosti, protoZze cukry jsou
na hydrofobnim povrchu nagnjen malo zadrzovany. Existuji vSak aplikacé, kterych
byly na silikagelu s vazanou oktadecylovou skupimbleny oligosacharidy nebo derivaty
cukni. V tom pgipact je mozno vyhod& pouzit k detekci UV detektor. iP této
chromatografii s obracenou fazi se ujplge hlavré adsorpce [18, 35].
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Tabulka 5: Realné piklady kolon pro chromatografické stanoveni sach@i[27-32]

Kolona Firma Mobilni faze Detektor | Stanovované cukry

SUPELCOSIL Supelco acetonitril:voda RI fruktéza, glukoza,

LC-NH, * P (75:25) sachar6za, maltdza, laktdéza

YMP-Pack™ NH, acetonitril:voda fruktoza, glukoza,

. Waters , RI sachar6za,xyloza, ribdza,

(Amino) (75:25) ) ! .
arabin6za, maltéza, laktoza

ZORBAX o fruktozq, glukdza, ]

. acetonitril:voda sacharoza, galaktoza,
Carbohydrates Agilent , RI - A o
e (75:25) rafindza, xyloza, ribdza,

Analysis . " .
rhamndza, maltoza, laktdéza

REZEX™ RCM- L , glukoza, fruktoza,

. deionizovana sachardza, maltoza,
Monosaccharide RI . .
RKP- Phenomene voda mannoza, maltoza,
. glukdza, xyloza, galaktdza,

Monosaccharide .
fruktdza

LUNA L8 NH Phenomene voda jednoduché cukry

PINNACLE™ II Restek | acetonitribvodal glukoza, fruktoza,

Amino (75:25) sachar6za, maltéza, laktdéza

* oznatené kolony byly pouZzity v experimentalfésti této diplomové prace

2.4.1.3. Mobilni faze

Jako mobilnich fazi se ngstji pouziva vodnych roztak jednoho¢i vice organickych
rozpoustdel, nefastji methanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu [32].

Pro stanoveni sachatide jako mobilni faze pouziva deionizovana vodaissatetonitril —
voda v fizném pondru, nefastji s 60 — 80 % acetonitrilu a stgokem od 1,0 do 1,5 mi/min,
aby nedoslo kigkrateni povoleného pracovniho tlaku [30, 33, 35]. Dedepouziva siis
acetonitril-voda v porru 1 : 2,6 s fidavkem 0,03% ethylendiaminu [24]. Lze pouZit i mpd
roztok NaOH, ktery mize obsahovat octan sodny [26, 35] nebo se pouzadnd HSO,
[34].

Mobilni faze je ze zasobni lahve transportovaies (kolonu pomoci vhodnéhterpadla.
Cerpadla jsou v dnedni doprakticky jen pistova a musi zajg¥at konstantni fitok mobilni
faze a regulovatelnost fipku aZz do tlaku min. 10 MPaCerpadla jsou fizena
mikroprocesorentimz se zajisti vyhlazeni tlakovych piuls

Davkovani vzorku se nejastji provadi obtokovym davkovacim kohoutem. Davkovaci
smyka je gipojena na kohout a pina pomoci injeéni stikacky. Davkovaci smgka ma
negastji obsah 5 az 2@l [22].

2.4.1.4. Detelkéni systémy

Prakticky vSechny typy detekfopouzivané v kapalinové chromatografii jsou kone@niho
typu, tj. poskytujici signal usmny koncentraci detegovanych latek v eluatu. Lzeopklit
do dvou skupin: selektivni detektory, jejichz sign@ umérny koncentraci samotné
detekované latky (fotometricke, fluorimetrické al@érochemické detektory). Druhou skupinu
tvori univerzalni nespecifické detektory, jejichz odezg unérna ukité celkové vlastnosti
eluatu (refraktometricky detektor) [32]. NéinejSimi detektory pro stanoveni sacharigsou
refraktometricky a fotometricky [35].

Refraktometricky detektor (refractive index detector, RID§ihrozdil indexu lomu mobilni
faze uzavené v referetni cele a eluentem vychazejicim z kolony. Mobilaid a vzorky
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musi byt pelivé zbaveny rozpushych plyni, protoze plyny zcela rusi detekci. Detektor
nelze pouzit  gradientové eluci. Nevyhodou tohoto detektorugeze neni selektivni a je
pomérné malo citlivy. Pro stanoveni sachatife vSak vhodny. Index lomu je véia zavisla
na teplo¢, takze pi pouziti refraktometrického detektoru je podminkmiisné temperovani
[36]. Krom¢ konstatntni teploty je nutné vii@hu meieni pracovat id specifické vinové

délce. Dete&ni limit se pro mono-, di- a oligosacharidy pohybkplem 5ug [21].

Fotometrické (UV-VIS) detektory ndti absorbanci eluétu, ktery vychazi z kolony.
Monosacharidy byly geny @i vinovych délkach 210, 228, 254 a 260 nm. Fotoitiedr
detektory se satasnym zaznamem UV spektra latky jsou tzv. detekttiodového pole
(DAD). Tento typ detektoru je velmi citlivy, ale m&selektivni [38].
V poslednich letech byl zkonstruovan ELSBvaporative light scattering detector), ktery
odpd&i mobilni fazi ged detekci nékavého zbytku. Neékavy zbytek je zréfen v cele
detektoru na zakladrozptylu s¥tla. [14]
Po derivatizaci sachaiid lze pouzit také fluorescéni (FL)[33] a pulsni amperometricky
detektor. Pulsni amperometricky detektoripatezi elektrochemickéetektory (EC). Tento
detektor vyuziva redukujicich vlastnosti auler alkalickém prostdi.Oxidace cuki se dje
na povrchu zlaté elektrody v s#lralkalickém prostedi. Tento detektor je velmi citlivy [37].

Tabulka 6: Srovnani HPLC detektar [38]

RI UV-VIS EC FL ELS
typ detektoru | nedestruktivni nedestruktivni destruktivni| nedestruktivnil destruktivni
odezva univerzalni selektivni selektivni selektivni unigéini
me_rve_na index lomu absorbance elektricky intenzita rozvptyl
veli¢ina proud fluorescence swtla
citlivost
(hmotnost/ml) Mg n9 P9 P9 Hg
linearni 10° 10° 10° 10° 107
rozsah
tgplp tni vysoka nizka vysoka nizka vysoka
zavislost
gradientova ne ano ne ano wano )
eluce (castene)
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2.4.1.5. Preparativni chromatografie

Preparativni chromatografie byla po dlouhou dobiméma jako velmi nakladna a @
efektivni purifikatni metoda, prakticky nepouzitelna proumyslové @ely. Rychly vyvoj,
zejména v oblasti organické syntézy a ve farmackeéitn ptimyslu nastartoval zemy, diky
nimz se preparativni vysok&iaina kapalinova chromatografie dostala doipdpzajmu.
procesu. Welem preparativni chromatografie je tedy izolovatximalni mnozstvi witého
produktu v poZadované kvalitv co nejkratSimtase. Preparativni chromatografie zahrnuje
Siroky rozsah purifikénich proces od izolace minimalniho mnoZzstvisté latky, uéené pro
dalSi analyticky vyzkum [39].

Uvodem bude jigt vhodné blize definovat, co si pod pojmem prepanatchromatografie
piedstavujeme. V zasadze kapalinovou chromatografii rodd na nano a mikro HPLC,
analytickou, semipreparativni a preparativni. Dceparativni chromatografie obvykle
zahrnujeme separace, kde se pouziuorrmobilni faze ¥tSi nez 50 ml/min, ix¢emz horni
hranice se 1i#e pohybovat ve stovkach fitrza minutu. Jedna se o SarZzovy, tedy
diskontinualni zfisob separace.

Analyticka a preparativhi HPLC vypadaji v za&saeimi podobg, ale tyto d¢ separani
techniky maji zcela odliSné poZadavky na konfigursgstému, zaloZzené na rozdilnych
separénich prioritach. V preparativni chromatografii sdvgkle pracuje se vzorky
s maximalni koncentraci, daleko nad linearnimi auatsdmi izotermami pozadovanymi pro
analytické @ely. Citlivost a selektivita detektoru se v prepiard chromatografii stava
jednim z mé# dalezitych parametfr a ¢asto je zarrné potlaiovana. V kazdémifpadt plati
vzdy nutnost mit dale odladnou analytickou metodu, kterou pomoci tzv. ,scghé-u
pievedeme na preparativni roamAnalytickd metoda by #ha byt dostaténé robustni, ale
co nejjednodussi, pokud mozno v izokratickém madaptimalni selektivitou a co nejkratsi
dobou analyzy [39].

Preparativni kolony maji vysSi kapacitimz je umozgno aplikovat ¥tSi objemy vzorku nez
na kolony analytické. Jestlize zname kapacitu padydickou kolonu, Ize odhadnout kapacitu

kolony preparativni [40].
LC,., =LC e | Lo ®3)
Prep el l D anal. Lanal.

LC = kapacita kolony
ID = vnittni pramer
L = délka kolony

P prevadni chromatografickych postipz laboratornino gtitka do preparativni provozni
formy je teba brat v Gvahiiadu faktof, které uspSnost a aplikovatelnost daného postupu
ve vyrobnim procesu mohou ovlivnit. Zatimco fpgadt laboratornich postup jsou
rozhodujicimi kritérii vygZek postupu a stupeistoty produktu, fi rozSiovani pro vyrobni
Gcely nelze opomenout i dalSi hlediska jako magkonomiku procesu, hygienu posiup
kontrolu prostedi apod.

Prevadni purifikatnich postufy, vypracovanych v laboratodo provoznich podminek vSak
neznamend, Ze mé rozSteni dojde ke zvySeni W#ku procesu. #® praci ve velkém
metitku se z&nou objevovat i dalSi faktory, jejichz vliv je maZn laboratornich podminkach
zanedbat. CharakteristickymtiKladem je sniZzovani ptoku mobilni faze v tisledku
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stlatovani chromatografické nagnProto jsou kladeny specialni naroky zejména nasivy
matrice resp. napénkolony. Tradén¢ vyuzivané napka v laboratdich (agardza, dextrany,
celulébza) nemaji dostateou rigiditu a proto P velkych piitocich mobilni faze rive
dochéazet k poruseni jejich struktury. Proto bylipmaveny makroporézni prékené nosie
uréené pro praci ve &Sim n¥fitku, které jsou vzhledem k lepSim hydrodynamickym
vlastnostem vhodné pro vyssSiafoky a tim i pro praci v provoznim gitku. Naph kolony
musi byt roviZ odolna wgéi cisticim a sanitarnim posttam, které jsou nezbytné pro zafist
bezpeénosti a hygieny provozu [40].

U preparativni chromatografie je jednou z ridgditéjSich casti systému robustrterpadio,
které zarduje vysokou pesnost davkovani ifpvelkych pfitocich, @i zachovani nizkého
zpstného tlaku. Pro vlastni separaci je vhodné vaikratické podminky separace, aby
se mobilni faze dala recyklovat. Je vSak moZnaadigntova eluce. Jednotlivé frakce Ize
izolovat bul’ prostednictvim frakniho kolektoru nebo pomoci multipozicovyctepinacich
ventili. Prepinaci ventily umozni dale recyklaci mobilni faz#jpadré vicestugpovou
separaci uitych frakci. Optimalizaci afizeni sepakmiho procesu zajifije softwarovy
modul pro preparativni chromatografii, ktery Iz&édpt k zakladnimu chromatografickému
softwaru [39].

Obrazek 4: Multipozicovy fepinaci ventil [39]

Tabulka 7: Realné piklady preparativni chromatografie culd[41, 42 ,43 ,44, 45, 46]

Sacharidy Typ chromatografie, kolony a mobilni faze

Derivaty fruktdézy semipreparativni chromatografie
CarboPac PA — 100 (Dionex)

Glukoéza, fruktéza SMB systém (kontinualni protipdawchromatograficka technika
~Simulovany pohyb loze") s 8 kolonami

Derivaty glukdzy Protiprouda chromatografie s pamse otdejici kolonou

Makroporézni pryskijce AB — 8
CHCI; — MeOH — 2 — propanol — (5:6:1:4 v/v)

Protiprouda chromatografie s rychle seiejici kolonou
n — hexan — ethylacetat — methanol — voda (0,2%& %)

Oligo- a polysacharidy exkluzni chromatografie
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2.4.2. Automaticky analyzator Skalar

Skalar je kontinudlni (sekveni) pritokovy analyzétor, ktery byl uZed mnoha lety vyroben
firmou Skalar  [48].

Skalar vyvinul celouradu analyzatdr pro chemickou analyzu; SA9000 online analyzétor,
SP100 automaticky analyzator a SANP sekvewni pritokovy alyzator. V této praci byl
pouZit pra¥ posledni zmiény analyzator, SARFYS sekverini pritokovy alyzator. Dnes uz
se nevyrabi. Firma Skalar vyrabi novou verzi, SAbekverni pritokovy alyzator.
Automatizaci analyzy ve&sine pripadi zvySime efektivitu laboratornich prodekapacitu
vzorka a geesnost analyzy, zaroieeliminujeme lidskou chybu. VSeobecdojde ke zkraceni
doby analyzy, zvySeni jeji rychlosti a sniZzeni ggoy pouZzityckinidel [47].

Obrazek 5: Skalar SAN [48]

2.4.2.1.  Princip kontinualni pritokové analyzy

Automaticka sekvatni pritokova analyza je kontinualni metoda chemické ayalpochazi
pii ni krozcleni toku ¢inidel a vzork v hadtkach fizného piméru pravidelnymi
vzduchovymi bublinami. Kontinualni tok zaji§e peristaltickd davkovaci pumpa, ta vede
¢inidla i vzorky do hadiek, sméSovacich spiral, dyalizai a zalivaci¢asti Skalaru. Tok jde
dale do piitocné cely, kde je detekovan. R&kehi toku vzduchovymi bublinami jeitezity
pro celou analyzu, protoZe zabwuge kontaminaci a poskytuje pémé smichani ¢inidel
se vzorkem.

Z&kladni operace chemické analyzy se skladaji @&kewani, Upravy vzorku, &teni vzorku,
kontroly paramentr pristroje a vyhodnoceni vysletlkZ toho vyplyva instrumentacéchto
operaci, které jsou: Davkovavzorku, chemicka jednotka s pumpu, promyvacim ilent
a chemickymi oddily, detektor a systém sbirajicylaodnocujici data [47].

Davkova® vzorku, autosampler

Davkova vzorku se sklada z atného davkovaciho #aeni (standardni roztoky a vzorky
jsou zde ulozZeny v plastovyeh sklerénych vialkach) a jedné nebo dvou vzorkovacich jehel
davkujicich standardy a vzorky do chemické jednotgs naséavani vzoik vzduchu
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a promyvani je nastavitelny. Na kolétge posazen kryt, chranici vzorkyga prachem
a rozbitim [47].

Chemicka jednotka

Chemickd jednotka se sklada z promyvaciho ventperistaltické davkovaci pumpy
se vzduchovym vikovanim, kompresoru a aiyt chemickych oddifl (smeSovaci spiraly,
dialyzani jednotky, reaktoru a regulatoru teploty) [47].

Promyvaci ventil

Promyvaci ventil uloZzeny mezinidla a pumpu umatuje rychly gesun z davkovaniinidel

k nasavani promyvaciho roztokshem spuni a zastaveni analyzatoru. SAKE systém ma
dva typy promyvaciho ventilu. V této praci vyuziv@rpromyvaci ventil s 10 vstupy pro
¢inidla a 1 vstupem pro promyvaci roztok [47].

Peristalticka davkovaci pumpa

Davkovaci pumpa davkuje vzorkyinidla a standardni roztoky a po @tkehi vzduchovymi
bublinami jimi pohybuje systémem haek k jednotlivym chemickym oddiin, kde dochazi
k zalivani, dialyze a s#$ovanicinidel a vzorku. Vzduchové bubliny jsou v pravidgth
intervalech vsikovany zabudovanou vzduchovou tryskou. Rychlostnpy je konstantni
[47].

Chemické oddily

Kazdy oddil se sklada azné jednotky, zajiStujicitzné funkce, nap sneSovaci spirdla,
dialyzani jednotka, regulator teploty, reaktor, skieé@ spojky a hadky. Skalar pouziva
hadicky o vnittnim piméru 0,10; 0,16; 0,60; 0,80; 1,20 a 1,40 mm.

Chemicky oddil automatizujeedini, michani, zativani, dialyzu, extrakci, destilaci, digesci,
hydrolyzu a iontovou vygnu v kontinuélni proces [47].

Obrazek 6: Dialyzéni jednotka a srdSovaci spiraly [48]

Detektor

Pro stanoveniiznych latek je uzivana cetdda detektdr (fotometr, IR detektor, fluorimetr,
plamenovy fotometr, iont@vselektivni metody, atomova absomb spektrofotometrie,
refraktometr). Nejvice vyuZivané jsou fotometriaketektory. Skalar vyrabi¢kolik model
fotometrickych detektdi.
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Fotometricky detektor obsahuje Ha ¢ast s oddlenymi elektronkami. Satasti nérici ¢asti
jsou maximalg 2 pritoéné cely. Piitocné cely mohou byt s ,debubblerem” nebo b&g n
zavisi to na typu analyzy. Fotodetektor pracujebhasti od 340 do 1100 nm. Pouphodu
swtelného svazku paprékpritocnou celou je svazek roZen a kazdy paprsek prochazi
s odliSnou vinovou délkou do detektoru [47].

Vyhodnocovani dat

Vystup z analyzatoru je série ik Ty mohou byt zakreslovanyiimo zapisovéem
na milimetrovy papir, ktery slouzi k manudlnimu eoghoceni, nebo automaticky
vyhodnocovany p&tacovym softwarem [47].

P an S CFA Principle of operation

Samples | Rinse

[

Sampler Pump

Adr injection

Reagent

Sample

Wiste

- L
a 7
E2 Detector Dt hitsclirig

Obrazek 7: Princip kontinuélni pitokové analyzy [48]

2.4.2.2. Aplikace

Skalar SAN""® je vhodny pro stovkytznych aplikaci. Je vyuZivafadou laboratd pro
analyzu vody, fidy, detergerit, potravin a napdj jako jsou pivo a vino. Metody pro Skalar

jsou dolse zdokumentovany #di se mezinarodnimi standardy (ISO, Standard Mitha).)
[47].

Princip stanoveni redukujicich sacharidSkalarem

Automatizovana metoda pro stanoveni redukujicidtricue virg je zaloZena na nasledujici
reakci; vzorek je smichan s roztokem tiltdinu sodného a dialyzovan. Poté $ield roztok
neocuproinu rad’natého a tok je zdivan na 97 °C. Vznika chélat neocuproinu, ktery je
redukovan cukry fitomnymi ve vzorku. Vznikajici Zluty &’naty komplex neocuproinu je
detekovan fotometremfipsinové délce 460 nm [47].
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2.4.3. Manualni analytické metody

Stanoveni redukujicich culi zkracenou metodou dle Rebeleina

Metoda je zaloZena na jodometrickém stanoveni, kdgicentraci redukujicich cukr
stanovime z rozdilu speb roztoku thiosiranu sodného na titraci’Cw definované
koncentraci a jehotstatku po reakci s redukujicimi cukry vina, béadehoziho odstrani
interferujicich latek [49].

Stanoveni redukujicich culd dle Henniga

Je zaloZena na vizuélnim posouzeni reaké®rpnych redukujicich culirs Fehlingovym
roztokem ve zkumavkéach. ZIluta barva znamena ne@dséamnozstvi Fehlingova roztoku
na @itomnou koncentraci redukujicich cukr modré zbarveni signalizuje igbytek
Fehlingovych roztok. Vytvoii sefada zkumavek s 1 az 10 ml Fehlingovych roatokdy

s 5ml filtrovaného vina. Metoda je spiSe oriénia paiet Zlutych zkumavek se rovna
koncentraci culkr v gl ™ [49].

Gravimetrické stanoveni redukujicich cuir
Jedna se o metodu zaloZzenou na redukci Fehlingoztoku, z kterého se vyiuje
redukujicimi cukry oxid rad’ny. Po filtraci sraZzeninyies sklegnou fritu 0 znameé hmotnosti

a vysuseni f) 105 °C, se frita zvazi s@snosti na 4 desetinna mista a z rozdilu hmotnosti
a tabulek, se stanovi koncentrace ayk®, 50].

Stanoveni redukujicich culé dle Bertranda

Metoda je zaloZzena na redukci Fehlingova roztokoghoz se vylduje redukujicimi cukry
oxid med’ny. Tutocervenou srazeninurfgvedeme pomaoci siranu zZelezitého na oxéd’maty
a mnozstvi vylotieného oxidu Zeleznatého stanovime manganometrékybp].

Stanoveni sacharézy a veSkerych ciakr

Sacharéza neredukuje alkalicko -€dnaty roztok. Jeji koncentrace se stanovi z rozdilu
stanovené koncentrace redukujicich dugo inverzi a ped inverzi sachardzy vynasobenim
faktorem 0,95. VeSkeré cukry jsou stem stanovené koncentrace redukujicich &ukr
a sachardzy [49].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie, pomicky a laboratorni zafizeni

Chemikalie:

Brij 30% — Breda, The Netherlands
NaCl — Brno,CR

Na,CO; — Roznov pod Radha$h, CR
Neocuproin hydrochloride — Prai@R
CuSQ-H,0 - Brno,CR

Acetonitril — PrahaCR
Deionozovana voda

Pomicky:
Laboratorni sklo, vazenka, &kia, pipety, vialky plastové a ski&mé, injekni stikacky
(V = 2 ml), mikrofiltry (Nylon 0,47um), filtracni papir, alobal.

Zarizeni:
Elektronické vahy — Ohaus, USA

AnalyzatorSKALAR SAN "'Y° obsahuije:

Autosampler 1000

Pumpa

Hadicky rizného paméru — 0,8; 0,16; 1,2; 0,1; 1,4; 0,6 ml/min
Dialyzaini jednotka SA 5272

Kontrola teploty SA 5520

Reaktor SA 5523

Pratokova cela 10 mm SA 6441

Fotometricky detektor SA 6200

Zapisova 7021

Systém prddPLC — SHIMADZU LC 10 obsahuije:

Cerpadlo mobilni faze Shimadzu liquid chromatogra@h- 10AD
Odplynovat Shimadzu GT — 104

Vysokotlaky davkovaci ventil 3y = 5ul) — Rheodine 7725i

Nizkotlaky ventil FCV — 10AL

Termostat kolon Shimadzu Column oven CTO — 10A

Kolona Zorbax Carbohydrate Analysis ; 4,6 mm ID50 Inm (5um), Agilent Technologies,
USA

Spektrofotometricky detektor Shimadzu Diode arratedtor SPD — M10AVP
Ridici jednotka Shimadzu Communications bus modiBG 10A
Vyhodnoceni — PC s programem CLASS LC10

Systém prdHPLC — WATERS ALLIANCE obsahuije:

Separani modul Waters Separations Module W 2695
Refraktometricky detektor Waters Differential Ret@meter W 410
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Kolona Supelcosil" LC-NH,; 4,6 mm ID x 250 mm (fm), Supelco, USA
Vyhodnoceni — PC s programem

Standardy pro Skalar a HPLC:
D-glukéza monohydrat — Chrudir@R
D-fruktéza — Roth, Karlsruhe
Sacharéza — Chrudir@R

3.2. Vzorky

Byla analyzovana vina bil&ervena i #Zova-rosé. Vina byla mlada i archivni, ziskana
od malovyrobd i od velkovyrobd. Vzorky vin jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Seznam vzorkvin

Nazev vina Rénik | Zkratka
1 | Snes vin — cuvé , kabinet 2008 cuve 08
2 | Rulandskeé bilé, kabinet 2008 RB 08
3 | Rulandské Zedé, kabinet 2008 RS 08
4 | Ryzlink rynsky, kabinet 2008 RR 08
5 | Ryzlink rynsky, kabinet 20077 RR 07
6 | Ryzlink vlaSsky, kabinet 2007 RV 07
7 | Veltlinské zelené, kabinet 200 Vvz 07
8 | Muskat moravsky, kabinet 200y MM 07
9 | Tramincerveny, slamové 2005 (T05
10 | Zweigeltriebe, kabinet 2008 ZW 08
11| Zweigeltriebe, kabinet 2007 ZW 07
12 | Pinot noir, kabinet 2007 PN 07
13| Blauburger, kabinet 2007 BL 07
14 | Frankovka Krél, pozdni b 2007 | FRK 07
15 | Frankovka, kabinet 2007 FRO7
16 | Rosé cuvé, kabinet 2007 ROSE|07
17 | Veltlinskécervené, kabinet 2008 (/08
18| Veltlinské zelené, pozdni &b 2008 | vZ08
19 | Zweigeltriebe rosé, vy z hrozri | 2008 | ZWR 08
20 | Tramincéerveny, slamové 2006 CT06
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3.3. Automaticky analyzator Skalar

Automaticky analyzator Skalar Sat® byl sestaven dle dostupnych materialna malé sad
vzorka byla pro¥iena jeho schopnost spravnéh&emi. Z&izeni obsahuje davkovazorku,
chemickowést, detektor a #&eni pro zaznam analytického signalu.

Analyzator tohoto typu je ten pro stanoveni jak redukujicich sacharithk pro ndreni
kyseliny citronové ve vi#) volného oxidu gic¢itého a oxidu fosfor@ného ve vin. Popsana
metoda stanoveni redukujicich sacharglouzi ke kontrole obsah#échto latek ve via

Obrazek 8: Skalar SARHYS

Priprava vzorkia pro Skalar
Lahve svinem byly po celou dobu skladovany v ledned analyzou nebylo p@ba
vzorky upravovat, rovnou byly podrobeny analyZdaboratorni teplat

Priprava standardnich roztoki pro kalibraci

D—glukéza byla pouZita pradpravu standardnich roztblo koncentraci 4, 8, 12, 16, 20Y
Do odnerné baky na 100 ml bylo navazeno 0,4; 0,8; 1,2; 1,6;2@ukézy a dopléno
deionizovanou vodou po z&lau.

Priprava ¢inidel

Destilovana voda + Brij

Odmerna baika na 1000 ml byla napina deionizovanou vodou po ztka. Teprve poté bylo
pridano 3 ml 30% Brije a roztok byl promichan.

Roztok NaCl + Brij
Do odnErné baiky na 500 ml bylo navazeno 18 g NaCl, d@plm destilovanou vodou
po zn&ku a bylo gidano 1,5 ml 30% Brije, vSe bylo promichano.
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Roztok NaCQO; + Brij
Do odmrerné baky na 500 ml bylo navazeno 13,25 g.8&; ,doplreno destilovanou vodou
po zn&ku a bylo gidano 1,5 ml 30% Brije, vSe bylo promichano.

Barevnécinidlo
Do odn¥rné baky bylo navazeno 100 mg neocuproinu a poté 50 m&§Qudoplreno
destilovanou vodou po z&leu a promichéno.

Piiprava pristroje a analyza

Nejprve se zasunou ha&ly do jednotlivych pracovnich roztdk napnou hadky

na davkovaci pun#p nastavi se rovho¥ma tvorba bublin v hadkach. Teprve poté se zapne
cely @istroj, regulator teploty, detektor a necha se 2@amin. ustalit. Blikajici kontrolka
ukazuje dosaZeni spravné teploty. V celém systéauicdk a smiSovacich spiral je nutné
dosahnout rovnosmného rozlozeni bublin. Fotometr se kalibruje zlarala 50 mV, za pouziti
aret&niho Sroubu. B pocatenim nagti nizS§im nez 50 mV budou niZSi i vysledné piky.
Nakonec se zapne zapist¢va

Plastové vialky se standardy a vzorky se vilozi doc¢reého davkovaciho #aeni.
Po standardech nasleduje vialka s deionizovanowwaqgdko blank, po kazdych deseti
vzorcich je téZ Zazena vialka s deionizovanou vodou.

Navoli se poet vzorki v davkovai, ¢cas nasavani vzoik vzduchu a promyvani. Nakonec
se zapne start. Stanoveni 8 vaprkva a asi 90 min. Cela analyza je $lautomatickd
a kontinualni. Vysledkem je vystup ze zapista

Po analyze se systém promyva (20 min) deionizovaramou. Jednou za tyden, aby se
zabranilo kontaminaci systému, se systém promyva 1HCI (15 min) a znova
deionizoivanou vodou (20 min).

Parametry pristroje

Cas naséavani vzorku: 60 s, promyvani: 60 s, vzdish:
Stabilizace systémufiplizné 20 min

Teplota: 97 °C

VInova délka ndieni: 460 nm

Nastaveni p&tu vzorki: 56, 33
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3.4. HPLC s UV detekci s diodovym polem

Byl pouZit kapalinovy chromatograf Shimadzu LC10\é detekci. Pro separaci sacharid
byla pouzita kolona s reverzni fazi Zorbax Carbohigs Analysis obsahujicitédmicitan

s 3 — aminopropylsilanem. Popsana metoda stanseeharid slouzi téz ke kontrole obsahu
téchto latek ve vié. Fotografie chromatografické sestvy je uvedenabrazku 9.

Obrazek 9: Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC 10

Priprava vzorka

Lahve svinem byly po celou dobu skladovany v leidnVzorky byly pred analyzou
zfiltrovany pres mikrofiltr (Nylon 0,45um) a nagfiknuty injekéni stikackou do davkovaciho
ventilu.

Priprava standardnich roztoki pro kalibraci

D — gluk6za a D — frukt6za byly pouzity préigravu standardnich roztblo koncentraci 2, 4,
6, 8, 10, 20, 40, 60, 80Id.

Do odn¥rné baiky na 50 ml bylo navazeno 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; @,5; 2,0; 3,0; 4,0 g glukdzy
a doplreno smési ACN/deionizovana voda (50/50) po Zka. Stejnd sada bylafipravena
i s fruktézou.

Uprava podminek pro HPLC analyzu

Podminky pro HPLC analyzu byly stanoveny dle téstiony Zorbax Carbohydrate Analysis,
ktera byla provedena vyrobcem.

Sacharidy byly eluovany z kolony v faali fruktéza, glukéza, pdipact sachar6za. Mobilni
fazi byla smis ACN/deionizovana voda v p@&n 75/25 s pitokem 1,4 ml/min, objem
davkovaného vzorku byl dan davkovaci skou, tj. 5ul. Separace sachatigprobihaly pi
30°C a byly detekovany UV detektorem s diodovymlepo Detektor zaznamenaval
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v rozmezi vinovych délek 200 — 300 nm. Bylo nutteénevit vhodnou vinovou délku,tip
které budou jednotlivé sacharidy sledovany.

Promtienim prvniho standardu glukézy a fruktézy @'pbyly presré stanoveny podminky
vhodné pro analyzu hlavnich sachéna virg.

Identifikace sacharidi

Pripravené vzorky vin byly za upravenych podminektyos trikrat zmeteny a v kazdém
vzorku bylo stanoveno mnozstvi fruktozy a glukozy.

K identifikaci jednotlivych monosachafidbylo pouZito srovnéni reténich ¢asi vzorki
s retenimi ¢asy standardnich latek.

Pro kvantitativni vyhodnoceni glukézy a fruktdézylhyouzit chromatograficky systém
a separéni podminky, které jsou uvedeny vyse.
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3.5. HPLC s RI detekci

Byl pouzit kapalinovy chromatograf Waters Alliancerefraktometrickou detekci. Pro
separaci sacharidbyla pouZita kolona s reverzni aminopropylovoui f&mpelcosii™ LC-
NH,. Fotografie chromatografické sestvy je uvedenabrazku 10.

M¢teni bylo provedeno Statni zéddlskou a potravinégkou inspekci v Biha to metodou
povolenou OIV (mezinarodni organizace pro révu moki PouzitA metoda slouZi nejen
ke kontrole obsahu sachaitidile téz glycerolu ve vén

Rl Detector

Column Chamber
Chromatogram

Sample Manager

Solvent Manager

Obrazek 10: Kapalinovy chromatograf Waters Alliance

Priprava vzorki

Lahve svinem byly po celou dobu skladovany v leidnVzorky byly pged analyzou
zfiltrovany pres mikrofiltr (Nylon 0,45um) a nadgfiknuty injekéni stikackou do davkovaciho
ventilu.

Priprava standartnich roztoka pro kalibraci

Byly pfipraveny smisné standartni roztoky glycerol + glukéza + frukiéz sachardza
o koncentraci 2, 5, 101g.

Do odmeérné baky na 50 ml bylo navazeno 0,1; 0,25; 0,5; glyceralukozy, fruktdzy,
sachardzy a dopéno deionizovanou vodou po zfkal.

Podminky pro HPLC analyzu s RI detekci

Podle pouzité kolony byly sacharidy eluovany wvamb fruktéza, glukéza a sachardza.
Mobilni fazi byla smis ACN/deionizovana voda v p@&nu 80/20 s pitokem 1,0 ml/min,
objem davkovaného vzorku byl dan davkovaci &wowy, tj. 20ul. Separace sachaifid
probihaly gi 40 °C a byly detekovany RI detektoreiin R0 °C.
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Identifikace sacharidi
Pripravené vzorky vin byly dvakrat zffeny a v kazdém vzorku bylo stanoveno mnoZzstvi

fruktdézy a glukdzy, pofpack sachardzy.
K identifikaci jednotlivych sacharid bylo pouZzito srovnani reténich casi vzorka

s reteknimi ¢asy standardnich latek.
Pro kvantitativni vyhodnoceni glukozy, fruktézy ackardzy byl pouzit chromatograficky

systém a sepatai podminky, které jsou uvedeny vyse.
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3.6. Vypo¢éty a vzorce

Vypoéet obsahu sacharid ve ving
Vypocet vychazi z rovnice regresnictimpek kalibr&nich zavislosti jednotlivych standard
cukru, které jsou ve tvaru:

y=Bx+ A

x= YA “)

B
y = vySka piku [mm] nebo plocha piku [mAbgn, nRIUmMIn]
x = mnozstvi sacharidu {d]

B = snernice kalibr&ni kiivky
A = posunuti kalibréni kiivky

Smérodatna odchylka

S
= ©

Chyba metody (relativni snérodatna odchylka)

RSD= > [100(%) 6)
X

n — pa@et nmereni

n-1 — p@et stupi volnosti

x — vysSka piku [mm] nebo plocha piku [mAifmsn, nRIUmMIN]
X - pramérnd vyska piku [mm] nebo fomérna plocha piku [mAbmin, nRIUmMInN]
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo porovnani metod pearxych ke stanoveni jednoduchych
cukni ve virg, a to hlavé vysoko&inné kapalinové chromatografie s UV a RI detekci
a automatického analyzatoru Skalaru. Byla analyaavézr¢ sladka bilagervena atrzova
vina. Dle obsahu celkového cukru byla vina #bemda do 4 kategorii: suchd, polosucha,
sladk& a polosladka.

4.1. Automaticky analyzator Skalar

UZ z ndzvu automatického analyzatoru Skalaru jenpatze jde o automatizovanou metodu.
Stanoveni sachafiidve vire zde vychazi z manuélnich analytickych metod. Bylalyzovano
20 vzork vin s iznym obsahem cukru.

4.1.1. Kalibra ¢ni zavislosti pro Skalar

Kazda sada standardnich roZtalukézy byla pipravena znovierstva (piprava viz. 3.3.)
pro kazdé nreni. Analyza cukr byla provedenatytikrat. Trikrat byly meeny vySky pik na
zadznamu z fotodetektoru (viz. tabulka 9)¢até byly od€itany maximalni hodnotyipmo
z detektoru (viz. tabulka 10). Pro kazdéremi byla sestavena kalildrd zavislost vysky piku
¢i odezvy detektoru na koncentraci glukozy (viz.adak 11, 12).

Tabulka 9: Vy3ky piku jednotlivych standadidyluk6zy

¢ (g N VyékaVEJl'kl,JV(mm) _
merenic. 1 merenic. 2 merenic. 3
4,0 17,0 19,0 20,0
8,0 29,0 37,0 36,0
12,0 43,0 52,0 53,0
16,0 57,0 64,0 66,0
20,0 65,5 75,0 77,0

Standard glukézy 12-§' nebyl pouZit pi sestavovani kalibtai zavislosti, protoZe snizoval
hodnotu spolehlivosti R

Tabulka 10: Odezva detektoru jednotlivych standarglukozy

¢ (g odezva detektoru (mV
g métenic.4
4,0 118,0
8,0 154,0
16,0 226,0
20,0 255,0




vysSka piku (mm)

75
65

45 -
35

15

22

c glu (g/l)

—e— méreni .1 —=— méfeni ¢.2 méreni ¢.3

Obrazek 11: Kalibréni zavislosti glukozy od#tané ze zaznamu

odezva detektoru (mV)

300 ~

250 -

200 ~

150 -

100 T I I I I 1
0 4 8 12 16 20 24

c glu (g/)

—e—méfeniC. 4

Obrazek 12: Kalibréni zavislosti glukozy od#ané z displeje
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Rovnice regresnichifmek kalibr&nich zavislosti:

Mé&fenic.1; y = 3125x + 4,625; R® = 0,9945 7)
Méfeni&.2: y = 3475x+ 7,050, R? = 0,9935 (8)
Méreni&.3: y = 3600x + 6,550; R? = 0,9966 (9)
Méreni&.4: y = 8,650x + 84,450; R* = 0,9986 (10)

Kalibrasni zavislosti jsou ve sledovaném rozmezi koncehtiaearni. Regresni koeficienfR
je ve vSech fipadech vyhovuijici.

4.1.2. Stanoveni obsahu redukujicich sacharidl v jednotlivych vzorcich vin
Vzorky vin byly analyzovanytyiikrat na Skalaru SARFYS Z nangienych vysek pik
¢i hodnot detektoru byla spten pameér a obsah redukujicich sachdrioyl ziskan dosazenim
do rovnic kalibrénich zavislosti (vzdy jednotlv pro kazdé réeni). Hodnoty obsahu
redukujicich sacharidz 1., 2., 3., a 4. giieni byly nakonec zmérovany (viz. tabulka 12).

70 -
60 -
50 -
\E/ 40 -
=)
=< 30 -
o
g
0 20 -
3
10 -
O 4
'10 I I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35
¢as (min)
— standardy + voda — vzorek ¢.1 + voda

Obrazek 13: Ukazka vystupu ze Skalaru, tmavé piqujstandardy (od nejnizsi po nejvyssi
koncentraci), s¥tlé piky jsou prvni 3 vzorky vin
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Tabulka 11: Riklad ziskanych hodnot pro stanoveni obsahu sactan vina Rulandské
bilé 08 @i 1. méiFeni

¢islo mereni vysSka piku (mm

1 6,5

2 6,5

3 7,0

pramérna plocha piku (UAbs/min) 6,7

odchylka s 0,3

RSD (%) 4,4

c (gl 0,64

Tabulka 12: Puzmérny obsah redukujicich sachariilv jednotlivych vzorcich vin
vzorek piimérna koncentrace (') | kategorie vin dle obsahu cukru
Rosé cuvé 2007 0,12
Cuvé 2008 0,28
Zweigeltriebe 2008 0,40
Rulandské Sedé 2008 0,42
Rulandské bilé 2008 0,47
Muskat moravsky 2007 0,48
Ryzlink rynsky 2008 0,53 .
Zweigeltriebe 2007 0,84 (neiv §§uec2eo 4"
Pinot noir 2007 0,85 Vyse &,
Veltlinskécervené 2008 1,19
Fankovka 2007 1,26
Frankovka Kral 2007 1,90
Blauburger 2007 3,52
Ryzlink viaSsky 2007 3,67
Veltlinské zelené 2007 3,94
Ryzlink rynsky 2007 4,60 polosuché
Veltlinské zelené 2008 7,31 (41-12,0¢"
. . . polosladké

Zweigeltriebe rosé 2008 42,21 (12.1 — 45,0 ¢Y)
Tramincerveny 2005 81,21 sladké
Tramin&erveny 2006 93,12 (min. obsah 45,0-5")

K vypoctu obsahu redukujicich sacharigro jednotliva ndfeni bylo uZito rovnic: 7, 8, 9,
10. Stanovené hodnoty obsahu redukujicich sadharil jednotlivé vzorky vinip 1., 2., 3.
a 4. n&teni jsou v piloze 1, spolu se sfrodatnou odchylkou a chybou metody.

Prace na Skalaru je n&rma na pipravu, nastaveni a kalibraci. Cela analyza je pak
automatizovana, ale je nutné neustale kontrolowahanérné rozlozeni bublin v celém
systému. Analyza 20 vzaikvina trvala 3 hodiny. Bfeni na Skalaru jecaste&né
nespecifické, protoZze Guionty mohou byt redukovany nejen sacharidy, aleiniymi
sloweninami, které jsou schopny redukce nebo obsalajswé struktte poloacetalovou
skupinu —OH. Skalarem nelze stanovit obsah jednyatii sacharid ve virg, ale celkové
mnozZstvi invertniho cukru. Proto je tato metodahedna a zcela dostajici pro orientani
rozckleni vin do kategorii dle obsahu cukru.

Rozdleni do kategorii vin dle obsahu cukru, Zjigtho Skalarem, odpovid&eppokladané
kategorizaci od vind.
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4.2. HPLC s UV detekci s diodovym polem
Z instrumentalnich technik byla ke stanoveni éuke virgé pouZzita vysokotinna kapalinova
chromatografie na kol@n sreverzni fazi. Kolona byla speci@lnvyrobcem uena
ke stanoveni sachafidkteré zde byly detekovany UV detektorem s diodoyyolem. Bylo
analyzovano 8 vzotkvin s fiznym obsahem cukru.

4.2.1. Uprava podminek pro HPLC analyzu

Cilem bylo zjistit jestli podminky zadané vyrobcefmobilni faze: 75/25 ACN/voda,
pratok: 1,4 ml/min, teplota: 30 °C) byly zvoleny spndv Dialezité bylo dosahnout dobrého
chromatografického rozliSeni latek ve &mnv minimalnim¢ase. Pitok mobilni faze byl
snizen z 1,4 ml/min na 1,2 ml/min, a toiwddu lepSiho rozliSeni jednotlivych fiikDoSlo
vSak k prodlouzeni doby analyzy.

Pouzity UV detektor s diodovym polem uchovavakti UV spekter v rozmezi vinovych
délek 200 — 300 nm. Byly zvoleny 3 vinové deélky:02@05 a 210 nm, ip kterych byly
sledovany pibéhy meieni prvniho standardu glukézy a fruktézy. UV dedektelice Spaté
proméiena pouze sada standarfduktdzy a dale byla ve vzorcich sledovana jenonktbza.
Zaznam piib¢hu meteni prvniho standardu fruktdzy je na obrazku 14.

bara: 0427522, 001 Chram:04:75¢2. 01 Nechad 0427522 N1 Lib:TEST.5LE

mébz
00T CH1 200nm ]
200+

fruktoza |
100-

0- 4 <
BDD'I_ ChZ 205nm j
200-

fruktoza |
100-

0- N =
30077 Cha 210nm Zl
200+

fruktdza ]
100-
D—_Jk"\/\ - L|
& 2 4 g g min
KN i3

Obrazek 14: Chromatogramy standardu fruktozii gloZzeni mobilni faze: 75/25 ACN/voda,
pii pratoku: 1,2 ml/min, teplo&: 30 °C, tlaku: 47 bar

Podle chromatografického zaznamu vyrobce se pobylaigini ¢as fruktozy kolem 4 min.
Z divodu sniZzeni mitoku mobilni faze na 1,2 mli/min doSlo k narustuenee fruktozy
az na térs 5 min. Nej¢tSi odezvu ma detektotipvinové délce 200 nm, je to vSak hr&mii
vinova délka, fi které Ize identifikovat sacharidy. Obe&cse sacharidy detekujifipvinové
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délce 210 nm, ale na nejniz3i pouZzitou koncetnatitbzy byla odezva detektordils mala,
témér nepatrna. Vinova délka 205 nm byla zvolena jaggepSi pro dalSi analyzu.

42.2. Kalibra éni zavislosti

Kazda koncentrace fjprava viz. 3.4.) standartnich kalibrach roztok fruktézy byla
za upravenych podminek (viz. 4.2.1f)ktat analyzovana na kapalinovém chromatografu
s UV detekci s diodovym polem. Ze z§i8ych ploch pik byla spétena pamérna hodnota
(viz. tabulka 13). Chyba metody stanoveni fruktgzyspoléné se sndrodatnou odchylkou
uvedena v filoze 2.

Tabulka 13: Peimérné plochy pilé fruktézy

c (gl | plocha piku (mAbsnin)
2 188 000
4 411 000
6 498 000
8 710 000
10 893 000
20 1777000
40 3 250 000
60 5143 000
80 7 143 000

Standard fruktézy 4-5* nebyl pouZit fi sestavovani kalibtai zavislosti, protoZe snizoval
hodnotu spolehlivosti R

Byly sestaveny dv kalibratni zavislosti fruktozy. Jedna pro nizSi koncentrck&tozy (2 —
10 gl™), druha pro vy$si koncentrace fruktozy (20 — 80)g

1000000
900000 -
800000 +
700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -

0 \ \ \ ! ! !

plocha (mAbs.min)

c (g

Obrézek 15: Kalibrani zavislost fruktdzy pro koncenttai rozmezi 2-10 ¢j*
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0 20 40 60 80 100
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Obréazek 16: Kalibr&ni zavislost fruktézy pro koncenttai rozmezi 20-80 4"
Rovnice regresnichifmek kalibr&nich zavislosti:
1. y =88500x - 28054; R? = 0,9956 (11)
2. y=8996% - 170005 R? = 0,9954 (12)

Kalibraéni zavislosti jsou ve sledovaném rozmezi koncehtiaearni. Regresni koeficienfR
je v obou pipadech vyhovujici.
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Obrézek 17: Chromatogram standaidruktézy o koncentracich 2 — 104 p#i sloZeni
mobilni faze: 75/25 ACN/vodappritoku: 1,2 ml/min, tepla&: 30 °C, tlaku: 47 bar

4.2.3. Stanoveni sacharidk v jednotlivych vzorcich vin

Vzorky vin byly za upravenych podminek (viz. 4.2.dnalyzovanyiikrat na HPLC s UV
detekci s diodovym polem. Z nafenych ploch pik byla spétena péimérna hodnota
a obsah fruktézy byl ziskan dosazenim do rovnitkainich zavislosti (rovnice 11 nebo 12
byla vybrana podle hodnoty plochy piku fru).

Tabulka 14: Hodnoty frukt6zy nalezené pro vino Vaiské ¢ervené 08

¢islo mereni plocha piku (UAbs/min)
1 300 000

2 361 000

3 358 000
pramérna plocha piku (UAbs/min) 340 000
odchylka s 35 000

RSD (%) 10,2

c (gl 3,87

Prib¢h analyzycislo 2 je zobrazen na obrazku 18. Pro wgi@bsahu fruktézy byla pouzita
rovnice 11.
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Obrazek 18: Analyza vzorku Veltlinsk@&rvené 08 f sloZzeni mobilni faze: ACN/voda
75/25, @i pratoku 1,2ml/min; teplo# = 30 °C, tlaku = 47 bar a vinové délce = 205 nm

Cervena vina byla kvantifikovana metodou standactpffdavku fruktézy (40 ¢™).

Tabulka 15: Fiklad ziskanych ploch pik fruktézy u vina Frankovka 2007

0

plocha piku s oz pramérna plocha
&islo | piidavkem 40 ¢* ?m?emi piku standardu rozdil
meieni fruktdzy Fmo:b:rﬁiln)u fruktozy 40 g™t (mAbsmin)

(mAbsmin) (mAbsmin)

1 5588 000

2 5718 000 5 730 000 3 250 000 2 481 0C

3 5 885 000

odchylka s 149 000

RSD (%) 0,3

c (gl 29,46

Prib¢h analyzycislo 1 je zobrazen na obrazku 19. Pro wgimbsahu fruktdzy byla pouzita

rovnice 12.
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Obrazek 19: Analyza vzorku Frankovka 2007 s ¥nim standardem fruktozyifp slozeni
mobilni faze: ACN/voda 75/25 #ppritoku 1,2ml/min; teplog = 30 °C, tlaku = 47 bar,
vinové délce = 205 nm)

Tabulka 16: Koncentrace frukt6zy v jednotlivyclaarcich vin

vzorek paimérna koncentrace (') | kategorie vin dle obsahu cukfu
SR . suché

Veltlinskécervené 2008 3,87 (nejvyse 4.0 glj'l)
o . polosuché

Veltlinské zelené 2008 10,24 (4.1-12,0 g'l)

Fankovka 2007 29,46

Blauburger 2007 35,69 polosladké

Frankovka Kral 2007 39,22 (12,1 — 45,0 ¢

Zweigeltriebe rosé 2008 41,68

Tramincerveny 2005 59,17 sladké

Tramincerveny 2006 64,15 (min. obsah 45,0-§"

Plocha piku fruktdzy nalezena pro jednotlivé vzoviy, spolu se simodatnou odchylkou a

chybou metody jsou uvedeny iilpze 3. Péb¢h analyzy jednotlivych vzokk je uveden
v priloze 4.

Kapalinova chromatografie je obeécjednoducha a rychla metoda. Zalezi vSak na zvoilené

detektoru jak bude vysledky prezentovatali@h analyzy vzork vina sledovany UV

detektorem s diodovym polem byl Spatny, z\ulgsak ucervenych vin. Fruktéza se ztracela
mezi dal$imi interferujicimi latkami ve vinRe$enim by bylo zjednodu$eni vzorku vinainap

extrakci. Nevyhodou také bylo, Ze detektor idekiial pouze fruktdzu, coz je nedaSifci.
Analyza jednoho vzorku vina trvala 15 min.
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Vina byla rozdlena orienténé do kategorii vin pouze dle obsahu fruktoggrvena vina
FR 07, FRK 07 a BL 07 se se svym vysokym obsaherkidzy zd@adila do uplg jiné

kategorie nez byla {wodre u vinad, do polosuchych vin. Ostatni vina se shodovala
s pivodnim rozdlenim.
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4.3. HPLC s RI detekci
Z instrumentalnich technik byla ke stanoveni éuke virgé pouZzita vysokotinna kapalinova
chromatografie na kola@rs reverzni fazi. Sacharidy zde byly detekovang&®éktorem. Bylo
analyzovano 8 vzotkvin s fiznym obsahem cukru.

4.3.1. Kalibra ¢ni zavislosti
Kazda koncentrace fijprava viz. 3.5.) sisnych standardnich kalilir@ch roztok
glycerol + glukéza + fruktdéza + sachardza byla gyatana na kapalinovém chromatografu
s Rl detekci. Plochy piku fruktézy, glukézy a sadag jsou v tabulce 17.

Tabulka 17: Plochy pik glukézy, fruktozy a sacharézy.

¢ (g plocha piku (nRIU.min)
g gluk6za fruktdza sachar6za
2 98 000 243 000 286 000
5 284 000 616 000 657 000
10 575 000 1227 000 1 306 000
1 400 000 -+
1200 000 -
'S 1000000 -
£
=2 800000 -
=
S 600000 -
<
38 400000 -
o
200 000 -
O I I I I I 1
0 2 4 6 8 10 12
c (g/l)
—e— sachar6za —s— glukbza frukt6za

Obrazek 20: Kalibr&ni zavislosti glukdzy, fruktézy a sachardzy

Rovnice regresnichipek kalibr&nich zavislosti:

glukéza: y = 5956 +18519; R* = 0,9997 (13)
fruktdza: y =12297X + 1225 R = 0,9999 (14)
sachar6zay =12771%+ 26074%* = 0,9999 (15)

58



Kalibrasni zavislosti jsou ve sledovaném rozmezi koncehtiraearni. Regresni koeficienfR
je vyborny, blizi se tési k jedné.
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Obrézek 21: Analyza s#sného standardu s koncentraci 18§ glycerolu + fruktézy +
glukozy + sacharozyipslozeni mobilni faze: ACN/voda 80/204i ppritoku 1,0 ml/min;
teplot = 40 °C a tlaku = 580 psi

4.3.2. Stanoveni sacharidk v jednotlivych vzorcich vin

Vzorky vin byly dvakrat analyzovany na HPLC s Riekei. Z nanitenych ploch pik byla
spaitena ptmérna hodnota a obsah glukdzy, fruktézy, fippd sachardzy byl ziskan
dosazenim do rovnic kalibfaich zavislosti jednotlivych sachatidviz. tabulka 19).

Tabulka 18: Hodnoty glukozy, fruktdzy a sacharozglezené pro vino Tramiderveny 05

w - plocha piku (nRIU.min)

¢islo meteni 2 2 7
glukoza| fruktéza | sachardzpa

1 187 000 1 354 000 -

2 179 000 1 356 000 -

pramérna plocha piku (UAbs/min)183 000| 1 355 000, -

odchylka s 0,37

RSD (%) 0,5

c (gl 16,92 | 55,15 | -

celkem c (g™ 72,06

Prib¢h analyzycislo 1 je zobrazen na obrazku 22. Pro \Wgimbsahu obsahu glukézy byla
pouzita rovnice 13, obsahu fruktézy rovnice 1daahu sachardzy rovnice 15.
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Obrazek 22: Analyza vzorku Tramiderveny 05 pi sloZzeni mobilni faze: ACN/voda 80/20,
pii pratoku 1,0 ml/min; teplog = 40 °C, tlaku = 580 psi

|
1
|

| +sacharosa - 16.829

[

[

Tabulka 19: Hodnoty sacharid v jednotlivych vzorcich vin
pramérna c (g™

vzorek celkem ¢ () kategorie vin dle
glukéza| frukt6za| sachar6za obsahu cukru

Veltlinskécervené 2008 - 1,67 - 1,67

Blauburger 2007 - 0,32 - 0,32 suché
Fankovka 2007 - 1,43 - 1,43 (nejvyse 4,0 ¢
Frankovka Kral 2007 - 1,01 - 1,01

Veltlinské zelené 2008 - 5,73 - 573 | 4 E"_'Ols;ghg.l)
Zweigeltriebe rosé 2008 6,81 | 31,47 | 0,66 38,94 (12‘,’{"5’54'2?0‘(3.1)
Tramincerveny 2006 19,29 62,05 - 81,34 sladké
Tramincéerveny 2005 16,92 55,15 - 72,06 | (min. obsah 45,0-§")

Plochy piki glukézy, fruktdzy a sachardzy nalezené pro jeddtivzorky vin, spolu

se smdrodatnou odchylkou a chybou metody jsou uvedenyiloze 5. Pibéh analyzy
jednotlivych vzork: je uveden v filoze 6.

Opet byla pro stanoveni sachaiigouzita jednoducha a rychla vysokona kapalinova
chromatografie. Zde byl pro identifikaci sacharidvolen RI detektor. Ukazalo se, Zze RI
detektor je schopen zaznamenat cukry a glycergirnéebez dalSich inerferujicich latek, které
by ruSily detekci. Z chromatogramu tak Izeeqr® identifikovat a kvantifikovat fruktozu,
glukdézu a sachar6zu ve ¥inAnalyza jednoho vzorku trvala 20 min. Glukézaaglsardza

u rekterych vzork,, nebyly ve vig vibec obsazeny nebo bylo jejich mnozZstvi pod mezi
detekce. Nefitomnost glukdzy se da vy&lit glukofilnimi kvasinkami @astnicich se kvaSeni
vina.

Rozckleni do kategorii vin dle obsahu cukru odpovitidpokladané kategorizaci od vifia
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4.4. Srovnani metod pouzitych pro stanoveni sachariilve ving

Z nanetenych hodnot byly sestrojeny grafy pro jednotliaddgorie cuki, z nichz je patrné,

Ze hodnoty ziskané Skalarem i HPLC s UV detekcii negjdenci byt vyssi, nez hodnoty
nantiené na HPLC s RI detekci (viz. obrazek 23 -.23tanovené hodnoty celkového cukru
ze vSech metod jsou uvedeny v tabulce 20. Hodnotytdzy z chromatografickych metod

jsou uvedeny v tabulce 21.

Tabulka 20: Srovnani hodnot na#k¥enych Skalarem a HPLC s Rl a UV detdkc

c sacharidy (gl™)
vzorek | sALAR | RDS (%) "PC I Ros ) | V¢ | RDS ()
FR 07 1,26 20,0 1,43 0,7 29,46 0,3
FRK 07 1,90 12,3 1,01 2,8 39,22 1,3
BL 07 3,52 8,8 0,32 3,1 35,69 1,6
Tabulka 21: Srovnani obsahu fruktozy nafitené HPLC
c fruktoza (g™
vzorek HPLC 0 HPLC 0
RI RDS (%) UV RDS (%)
FR 07 1,43 0,7 29,46 0,3
FRK 07 1,01 2,8 39,22 1,3
BL 07 0,32 3,1 35,69 1,6
VC 08 1,67 1,7 3,87 10,2
VZ 08 5,73 1,4 10,24 1,2
ZWR 08 31,47 0,4 41,68 4,1
TC 05 55,15 0,0 59,17 8,4
TC 06 62,05 0,0 64,15 7,0
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4.41. Srovnani Skalaru a HPLC metod

Sucha vina O Skalar
B RI

45 O uv

30
25 -
20 -

15
10

mnoZstvi cukru (g/l)

0 — | [
FR 07 FRK 07 BL 07

Obrazek 230bsah celkového cukru ve vzorcich suchych vin

Pro srovnani celkovych cukrve vinech byla vybrana jen suckiérvena vina (FR 07,
FRK 07, BL 07), kterd byla na Skalaru analyzovargvioe, ¢tyiikrat. Ostatni vina,
se podalo zanalyzovat na Skalaru jenom jednou. Chyba thetiy zde nebyla sénodatna.

Do srovnani metod pouZitych pro stanoveni celkovéb&ru byly zahrnuty i hodnoty
nantiené na HPLC s UV detekci, i kdyz zde byla sledov@rmom fru. DalSi réeni
na HPLC s RI detekci totiz ukazalo, Ze ve srovngehrtervenych vinech zastupuje cukry
pouze fruktoza. Glukdza, ptipact sachardza byly obsazeny az u vin ne zcela prokyaBe

tj. polosladkych a sladkych (ZWR 08CT05, TC 06).

Hodnoty namdiené kapalinovym chromatografem s RI detekci byhginnez hodnoty ziskané
Skalarem a HPLC s UV detekci. Pouze u vzorku FRbOIF nantieny vysSi hodnoty
nantiené na HPLC s Rl detekci nez hodnoty &@mé na Skalaru. Analyza na Skalaru
je casténé nespecificka. Vyhodnocuji vychazi pouze z vySekipilSkalarem lze stanovit
pouze mnozstvi invertniho cukru. Koncentrace glykdrukt6zy a sachardzy stanovené
pomoci metody HPLC mohly byt ovli¥ny pfitomnosti jinych minoritnich culy které
se vyskytuji ve vié jen v nizkych koncentracich, ale podili se na cetko obsahu cukr

a na sladké chuti vina.

Skalar staja jako ok HPLC metody jsou natmé na kalibraci a nasledné promyvani.
U Skalaru je p kazdém novém gfeni nutné zadit standardni roztoky, podle kterych
se vyhodnocuje obsah redukujicich dukiipravna faze tak prodluZuje celkovou analyzu.
U HPLC neni doba analyzy tak dlouhd, ale je poudiglaminova stacionarni faze, ktera ma
kratkou Zivotnost, proto jsou HPLC metody naklgdn

Na stanoveni sachafidna HPLC je pdtba pouze 5 — 2@ vzorku na jednu analyzu,
na Skalaru se vSak spebuje az 10 ml.
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4.4.2.

Srovnani HPLC metod

afl)

N—r

fru

N—

mnozstv

Sucha vina

50
45

40
35 -
30

25

20

10

|

vC 07

FRO7 FRK 07 BL 07

ERI
ouv

Obrazek 24: Obsah fruktdzy ve vzorcich suchych vin

mnoZzstvi fru (g/l)

Polosucha vina

12

10

VZ 08

BRI
O uv

Obrazek 25: Obsah fruktozy ve vzorku polosuchyam vi
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Polosladka vina BRI
O uv

45
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35
30 -
25
20 -

15
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mnoZzstvi fru (g/l)

ZWR 08

Obrazek 26: Obsah fruktdzy ve vzorku polosladkyam v

Sladka vina mRI
O uv

66
64 -

60

58

56

mnoZzstvi fru (g/l)

54

52

TC 05 TC 06

Obrazek 27: Obsah fruktdzy ve vzorcich sladkych vin

Pro srovnani obou HPLC metod byly pouzity hodnotsahu fruktozy v jednotlivych
vzorcich vin, které byly analyzovany na HPLC s RU¥ detekci, protoZze UV detektor
zaznamenaval jenom fruktézu.
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Hodnoty namdtené kapalinovym chromatografem s UV detekci bylgSiykkdy mnohem
vySSi nez hodnoty ziskané HPLC s RI detekci, i KoyZpouZity stejny systém stacionarni
a mobilni faze. Nevyhodou HPLC s UV detekci jepievinové délce kolem 200 nm detektor
zaznamendaval nejenom cukry, ale i dalSi interferdptky v pouzité matrici vina. Tento
problém se vyskytl hlavnu ¢ervenych vin. Hodnoty fruktézy natené na UV detektoru
byly témei 39 krat ¥tSi u FRK 07, 20 krat&Si u FR 07 a dokonce az 110 krétSwu BL 07,
coz najednou tyto vzorkyr@azuje o d¢ kategorie dal do polosladkych vin. U sladkych
a polosladkych vin nebyl rozdil tak patrny.
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5. ZAVER

V réamci literarni reSerSe byly z dostupnych ztirapracovany informace o vlastnostech
sacharid pritomnych ve vid a moznostech jejich stanoveni. Byla popsana tdogi®
vyroby vina, kterd je odliSna pro bil&arvené vino, gib¢h kvaseni, sloZeni vina, igoby
prislazovani vin a @ovani cukernatosti.

Hlavnim cilem této prace bylo porovnani metod peazych ke stanoveni jednoduchych
cukni ve virg, a to hlavé vysokow&inné kapalinové chromatografie s UV a RI detekci
a automatického analyzatoru Skalaru.

V experimentalntasti diplomové prace byly stanovovany jednoductubaady ve vzorcich
vin. Kapalinovou chromatografii byly stanoveny giak, fruktéza a sachar6za jednat)iv
Skalarem byly stanoveny celkbvedukujici cukry.

Pro kvantitativni stanoveni glukdzy, frukt6zy atlsawzy i celkovych redukujicich cukbyly
pouzity kalibr&ni zavislosti pro jednotlivé standardni roztokyukidlza, fruktéza a sachardza
byly identifikovany porovnanim reténich ¢asi jednotlivych piki vzorku s retetnim casem
standardu glukdzy, fruktozy a sachardzy. Byla ar@mlgina vina bilaervena atzova. Dle
obsahu celkového cukru byla vina réeha do 4 kategorii: suchd, polosucha, sladka
a polosladka.

Kapalinovou chromatografii s Rl detekci byl celkoepsah cukru (glukéza, fruktéza,
popipadt sachar6za) u suchych vin n&en v rozsahu od 0,315 do 1,670™g Nejvyssi
tvorila vina polosucha, zastoupena jednim vzorkem VZ2\iB8a polosladka byla zastoupena
také jednim vzorkem ZWR 08. Jednalo se o vino jekasivlastkem vylr z hrozrii nebo
vybér z bobuli, které obe¢nma vyssSi obsah zbytkového cukru. NejvySSi obsadnuchyl
analyzovan u vzork Traminucervenéhoizného sté, coz by se dalofpdpokladat vzhledem
k tomu, Ze se jedna o slamoveé vino, které je cherakické vysokym obsahem zbytkového
cukru aradi se do kategorie sladkych vin.

Kapalinovou chromatografii s UV detekci byl celkowpbsah cukru (v tomto ffpact
reprezentovany pouze fruktézou) u suchych vin jedamé stanoven u vzorku & 08.
Odlehlé hodnoty byly naéieny u vzork FR 08, FRK 08 a BL 08, kde se obsah fruktozy
pohyboval v intervalu od 29,4639 do 39,215 d*, coZ odpovida hodnotam polosladkych
vin. Vina polosucha a polosladka byla zastoupexalé pouze jednim vzorkem; polosuché
VZ 08 a polosladké ZWR 08. Vina sladka zahrnovala dzorky T 05 a T 06. HPLC

s UV detekci nebyla schopna stanovit gluk6zu aa@au ve vzorcich vin , proto zde neslo
o rozctleni do kategorie vin dle celkového obsahu cukle,jen orientané podle obsahu
fruktdzy.

Z udaji ziskanych stanovenim Skalarem plynou nasledufiagéry: Z celkového pé&tu 20
vzorka byly zastoupeny 75 % vina sucha. Mnozstvi celkowgrkru stanoveného ve vzorcich
suchych vin se nachézelo v intervalu od 0,120 @8&gl™. Dalsi skupinu tviila vina
polosucha, kterd obsahovala 4,597 a 7,32 gbytkového cukru. Nejvy3si obsah cukru
93,12 g byl analyzovan u vzarktC 06, coZ je slamové vino, které smdi do kategorie
sladkych vin.

Z nameienych hodnot byly sestrojeny grafy pro jednotliaddgorie cukernatosti vin. Z géaf
je patrné, Zze hodnoty ziskané analyzou Skalaremaja tendenci byt vysSi, nez hodnoty
namérené na kapalinovém chromatografu s Rl detekci. @kabtiz stanovuje celk@v
redukujici cukry, wetr® cukmi minoritnich, které se kapalinovou chromatografii
nestanovovaly.

Metoda HPLC s RI detekci pro stanoveni jednoduchgokni ve virg byla owfena
na realnych vzorcich vigjmz se dokazala jeji pouzitelnost v praxi. Dokazataje vhodnou
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a presnou metodou na stanoveni sactiang viré. Rl detektor nezaznamenaval jiné
interferujici latky, coz usnadnilo nasledné vyhathrd z chromatogramu. Ofgsnosti
stanoveni jednotlivych sachatigwdcilo i to, Ze nej¢étSi chyba metody byla pouze 3,1 %.
Kapalinovou chromatografii s RI detekci se sicearesvi cela suma redukujicich ctikele
zjisttné mnozstvi havnich sacharige presné. OIV metodu na stanoveni sachiapdmoci
HPLC s RI detekci poZaduje Evropska Unie.

LevrejSi a zcela dostaiji metodu pro zakladni rozeni vin do kategorii vin dle obsahu
cukru je analyza pomoci Skalaru. S ohledem na véSkie minoritni) redukujici cukry
obsazené ve vénse vysledky obsahu sachdridiSily minimalné od HPLC s RI detekci.
Chyba metody, kterd zde byla u FR 07 az 20 % ,ebgada snizit opakovanym éienim
pomoci odborného personalu.

Nejméreé vhodnou metodou je HPLC s UV detekci. Uk4zal tat$p pabeh analyzy, hlava

u ¢ervenych vin, a neschopnost identifikovat a oddaiSi sacharidy (glukézu a sacharozu).
Resenim by bylo zjednoduseni vzorku vina extralad, iy ale celou metodu zdraZilo.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

7.1. Seznam pouzitych zkratek

ACN - acetonitril

ASVK — aktivované suSené vitské kvasinky

BOK - biologické odbouravani kyselin

DAD - diode array detector — detektor diodovéhegolp UV detektoru)

ECD - elektrochemicky detektor

ELSD — evaporative light scattering detector — kletes\&telného rozptylu

FLD — fluorescetni detektor

HPLC — high performance liquid chromatography —okggtinna kapalinova chromatografie
IMP — ion-moderated partitioning — iontbkizena rozdlovaci chromatografie

ISO - International Organization for Standardizatiee Mezinarodni organizace pro
standardizaci

°KMW - stupé Klosterneuburského mosténo

°NM — stup& normovaného mostasru

NMR — nuklearni magnetick& rezonance

OlV - Office internationale de la vigne et du vimezinarodni organizaca pro révu a vino
Psi — pound-force per sq. inch — jednotky tlaku

RSD - relativni sgrodatna odchylka (chyba metody)

RID — refractive index detector — refraktometriakgtektor

UVD - ultra violet detector — detektor v ultra bak oblasti sételného spektra
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7.2. Seznam pouzitych symbai

koncentrace 4]

vnittni pramér kolony [mm]
délka kolony [mm]

vinova délka [nm]
kapacita kolony [mmol]
paiet mereni

tlak [Pa, bar, psi]
snérodatna odchylka
teplota [°C]

objem [I; n]

vySka (plocha) piku [mm; mAbsin; nRIUmin]

pramérna vyska (plocha) piku [mm; mAfpsin; nRIU.min]
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8. SEZNAM PRILOH

Skalar

Ptiloha 1. Obsah redukujicich sacharidjednotlivych vzorcich vin

HPLC s UV detekci
Ptiloha 2: Nanstené hodnoty kalibkanich zavislosti fruktozy
Priloha 3: Nanstené hodnoty frukt6zy pro jednotlivé vzorky vin

Priloha 4: Pitbéh analyzy jednotlivych vzoikvin

HPLC s RI detekci
Priloha 5: Nangtené hodnoty glukdzy, fruktozy, sachardzy pro jelividtzorky vin

Ptiloha 6: Pitbéh analyzy jednotlivych vzoikvin
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9. PRILOHY

9.1. Namérené udaje pro Skalar

9.1.1. Priloha 1: Obsah redukujicich sacharidi v jednotlivych vzorcich vin
A) Mé&teni¢. 1
Méteni&. 1 y = 3,125x+4,625 R-0,9945
vzorek | vySka piku (mn) @ vySka piku (mm)| odchylka|s RSD (%) c(g™
cuveé 08 1 6,0
8 6,0 6,0 0,0 0,0 0,44
9 6,0
RB 08 10 6,5
11 6,5 6,7 0,3 4,4 0,66
12 7,0
RS 08 13 6,5
14 7,0 6,7 0,3 4,4 0,66
15 6,5
16
VZ 07 17 18,0
18 18,5 18,2 0,3 1,6 4,34
19 18,0
RR 07 20 20,0
21 20,0 20,0 0,0 0,0 4,92
22 20,0
MM 07 23 7,0
24 7,0 7,0 0,0 0,0 0,76
25 7,0
26
RR 08 27 7,5
28 7,5 7,5 0,0 0,0 0,92
29 7,5
RV 07 30 17,0
31 17,5 17,2 0,3 1,7 4,02
32 17,0
FR 07 33 9,5
34 10,0 9,7 0,3 3,0 1,62
35 9,5
36
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ZW 07 37, 8,0
38 8,5 8,2 0,3 3,6 1,14
39 8,0
ZW 08 40 6,5
41 6,5 6,7 0,3 4,4 0,66
42 7,0
ROSE 43 5,0
44 5,0 50 0,0 0,0 0,12
45 5,0
46
PN 07 47 8,5
48 8,0 8,3 0,3 3,5 1,18
49 8,5
BL 07 50 17,0
51 17,0 17,0 0,0 0,0 3,96
52 17,0
FRK 07 53 11,5
54 11,5 11,5 0,0 0,0 2,20
55 11,5
56
B) Mé&ieni¢. 2
Méteni&. 2 y = 3,475x+7,050 - 0,9935
vzorek | vySka piku (mn) @ vySka piku (mm)| odchylka|s RSD (%) CH)
cuveé 08 1 7,0
8 7,0 7,0 0,0 0,0 -0,01*
9 7,0
RB 08 10 7,5
11 7,5 7,3 0,3 4,0 0,07*
12 7,0
RS 08 13 7,0
14 7,0 7,2 0,3 4,0 0,04*
15 7,5
16
VZ 07 17 20,0
18 20,0 20,0 0,0 0,0 3,73
19 20,0
RR 07 20 22,0
21 22,0 22,0 0,0 0,0 4,30
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22 22,0
MM 07 23 8,0
24 8,0 8,0 0,0 0,0 0,27
25 8,0
26
RR 08 27 8,0
28 8,0 8,0 0,0 0,0 0,27
29 8,0
RV 07 30 19,0
31 19,0 19,0 0,0 0,0 3,44
32 19,0
FR 07 33 11,0
34 11,0 10,8 0,3 2,7 1,08
35 10,5
36
ZW 07 37, 9,5
38 9,5 9,5 0,0 0,0 0,71
39 9,5
ZW 08 40 7,0
41 7,0 7,0 0,0 0,0 -0,01*
42 7,0
ROSE 43 6,0
44 6,0 6,0 0,0 0,0 -0,30*
45 6,0
46
PN 07 47 9,5
48 9,5 9,5 0,0 0,0 0,71
49 9,5
BL 07 50 18,5
51 18,5 18,7 0,3 1,6 3,35
52 19,0
FRK 07 53 13,0
54 13,0 12,8 0,3 2,3 1,66
55 12,5
56
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C) Mgieni¢. 3

Mé&teni¢.3 y = 3,600x+6,550 & 0,9966
vzorek | vySka piku (mn) @ vySka piku (mm)| odchylka|s RSD (%) c @™
cuveé 08 1 7,0
8 7,0 7,0 0,0 0,0 0,13
9 7,0
RB 08 10 7,5
11 7,5 7,5 0,0 0,0 0,26
12 7,5
RS 08 13 7,0
14 7,0 7,2 0,3 4,0 0,18
15 7,5
16
VZ 07 17 20,0
18 20,0 20,0 0,0 0,0 3,74
19 20,0
RR 07 20 23,0
21 23,0 23,0 0,0 0,0 4,57
22 23,0
MM 07 23 8,0
24 8,0 8,0 0,0 0,0 0,40
25 8,0
26
RR 08 27 8,0
28 8,0 8,0 0,0 0,0 0,403
29 8,0
RV 07 30 19,0
31 19,5 19,3 0,3 1,5 3,54
32 19,5
FR 07 33 10,5
34 10,5 10,5 0,0 0,0 1,01
35 10,5
36
ZW 07 37 9,0
38 9,0 9,0 0,0 0,0 0,68
39 9,0
ZW 08 40 7,0
41 7,0 7,0 0,0 0,0 0,13
42 7,0
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ROSE 43 6,0
44 6,0 6,0 0,0 0,0 -0,15*
45 6,0
46
PN 07 47 9,0
48 9,0 9,0 0,0 0,0 0,68
49 9,0
BL 07 50 18,0
51 18,5 18,3 0,3 1,6 3,26
52 18,5
FRK 07 53 13,0
54 13,0 13,0 0,0 0,0 1,79
55 13,0
! 56
Nizké nebo zaporné hodnoty nebyly z&pmy do pameru.
D) Mé&teni&. 4
Méteni&.4 y = 8,650x+84,450 & 0,9986
vzorek OdeZ‘Zf‘n S'/?te“or“ @ odezva (mV) | odchylkak RSD (%) | ¢ (9%
VC 08 7 95,0
8 94,0 94,7 0,6 0,6 1,19
9 95,0
\VZ 08 10 148,0
11 148,0 147,7 0,6 0,4 7,31
12 147,0
ZWR 0813 265,0
14 268,0 267,0 1,7 0,6 42,21
15 268,0
16
TC 06 17, 164,0
18 164,0 165,0 1,7 1,0 93,12
19 167,0
TC 05 20 155,0
21 154,0 154,7 0,6 0,4 81,21
22 155,0
FR 07 23 95,0
24 95,0 95,3 0,6 0,6 1,25
25 96,0
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26

BL 07 27 115,0
28 114,0 114,7 0,6 0,5 3,50
29 115,0
FRK 07 30 101,0
31 101,0 101,3 0,6 0,6 1,95
32 102,0
33
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9.2. Namérené udaje pro HPLC s UV detekci

9.2.1. Priloha 2: Naméiené hodnoty kalibraénich zavislosti fruktozy
¢islo 1 locha piku ramérna plocha
mereni| © ) E)mAbs-nF:in) giku (mAbFs)smin) odchylka s RSD (%)
1 2 194 000
2 2 183 000 188 000 6 000 2,9
3 2 187 000
4 4 407 000
5 4 404 000 411 000 10 000 2,4
6 4 423 000
7 6 506 000
8 6 486 000 498 000 11 000 2,2
9 6 504 000
10 8 712 000
11 8 703 000 710 000 6 000 0,9
12 8 715 000
13 10 897 000
14 10 882 000 893 000 11 000 1,2
15 10 902 000
16 20 1 755 000
17 20 1 765 000 1777 000 30 000 1,7
18 20 1811 000
19 40 3210000
20 40 3285 000 3250 000 38 000 1,2
21 40 3 255 000
22 60 5153 000
23 60 5122 000 5143 000 18 000 0,4
24 60 5153 000
25 80 7 384 000
26 80 6 957 000 7 143 000 218 000 3,1
27 80 7 089 000
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9.2.2. Priloha 3: Naméiené hodnoty fruktozy pro jednotlivé vzorky vin

A.) Bila a fizovéa vina

mreni] V2K | (omnamin) | bik (mabsminy | cvikas| RSD ®6) | ¢ (@)
1|vC 08 300 000
2|vC 08 361 000 340 000 35 000 10,2 3,47
3|vC 08 358 000
4|vz 08 906 000
5|VvZ 08 912 000 903 000 10 000 1,2 10,24
6|VZ 08 892 000
7|ZWR 08 3 504 000
8| ZWR 08 3 750 000 3579 000 148 00D 4,1 41(68
9|ZWR 08 3483 000
10|/ TC 05 2 666 000
11| TC 05 2 548 000 2 492 000 208 00D 8,4 29/59
12|TC 05 2 261 000
13| TC 06 2 663 000
14| TC 06 2 927 000 2 715 000 191 00D 7,0 32)07
15(TC 06 2 556 000

Vzorek TC 05 byl dvakrat gedsn: ¢ = 295852 =5917g 0™
Vzorek TC 06 byl dvakrat #edsn: ¢ = 32,0732 =6415g 0"

B.) Cervena vina

plocha pramérna
piku s primEma plocha piku
CEIO, vzorek prldavk_?m plocha piku stand,ardu rOZd'I. odchylka s| RSD (%)| ¢ (g™
meieni 40 gl (mAbsmin) fruktézy | (uAbs/min)
fruktozy 40 gl
(mAbsmin) (mAbsmin)

16| FR 07 5 588 000

17|FR O7 5718000 5730000 32500p0 2481p00 049D 0,3 29,46

18| FR 07 5 885 000

19|BL 07 6 255 000

20(BL 07 6 230 000 6291000 3250000 3041000 &Oop 1,3 35,69

21|BL 07 6 387 000

22|FRK 07 | 6 720 000

23|FRK 07| 6596 000f 660800p 3250000 3358000 (ODWY/ 1,6 39,22

24|FRK 07 | 6 507 000
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9.2.3. Priloha 4: Pribéh analyzy jednotlivych vzorki vin

A.) Bila a fizovéa vina

bara: 04221, 0L Chram: 047271, 1 Nechad :0422vz1.NDL Lib:TEST.5LE

mibs
300 [~ Ch2 205nm =

200-

[ ]
100- ;
fruktdza
Z v
D.
, , hdl
m 5 10 min
A 13|
Obrazek 1:Analyza vzorku VZ 08
bara: 0420283, k01 Chrom: 0420283, kIL Nerchod (420203 NOL Lih:TEST.SLA
mibs
30077 Ch 205nm L

fruktoze

Obrazek 2: Analyza vzorku ZWR
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pare: 042071 k0L Chram; 042071, wO1 Wethod ;04 20TCL NOL Lit:TEST. LB
mébsg

300 T Chi 205nm Al

200+
frukt6ze

[
100+
0-

, , =

Ei 5 10 riiir

K1 0
Obréazek 3:Analyza vzorku T 05
bara: 042074, Kl Chram; 042074, k1 Nechad ;(420TC4 NDL Lib:TEST. SLE

mibs

3007 Chl 205nm L

200- frukt6ze

[ |
100+
0-

, , =

Eﬂ 5 10 min

KN M

Obrazek 4:Analyza vzorku T 06
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B.) Cervena vina

baral: 042052, 000 baral:04205F42. 601 Arren;1d
mébz RT: 0.06  Lewek 351343
1000- 2]

a — standard fruktozy
b — fruktéza — BL 07

B00-
|
b
o a
| . =
a B 0 min
[ [ | |
Obrazek 5:Analyza vzorku BL 07 se standardnfigavkem fruktdzy
paral:QdddFnsd. vl parad 04205R42, 001 Areea:ld
mébz RAT: 015  Lewel 1007188
1000+ e
a — standard fruktozy
b — fruktéza — FRK 07
B00-
|
b
0-
a
| . .=
0 5 10 min
i I

Obrazek 6:Analyza vzorku FRK 07 se standardninfigavkem fruktozy
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9.3. Namérené udaje pro HPLC s RI detekci

9.3.1. Priloha 5: Namgéiené hodnoty glu, fru, sach pro jednotlivé vzorky wi
locha piku (nRItmi It
vzorek |redsni p piku (n in) c(gl) celk(?lm odchylka| RSD
c(gl™) S (%)
glukéza| fruktdza | sacharOrglukozal fruktdzal sachar6za
< i . - 1,69 -
V(V? 08 1 206 000 167 0,03 17
vC 08 1 - 202 000 - - 1,65 -
_ _ - 0,32 -
BL 07 1 38 000 0,32 0,01 3.1
BL 07 1 - 37 000 - - 0,31 -
. _ - 1,43 -
FR 07 1 174 000 143 0,01 0.7
FR 07 1 - 174 000 - - 1,42 -
_ i - 1,03 -
FRK 07 2 62 000 101 0.03 28
FRK 07 2 - 60 000 - - 0,99 -
_ i - 5,67 -
VZ 08 1 696 000 5.73 0.08 14
VZ 08 1 - 709 000 - - 5,78 -
6,87 | 31,38 0,70
ZWR 08 2 | 186000 1928000 71000 3894 0,01 0.0
ZWR 08 2 | 182000 1940000 66000 6,74 | 31,56 0,63
< | 19,22 | 62,04 -
Tg 06 5 | 210000 1 52500p 81 34 0.11 0.1
TC 06 5 | 212000 1525000 - | 1935 | 62,06 -
T(V? 05 5 | 187000 1 354 00D - 17,41 55,11 "1 7206 0,37 0.5
TC 05 5 | 179000 1 356 00D - 16,42 55,18 -
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9.3.2.

Priloha 6: Pribéh analyzy jednotlivych vzorki vin

500.00
400.00+

300.004

MV

200.00+

100.00+

0.00+

=—glycerol - 5.057

—+fruktosa - 8.654

l
>

—— T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00
Minutes

Obrazek 7:Analyza vzorku FR 07
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Obrazek 8:Analyza vzorku VZ 08
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