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ABSTRAKT

Cilem této préce bylo charakterizovat 2,3-butandion, popsat technologii vyroby vina a
vhodné instrumentdlni metody stanoveni 2,3-butandionu. Ke stanoveni obsahu 2,3-

butandionu ve vzorcich vina byla pouZita metoda HPLC-ECD.

Klicova slova: 2,3-butandion, Technologie vyroby vina, Instrumentélni metody, HPLC-
ECD

ABSTRACT

The aim of this study was characterized 2,3-butandione, described the technology of wine
making and appropriate instrumental methods for determination of 2,3-butandione. To de-

termine the content of 2,3-butandione in wine samples was used HPLC-ECD.

Keywords: 2,3-butandione, wine making technology, instrumental methods, HPLC-ECD
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UvoD

Voda, vzdudny kyslik a Ziviny tvoii tfi zakladni fyziologické potieby, bez kterych by
¢lovék nemohl existovat. PoZivana potrava nejen Ze obsahuje vodu a Ziviny a tim tyto po-
tieby uspokojuje, ale zaroven se mizZe rizné upravovat a sestavovat, aby ¢lovéku poskytla i
pocit nasyceni a uspokojeni. Takto upravenou potravu, kterou si ¢lovék navykl piijimat v
ur¢itém mnozstvi, sloZzeni a v uréitou denni dobu, oznacujeme jako stravu. Strava by méla
byt sloZena a upravend tak, aby dodavala télu vse, co je pro jeho rozvoj, udrzovani a ¢innost
nejprospesngjsi. Predevsim by mél byt zajistén dostatecny prisun hlavnich Zivin (bilkovin,
lipida, sacharidt), které tvoii znacnou cast susiny stravy, ale také piisun mineralnich latek a

vitamina, které do jisté miry blahodarné pusobi na zdravi konzumenta.

Pozitivni vliv maji kromé Zivin také nekteré senzoricky aktivni latky, které mohou
byt zaroven i zdrojem energie nebo Zivin. Presto jejich hlavni Ulohou je zlepSovat senzoric-
kou jakost potravin. ZvySeni senzorické jakosti ptiznivé ovliviiuje intenzitu traveni a vstie-

bavani a zlepSuje tak vyuZitelnost Zivin.

2,3-butandion je slouc¢enina zodpovédna za charakteristické méaslové aroma a chut’.
Jako vedlejsSi produkt kvaSeni se béZn¢ vyskytuje ve vinech v nizkych koncentracich. Jeho
obsah vSak muze byt ovlivnén riznymi faktory (stylem vina, obsahem SO, a kyseliny citro-
noveé atd). Je zndmo, Ze nekteti vyrobci vin podporuji produkci 2,3-butandionu kvili pocitu
a vini, kterou jim udé¢luje. Piesto 2,3-butandion hraje z&sadni roli pti uréovani kvality vin,

protoZe pti vysokych koncentracich negativné ovliviuje jejich viani a chut’.
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1 KARBONYLOVE SLOUCENINY

Karbonylové slou¢eniny jsou predevsim organicke slouceniny, které obsahuji karbonylo-
vou skupinu, kterd se sklada z uhlikového atomu vazaneho dvojnou vazbou ke kyslikovemu
atomu. Karbonylova skupina je jedna z nejdulezitéjSich funkénich skupin. Tato skupina je
ptitomna v aldehydech, ketonech, karboxylovych kyselindch, jejich esterech a i dalSich tfi-
dach raznych sloucenin. VSechny tyto skupiny latek hraji vyznamnou roli jak v biologickych
procesech, tak i v chemickém pramyslu. V organické chemii je samotna karbonylova skupi-
na obsaZena v aldehydech a ketonech. V systematickém nédzvoslovi je ve slou¢enin¢ karbo-

nylova skupina vZdy na druhém misté. [1], [2]

C
A~ B

Obr.1 Obecny strukturni vzorec karbonylové skupiny

1.1 Ketony

Ketony jsou organické slouceniny, které obsahuji ketoskupinu (C=0) uprostied
uhlovodikového tetézce. V ketonech jsou na karbonylovou skupinu navazany vzdy dva uh-
likaté zbytky. V chemickém nézvoslovi se pridava koncovka ,,-on®“. Do skupiny ketont patii
2,3-butandion [3]

O
y:
O

Obr. 2 Obecny strukturni vzorec ketonu
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1.2 Aldehydy

Aldehydy jsou organické slouceniny, které obsahuji aldehydickou funk¢ni skupinu (-COH)
na konci uhlovodikového fetézce. Jak aldehydy tak ketony jsou v prirodé velmi bézné. Jsou
to vonné soucasti rostlinnych silic a také meziprodukty biochemickych reakci, napiiklad
Krebsova cyklu. Systematické nazvy aldehydi se tvoii z kmene nazvu uhlovodiku, od néhoz
jsou odvozeny pridanim koncovky -al. Pokud karbonylova skupina neni soucasti hlavniho
fetézce, oznacuje se koncovkou -karbaldehyd. Mezi nejvyznamnéjSi aldehydy patii

acetaldehyd, benzaldehyd a formaldehyd. [4]
O
~C
R H

Obr. 3 Obecny strukturni vzorec aldehydu
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2 CHARAKTERIZACE 2,3 BUTANDIONU

2,3-butandion je diketon, tvoreny dvémi karbonylovymi skupinami vedle sebe [5]

CHs;

HsC

|
O

Obr. 4 Strukturni vzorec 2,3-butandionu  Obr. 5 Graficky vzorec 2,3-butandionu [59]

2.1 VIlastnosti 2,3-butandionu

2,3-butandion je nejzndmgjsi sloucenina zodpoveédna za charakteristické méaslové aroma a
chut. [6] Ve viné je syntetizovan béhem alkoholoveého a jable¢no-mlécného kvaseni. [7]
Je produkovan nekterymi druhy mléénych bakterii, zahrnujici rody Steptococcus, Leuco-
nostoc, Lactobacillus, Pediococcus a Oenococcus. Kromé vina je ptirozené obsazen také

v mléénych vyrobcich.[8]

2.2 Pridavek 2,3-butandionu do potravin

Vyrobci pridavaji 2,3-butandion do margarint nebo oleji, aby dodali kone¢nému vyrobku
typickou chut’, protoZe by byly relativné nechutné. [9] Dale se pifidava do syra, mléka, suse-
nek, cukrovi a produktu cukréistvi, ¢okolady a produkta kakaa, ochucenych sirupt, bram-
borovych lupinkt nebo mouky.[10] Dr. Nielsen a Richelieu ve své praci popisuji, Ze néktefti
vyrobci vin, napt. odrady Chardonnay, védomé podporovali produkci 2,3-butandionu kvuli

pocitu a vani, kterou jim ud¢luje. [11]


http://pdfxchange.phpshop.cz
http://pdfxchange.phpshop.cz

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

2.3 Metabolismus 2,3-butandionu

2,3-butandion je vytvoieny jako meziprodukt dekarboxylace kyseliny pyrohroznové a 2,3-
butandiolu. [12] Kyselina pyrohroznova je odvozena z metabolismu cukru a kyseliny. Tvor-
ba 2,3-butandiolu piispiva k redukéni rovnovaze bunécného metabolismu. Teoreticky 1 mol
citrdtu vyprodukuje 1 mol kyseliny octové, 2 moly oxidu uhlicitétho a 0,5 mol [2,3-

butandion + acetoinu a 2,3 butandiolu]. [13]

kyselina citronova
kyselina octova

kyselina oxaloctova — k. asparagova

NAD  NADH co,

ATP
k. mlééna M k. pyrohroznovd —— acetylfosfét_.L. k. octova
TTP
\%,COZ

/ Acetaldehyd-trifosfat

a-acetomlééné kyselina

Co,
Co,
l\b \.<‘ 2,3 - butandion

acetoin "f
NAD(P)H NAD(P)  NAD(P)H
NAD(P) j I

2,3-butandiol

Obr. 6 Metabolismus 2,3-butandionu [60]

2.4 Senzorické hodnoceni 2,3-butandionu ve viné

Senzorické hodnoceni 2,3-butandionu ve viné se provadi pomoci vySkoleného smyslového
panelu, ktery je sloZen ze 20 Ucastnika. Vzorky vina jsou piedstaveny panelu, ktery hodnoti
podle stupnice 0-9. Stupen 0 indikuje, Ze maslovy atribut nemaze byt povSimnut, zatimco

co stupen 9 se vyznacuje vysokou intenzitou 2,3-butandionu [8]
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2.5 Smysloveé vnimani a dopad 2,3-butandionu ve viné

2,3-butandionu v nizkych koncentracich (v kombinaci s ostatnimi slouceninami) udava
kvasnou, ofechovou, jemné maslovou chut’. Ve vysokych koncentracich tvori charakteris-
tickou maslovou vuani, ktera je spojena s mlécnym znakem. [14] Smyslovy prah 2,3-

butandionu ve ving zavisi na stylu a typu vina. [15]

V Austrélii byl proveden prazkum 400 demonstrovanych vin, u kterych se sledoval obsah
2,3-butandionu. KdyZ byla piitomna koncentrace 2,3-butandionu ve viné v rozmezi 5 az 8
mg/l, povazoval se 2,3-butandion jako nevhodny. Naopak niZsi koncentrace 2,3-butandionu
v rozmezi 1 az 4 mg/l (v zavislosti na stylu vina a typu vina) byla povaZzovéana jako prospés-
na, protoZe vinu dodala Zadouci jemnou maéslovou chut. [16] Smyslovy prah 2,3-

butandionu ve viné byl jiz diive stanoven na 2-3 mg/l. [15]

2.6 Faktory ovliviiujici obsah 2,3-butandionu ve viné

Obsah 2,3-butandionu ve viné ovliviiuje fada faktori, mezi které patti jable¢no-mlécné kva-
Seni, pH, davka inokula mlé¢nych bakterii, omezené vystaveni vzduchu béhem kvaseni, kon-

takt s usazeninami kvasinek, obsah kyseliny citronové a SO,. [17]

2.6.1 Jableéno-mlééné kvaSeni (MLF)

Jable¢no-mlé¢né kvaseni je druhotné kvaSeni neboli biochemicky proces, pti kterém se meni
tvrdd kyselina jablecna na jemnou kyselinu mléénou a oxid uhli¢ity. KvaSeni zpasobuji
specifické bakterie, které se nachazeji na slupkach hrozna a pii lisovani piechazeji do mostu
nebo se ptimo naockuji do vina. Aby kvaSeni probéhlo, je nutna teplota kolem 15-25 °C,

nizky obsah oxidu siti¢itého a pH mezi 3- 4. [18]

V moderni technologii se MLF pouZiva zejména pii vyrobé ¢ervenych vin. Optimalni mnoz-
stvi kyselin ve viné je 0,6 — 0,8 %. V teplych letech v naSich podminkéach je tohoto obsahu
dosazeno, takZe uprava kyselosti se nedéla. Problém nastava, kdyzZ je chladné pocasi, v tom
ptipadé obsah kyselin byva vyssi az 1,6 %. Kdyz stoupne obsah kyselin, byva to tak, Ze se
netvoii kyselina vinna, ale tvoii se vice kyselina jable¢nd. Vino s tak vysokym obsahem
kyselin je chutové neptijatelné. [19] Proto se provadi MLF. Cast kyseliny jable¢né se GpIné
odbourd a ¢ast se premeni na kyselinu mlé¢nou, ktera je ve viné chutové mnohem ptijatel-

néjSi. [18] Ze zacatku kvaSeni byva koncentrace 2,3-butandionu 2x vétsi nez u konce. Po-
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wrwe

diol. [8]

Existuji dva zpusoby, jak podporovat jable¢no-mlécné kvaseni:

1) Vino se staci o mésic az o dva pozdégji nez klasicky - nechava se dlouho leZet na

kvasnicich

2) Sklep se kratkodobeé (par hodin) vytopi na 20-25 °C a pak se zase zchladi na sklado-
vaci teplotu. [19]

Ackoliv optimélni rustova teplota mléénych bakterii se pohybuje kolem 27 °C, pro rist ve
viné je omezena na 15-25 °C, protoZe pti 30 °C by hrozilo octové kvaSeni. VSeobecné je
Zadouci, aby se vino naockovalo pii 20 °C pro povzbuzeni prudkého rustu kultury a zahaje-
ni jable¢no-mlécneho kvaseni. Oc¢kovani vina se nejcastéji provadi mléénou kulturou Oeno-

coccus oeni s optimem rastu 20-22 °C. [20]

26.2 pH

pH je velmi dulezitym faktorem pii procesu vyroby vina. Ovliviiuje priabéh MLF, stabilitu
vina, smyslové atributy a tempo rastu mléénych bakterii. Pii pH nizsim jak 3,5 nedochazi
k rastu druht Laktobacillus a Pediococcus.[21] Jediny Oenococcus eoni je schopen mnoZit i
pti pH 3,3- 3,5 ve viné.[22] Zatimco pii vy3Sim pH dochazi k tvorbé kyseliny octové, tak

pti niz§im pH k hromadéni 2,3-butandionu ve ving. [23]

2.6.3 Dévka inokula mléénych bakterii

Dévka inokula mlécnych bakterii zna¢né ovliviiuje produkci 2,3-butandionu, dosazeni a
dokonceni MLF. [8] Dr. Lonvauda a Zmirou zjistili, Ze nizsi pomér oc¢kovani zpisobuje
vys8i hromadéni 2,3-butandionu ve ving. [24] Ke svému vyzkumu pouZili vino Rulandské
bilé, s pocatec¢nim obsahem 2,3-butandionu 0,5 mg/l, které naockovali mlé¢nou kulturou
Oenococcus oeni a nechali se projit MLF. Po dokonceni MLF mélo vino, které se naocko-
valo 2x10* CFU/ml, obsahovalo 3,9 mg/l 2,3-butandionu, zatimco vino naokované v 2x10°

CFU/ml m¢lo jen 1,7 mg/l. Pro optimalni produkci 2,3-butandionu se doporucéuje mnozstvi

inokula 0.5 az 5x10° CFU/m. [8]
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2.6.4 Omezené vystaveni vzduchu béhem kvaseni

MLF je v podstaté anaerobni proces, pii kterém se kontakt vina se vzduchu omezuje na
minimum, abychom piedesli oxidaci. [8] Podle prazkumt omezené vystaveni vzduchu pfi
kvaSeni ma za nésledek zvysené koncentrace 2,3-butandionu.[25] Takto bylo demonstrova-
no na odradé Chardonnay. Béhem kvaseni se za anaerobnich podminek vytvarelo kolem 2
mg/l 2,3-butandionu, zatimco za semi-aerobnich podminek az 12 mg/l. U takto vysoké
koncentrace 2,3-butandionu bylo nezbytné proces kvaSeni piesusit a provést zasireni nebo
filtraci. [25]

2.6.5 Kontakt s usazeninami kvasinek

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou schopné syntézy i degradace 2,3-butandionu. Kva-
sinky ptitomné béhem MLF mohou do jisté miry ovlivnit obsah 2,3-butandionu. [26] Vino v
nepietrzitém kontaktu s kvasinkami mélo nizkou koncentraci 2,3-butandionu. Cas, po ktery
vino zustava v kontaktu s usazeninami kvasinek, hraje duleZitou roli pti ur¢ovani finalniho
obsahu 2,3-butandionu. [27]

2.6.6 Obsah kyseliny citronové

Znama organicka kyselina, vyskytujici se ve vin¢ v rozsahu 0,1-0,7 g/l. [8] Nejdiive se ky-
selina citronova degraduje na kyselinu octovou a pyrohroznovou. VétSina kyseliny pyro-
hroznoveé je poté metabolizovana na kyselinu mlé¢nou a zbytek pies a-acetomlécnou kyseli-
nu na 2,3-butandion, acetoin a 2,3-butandiol. [28] Pfidava se do vina nebo hroznu za
ucelem hromadéni 2,3-butandionu a Upravy kyselosti. Vy3si koncentrace kyseliny citronové
zvySuje produkcei 2,3-butandionu [29] Musime oviem postupovat s velkou opatrnosti, pro-
toZe zvySena produkce 2,3-butandionu je doprovazena tvoienim dalSich chutovych metabo-
lita, predevsim kyseliny octové. V nékterych zemich je zak&zano piidavat kyselinu citréno-

vou do vina. [8]

2.6.7 Obsah SO,

Jedna se o ostie pachnouci a dusivy plyn vznikajici spalovanim siry. Snadno se rozpousti ve
vodé na H,SO; a ¢ast SO, se vaze na karbonylové slouceniny. Ve vinaistvi se pouZiva
k dezinfekci nadob a skladovacich tankt. [30] Reakce mezi 2,3-butandionem a SO, je

vratnd. Zpocatku béhem zrani vina potlacuje maselnou chut, ale ¢asem dochazi
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k samovolnému tékani SO, a obnové maselné chuti. Se sniZujici koncentraci SO, se zvySuje

koncentrace 2,3-butandionu ve ving. [25]

2.7 Zdravotni rizika 2,3-butandionu

Zamgstnanci pracujici ve firmach, kde se vyrédbi 2,3-butandion nebo zamérn¢ pridava do

vyrobku pro udéleni maslove chuté, by méli ¢astéji podrobovat 1ékaiskym pohlidkdm. Rizi-

ko zdravotnich efekti zavisi na koncentraci 2,3-butandionu ve vzduchu a jak dlouho jsou

pracovnici tomu vystaveni. 2,3-butandion vstupuje do téla inhalovanim péary, ve form¢ ka-

o Mf£ v

pének pii rozpraSovani nebo kontaktem s kuZi ¢loveéka. [31]

2.7.1

1)

2)

3)

4)

Negativni vlivy 2,3-butandionu na lidsky organismus

Plice — Na zaklad¢ pokusi na zvitatech 2,3-butandion prokazatelné poskozuje dy-
chaci Ustroji. Casté vystaveni inhalacim 2,3-butandionu maiZe zpasobit vaznou plicni
chorobu Bronchiolitis obliterans. PoSkozeni plici ¢asto byva trvalé a v pokrogilych
stadii maZe vést i k umrti. Hlavnimi symptomy jsou dusnost, uporny kasel a nedosta-
tek dechu, ktery se projevuje dokonce béhem nepatrné ndmahy jako jsou rychla chu-
ze nebo chtize do kopce. Doktoti spojuji tyto symptomy s astmatem, chronickou
bronchitidou, zapalem plic nebo kouienim. [31] Tato plicni choroba byla diagnosti-
kovana u nékolika americkych zaméstnanct, kteti pracovali ve firmé vyrdbgjici 2,3-
butandion a praZzenou kukufici. Bronchiolitis obliterans se miaze vzacné vyskytnout
u osob, kteti konzumuji nadmérné mnozstvi popcornu, spojené s naslednym inhalo-

vanim pary z plastové tasky. [32]

O¢i - Pri kontaktu s parami 2,3-butandionu zpusobuje pichani a paleni o¢i. V horSich
ptipadech muZe dojit k povrchovym chemickym spélenindm oci. To vyZaduje nutné
Iékaiské vysetieni.

Nos a hrdlo - Pary také negativné pusobi na horni cesty dychaci. Projevuje se pale-
nim a vytvarenim bolaka.

Kize - Pary nebo kapénky 2,3-butandionu nejenom Ze drdzdi kaZi, ale také zpuso-
buji jeji praskéni a odlupovani. U citlivych jedinct se vyskytuji vyrazky, projevujici

se z&ervenanim kuze. [31]
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3 TECHNOLOGIE VYROBY VINA

3.1 Sklizen hrozni

Vyroba vina za¢ina sklizni hrozna. Hrozny révy vinné v naich klimatickych podminkéach a
zemepisné poloze dozravaji koncem srpna. V z&ii a zac¢atkem fijna se sklizeji ruéné nebo
mechanicky, s vyjimkou pozdnich a ledovych sbérti. Obdobi sklizné hrozna se nazyva vino-
brani. Hrozny se sklizeji v naSich vinarskych oblastech v pIné zralosti, nebot vina

z predcéasne sklizenych hrozni jsou zpravidla kysela s drsnou a neharmonickou chuti. [33]

3.2 Prejimka hrozna

Sklizené hrozny se dopravuji do zpracovatelskych zavoda v raznych obalech (piepravky,
kade, sudy). Pii skladce hroznu se zjistuje hmotnost na polo- nebo automatickych vahach.
Déle se pii prejimce stanovuje pramérné cukernatost a jakostni skupina podle ttidy, odrudy,
stupen zralosti a zdravotni stav hrozna. [34] Ke zjiStovani cukernatosti slouzi speciélni
mostomery. U nas se cukernatost vyjadiuje ve stupnich Ceskoslovenského normalizovaného
mostoméru (CNM), které udavaji mnoZzstvi cukru v kg na 100 | mostu nebo Klosterneubur-
skym moStomérem (KMW), ktery udava mnozstvi cukru v kg na 100 kg mostu pti 20 °C.
[35], [36]

3.3 Odzriiovani a mleti hrozna

MIynkovani slouzi k rozdrceni bobuli a provzdusnéni drté. DéEla se raznymi typy mlynku -
valcovymi, bubnovymi a odstiedivymi. Smes Stavy a rozdrcenych bobuli nazyvdme rmut.
Odzrnovani slouzi k odstranéni tiapin z rmutu, aby do mostu nepiechézely nezadouci latky.
Provadi se na riznych typech vystiracich ¢i odstiedivkovych odzriovact, v nichZ se v per-
forovaném vélci zachycuji tiapiny, kdezto rmut jim protéka do shérné nadrze. Stroje, které

umoZznuji mlynkovani a odzrimovani najednou, se nazyvaji mlynkoodzriovace [34]

3.4 Nakvaseni rmutu

Rmut ze svétlych hroznt pro vyrobu bilého vina se lisuje ihned. Rmut ze siln¢ aromatickych
svétlych a modrych hrozna pro vyrobu cerveného vina se pied lisovanim nakvasuje. Bilé
odrudy se nakvasuji obvykle 1 az 2 dny a modré odrudy 4-14 dni. P#i nakvaSovani precha-

zeji barviva ze slupek a t¥isloviny z pecicek do rmutu. [34]
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Princip nakvasovani rmutu:

Po rozemleti a odzrnéni se rmut piecerpava rmutovych ¢erpadlem do kadi. NakvaSuje se pri
teploté 20-25 °C v zavislosti na zpracovavané odradé. Pri nakvaSeni v kadi vznika na po-
vrchu rmutovy klobouk - slupky bobuli a zbytek tapin jsou nadnaSeny tvoricim se oxidem
uhli¢itym. Vznikly rmutovy klobouk je potieba ob¢as narusit a ponofit pod hladinu. Provadi
je to béZné pomoci tyce, aby byl most v neustalém kontaktu s barvivy obsazenymi ve slup-

kach. Timto zptsobem je také branéno bakterialnim infekcim mostu.[37]

3.5 Lisovani

Lisovani ma za ucel oddéleni Stavy, kterd byla uvolnéna z bunék predchozimi technologic-
kymi operacemi. Rmut se lisuje Sroubovym nebo hydraulickym tlacnym zatizenim. Po napl-
néni do lisu se oddéli samotok, z kterého je nejjemnéjSi a nejkvalitnéjsi vino. Samotok je
prvni podil vylisovaného mostu, ktery obsahuje nejméné tiislovin. Pak se postupné zvysuje
tlak na lisovanou hmotu (1,2 az 2,5 MPa). VytéZzek mostu se pohybuje kolem 70 %. Ze 100
kg hrozna se ziska 90 | rmutu, to odpovida 75 | mostu. Z celkového vytézku moStu pripada
60 % na samotok, 26 % pochazi z prvniho lisovani, 10 % z druhého lisovani a 4 % z tietiho
lisovani. Na 100 | mostu je potieba asi 140 kg hrozni. Na zavér je odlisovan zbytek mostu

nazyvany dotazek. [19], [34]

3.6 Uprava mostu

K dosaZeni optimalni kvality mostu, zarucujici hladky prabéh kvaSeni a vysokou jakost vy-
robeného vina, je tieba most ziskany lisovanim dodate¢né upravovat. V praxi se provadi

odkalovani, odkyselovani, okyselovani, sifeni, a Gprava cukernatosti mostu.[34]

3.6.1 Odkalovani

Odkalovani mostu slouzi k oddéleni hrubych kali a necistot, s nimiz se ¢astecné strhavaji
slizoveé latky, vysokomolekularni dusikaté latky, t¢Zké kovy a pesticidy. Odkalovani se pro-

vadi bud’ prostou sedimentaci nebo membranovou filtraci. [19,34]
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3.6.2 Okyselovéani

Okyselovani se provadi v letech s nizkym obsahem kyselin v mostu. Pridava se kyselina vin-

na v mnozstvi 1-2 g/l tak, aby celkova kyselost byla 7-8 g/l [34]

3.6.3 Odkyselovani

Odkyselovani ma za ucel snizeni kyselosti mostu (tj. prebytky kyseliny vinné a jable¢né) s

nizkym obsahem cukru. Odkyseluje se :

1) CaCQOg, ktery vysrazi pouze vinan vapenaty
2) CaCOgza upravou pH na cca 3, kterou se vysrazi i jable¢nan
3) Pratokem pres vrstvu anexu — menice ionta

4) Misenim kyselych mosti s méné kyselymi - tzv. scelovani  [34]

3.6.4 Sireni

s

Siteni se provadi kvali ochrané mostu pred oxidaci, bakterialni a plisnovou kontaminaci. Siii
se SO, davkou 25-50 mg/l. SO, potlacuje ¢innost nezaddoucich MO a piiznive ovliviuje sen-

zoricky charakter nasledného vina.[34]

3.6.5 Uprava cukernatosti

Uprava cukernatosti mostu se déla v neptiznivych letech, kdy mosty obsahuji mélo cukru a
prilis kyselin. Upravuje se ptidavkem sachardzy u bilych hroznia na 21° a u ¢ervenych vin na
22° cukernatosti. Optimalni je pomér 20-25 °CNM cukru na 6-10 % kyselin. V piiznivych
vegetacnich roc¢nicich je tento pomér zachovan a neni treba moSty prislazovat. [19,34]
Podle Zakona 321 ze dne 29. dubna 2004 o vinohradnictvi a vinaistvi je slazeni u jakostnich

vin s privlastkem piisné zakazano. [36]

3.7 Fermentace mostu

Alkoholové kvaSeni mostu je zakladem technologie vyroby vina. Jedna se o sloZity bioche-
micky proces rozkladu cukru obsaZzeného v mosté na alkohol a oxid uhlicity zpusobeny kva-

sinkami. Jednoducha rovnice alkoholového kvaseni: [19]

CeH1206 — 2 C;HsOH + 2 CO, + 234,4 kJ
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Béhem etanolového kvaSeni nevznika z cukru pouze etanol a oxid uhlicity, ale i cetné ved-
lejSi produkty. KvaSenim se ziskava priblizn¢ néasledujici zastoupeni kvasnych produktu:
etanol 47,2 %; CO, 45,4 %; glycerol 3,2 %; bunécna hmota 2,0 %; vyssi alkoholy 0,8 %;
organické kyseliny 0,6 %; 2,3-butandion 0,2%; stopy acetaldehydu, 2,3-butandiolu a fur-
furalu. [30]

Ve vinarstvi se pouZivaji kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae (synonyma Saccharo-
myces vini, Saccharomyces ellipsoideus). Stale vice se pouZivaji i ve form¢ ASVK - akti-
vovanych suSenych vinaiskych kvasinek. V sou¢asnosti se pouZiva piedevsim fizené kvase-
ni. Zakvas se pripravuje v mnozstvi 1 % veSkerého mostu namnoZenim vhodné rasy vinnych

kvasinek v malém podilu sterilniho mostu. [34]

Fermentace probihd ve 3 fazich:

1) Zacatek kvaSeni - je charakteristicky pozvolnym rozmnoZovanim kvasinek a pomalym

zacatkem prokvaSovani cukri mostu a trva 2-3 dny.

2) Bourlivé kvaSeni nastava 3 aZ 4 den a projevuje se vyvinem tepla, zvySenim teploty az
nad 25 °C a uvolnovanim oxidu uhli¢itého, ktery strhdva i aromatické a tékavé buketni lat-
ky. V této fazi kvaSeni se musi regulovat teplota v rozmezi 15-18 °C a u chladnomilnych ras

kvasinek v rozmezi 10-12 °C. Bouilivé kvaseni trva 7-14 dni.

3) Dokvasovani je posledni faze kvaseni, kterd nastava po poklesu obsahu cukru na 2-5 g/l
a kterd trva 1-2 mesice, nekdy i pul roku. Kvaseni je ukonceno v dobé, kdy cukr obsaZeny v
mostu je zkvasen, resp. jeho zbytkovy nezkvaSeny obsah je velmi maly. Vino po ukonceni

kvaSeni se nazyva mladé vino. [34]

3.8 Skoleni (zrani) vina

Skolenim vina vytvati kone¢né senzorické vlastnosti a celkovy charakter vina. Provadi se
pred pInénim do lahvi a zahrnuje 1 a 2 druhé staceni, siteni, pravidelné dolévani, ¢ifeni a

filtraci.

3.8.1 Staéenivina

Stéceni vina je ¢innost, pii niz vino oddélujeme od sedimentu kali a kvasinek. Prvni staceni

uréuje predevsim zdravotni stav vina a obsah kyselin. Po prvnim staceni se vino obvykle
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provzdusni a nastane dali vysrazeni kali. Dochazi vylu¢ovani vinného kamene ve formé
vinanu vapenatého a hydrogenvinanu draselného. Proto se po 6-8 tydnech vino provadi
druhé staceni [19,34]

3.8.2 Sireni

DokvaSené vino se oddéluje od sedimentu kali a kvasinek sta¢enim do ¢istych zasitenych
kvasnych tanku. Sitime nejcastéji pti druném staceni, maze se provadét i v priabéhu zrani.
Sitime zapalovanim sirnych knotti, KSO,4 a nebo rovnou kyselinou siti¢itou. Siteni zptisobu-

je predevsim konzervaci vina, podporuje tvorbu glycerolu a usnadnuje ¢ireni. [19, 34]

3.8.3 Dolévani

Pii dokvaSovani dochazi k odparu vody a nad vinem v nadobé vznika volny prostor, ktery
se vypliuje vzduchem. Existuje tu nebezpe¢i hnédnuti a ktisovaténi vina. Proto se objem

musi dopliovat vySkolenym zralym vinem stejné odrudy a t¥idy jakosti, tvz. dolévani. [19]

3.8.4 Cireni
Citeni provadime mezi prvnim a druhym stacenim vina. Je zaloZeno jednak na povrchovém
adsorp¢ni schopnosti ¢iridel, jednak na schopnosti se srdZet s nékterymi nezadoucimi latka-

mi ve ving. SrdZenim vniknou sraZeniny, ¢imZ se z vina strhavaji i jemné koloidni latky. Cely

proces srdZeni a usazovani trva zpravidla 2 az 3 tydny pfi teploté do 25 °C. [19]

Citidla délime do t#i zakladnich skupin podle jejich G&inku :

1) Citidla zaloZena na absorpci nebo chemické reakci — aktivni uhli, Ks[Fe(CN)g]*#3H,0
2) Citidla s kladnym nabojem — vaje¢ny bilek, Zelatina, kasein

3) Citidla se zapornym nabojem — tanin, agar, kyselina kiemi¢ita, kaolin [19]

3.8.5 Filtrace

Filtrace vin je oddélovani pevnych &astic vina na porovité sténé filtru. Uginnost filtrace zévi-
si na velikosti péru filtraéni hmoty a zpusobu zachyceni pevnych ¢éstic. Pii pratokové filtra-
ci se zachytnou Kalici ¢astice vetsi nez je pramér poru filtracni hmoty. Pti absorpéni filtraci
se zachytavaji na povrchu filtracni hmoty i ¢astice, které jsou mensi nez je pramér poru.

Obycejne se filtracni hmoty kombinuji tak, aby byly vyuZity oba zpusoby. [19]
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3.9 Zavére¢né upravy hotového vina

Po skonceném Skoleni, kdy vino je optimalné vyzralé a je ukoncen proces tvorby aroma a
chuti vina, se provadi zavérec¢né Upravy hotového vina. Zavérecné Upravy hotového vina
zahrnuje scelovani vina, Upravu koncentrace zbytkového cukru, etanolu a kyselin, odkyse-
lovani ¢i okyselovani vina, barveni ¢i odbarvovani vina, alkoholizovani vina a osvézovani

vina. Poté se vino plIni do lahvi ¢i jinych expedi¢nich obali. [34]
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4 INSTRUMENTALNI METODY STANOVENI 2,3-BUTANDIONU

Obsah 2,3-butandionu v potravinach Ize stanovit raznymi instrumentalni metodami, mezi

které patii:
= Kolorimetrie, Polarografie, Gravimetrie, Fluorimetrie, Spektrofotometrie

= Plynové a kapalinova chromatografie

4.1 Kolorimetrie

Kolorimetrie je metoda zaloZena na porovnavani intenzity zabarveného roztoku o nezndmé
koncentraci s roztokem téze latky o znamé koncentraci. Intenzita zabarveného roztoku se
méti pomoci kolorimetru. Kolorimetr je zafizeni, které méti absorbanci jednotlivych vino-
vych délek svétla (400 az 700 nm) [38] Metoda je vhodna pro stanoveni 2,3-butandionu a

acetoinu ve vzorcich vina, ale ma piilis vysokou mez detekce [39]

4.1.1 Kolorimetrické stanoveni 2,3-butandionu

Kolorimetrické stanoveni 2,3-butandionu je zaloZzeno na Voges-Proskauerové reakci, kdy
2,3-butandion reaguje s guanidovou skupinou kreatinu v piitomnosti a-naftolu.[39] Destila-
ci vzorku vina nedochazi k Uplnému odd¢leni 2,3-butandionu od acetoinu a proto muze
dojit k jejimu nadhodnoceni obsahu. Pridavek a-naftolu k destilatu ma za nasledek tvorby
raZzoveho komplexu. Vyuzitim rozdilu v rychlosti tvorby riZové barvy lze ziskat dobry od-
had jejich obsahi v individualnim vzorku vina.[40] Obsah 2,3-butandionu se zjistuje presné
v 10. minuté, pii které dochazi k maximalni tvorbé riZzového zbarveni. Maximélni tvorba
barvy u acetoinu byla dosaZzena v 60 minuté po piidavku a-naftolu. MnozZstvi barvy se sta-

novi pomoci kolorimetru pti vinové délce 522 nm. [39]

4.2 Polarografie

Polarografie je elektrochemicka metoda zaloZena na vyhodnocovani zavislosti elektrického
proudu na napéti privedeném na dvojici elektrod, ponotenych do zkoumaného roztoku,
z nichZ jedna je tzv. dokonale polarizovatelnd (znamena zmeénu potenciélu elektrody pra-
chodem elektrického proudu) a druha je tzv. nepolarizovatelna elektroda (potencial se pru-
tokem proudu neméni).[41] Pti klasické polarografii se jako polarizovatelna elektroda pou-

Zivd mala kapka Hg, ktera se vytvaii na konci tlustosténné sklenéné kapilary pomalym vyté-
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k&nim rtuti ze zasobniku rtuti. Jako nepolarizovatelna elektroda se pouziva kalomelova,
chloridostiibrna nebo velkoplocha rtutova.[42] Tuto metodu vynalezl a objasnil prof. Jaro-

slav Heyrovsky, ktery za ni obdrZel 10. prosince 1959 Nobelovu cenu za chemii.[66]

Stanovovand latka musi byt schopné redukce nebo ptipadné oxidace na polarizovatelné
elektrodé¢. Pri klasickém usporadani se zvySuje zvolna napéti vklddané na obé¢ elektrody a
sleduje se, jak se meni proud protékajici obvodem v zavislosti na vkladaném napéti. Sledo-

vana zavislost proudu na napéti ma tvar tvz. polarografické viny. [42]
4.2.1 Polarografické stanoveni 2,3-butandionu

Principem klasického polarografického stanoveni je destilace 2,3-butandionu ze vzorku
s vodni parou a poté se zaznamenani polarografické viny v rozsahu -0,4 az -1,0 V. Metoda

je vhodné ke zjistovani obsahu 2,3-butandionu ve viné a masle. [43]

4.3 Gravimetrie (vazkova analyza)

Gravimetrie je zaloZena na vylouéeni stanovované slozky ve formé mélo rozpustné slouce-
niny a na jejim prevedeni na slouceninu o piesné definovaném sloZeni, kterd se poté vazi.
[44] Gravimetrie patii mezi chemické metody kvantitativni analyzy. Metoda je vhodna pro

stanoveni 2,3-butandionu, acetoinu a 2,3-butandiolu i ve vzorcich vina. [43]

4.3.1 Gravimetrické stanoveni 2,3-butandionu

Gravimetrické stanoveni 2,3-butandionu je zaloZeno na tomto principu: 2,3-butandion rea-
guje s hydroxylaminem za vzniku diacetyldioximu, ktery tvoii se solemi dvojmocného niklu

tmave ¢erveny bis(dimethylglyoximato)nikl. [43]

CH,
HsC - G -~ CHs * ZNHOH—— « _oH *2HO
HO™ N
0 0 CH,

Do 250 ml destila¢ni bariky se nadavkuje 50 ml vzorku vina a se destiluje s vodni parou.
Destilat se jima do 200 ml Erlenmeyerovy banky a v okamzZiku, kdy se nadestiluje 150 ml,
tak se destilace prerusi. Ke 150 ml destilatu se ptida 2 ml 10 % chloridu nikelnatého, 4ml
20% octanu sodného a 4 ml 20 % hydroxylaminu hydrochloridu. Poté se barika s destilatem

zahtiva 1 hodinu ve vrouci vodni lazni. Srazenina se odfiltruje, promyje horkou vodou, susi
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zhruba 1 hodinu pti 105 °C a zvazi. NavdZené mnoZstvi vynasobené faktorem 0,596 udava

mnoZzstvi 2,3-butandionu ve vzorku vina. [43]

4.4 Fluorimetrie

Fluorimetrie je metoda, které se pouziva k méieni intenzity fluorescen¢niho zaieni emitova-
ného zkousSenou latkou ve vztahu k intenzité fluorescen¢niho zareni standardu. [45] Fluo-
reskujici latka je excitovdna monochromatickym svétlem, ¢imz se nektery z valencnich elek-
trona vypudi do vy3Si energetickeé hladiny. Pti navratu zpét do pavodniho energetického
stavu se promatri ¢ast energie jako teplo a ¢ast vyzaii ve formé fotonu. Energie emitovaného
zaieni je proto vzdy niZsi neZ energie zareni excitacniho. Emitované svétlo se snima zpravi-
dla ve sméru kolmém na excita¢ni paprsek a po prichodu emisnim monochroméatorem se

Vv

jeho intenzita meti fotonasobicem. [46]

4.4.1 Fluorimetrické stanoveni 2,3-butandionu

Fluorimetrické stanoveni 2,3-butandionu je zaloZeno na extrakci vzorku ve smési rozpous-
tédel a méfeni intenzity fluorescenéniho zareni emitovaného zkouSenou latkou ve vztahu k

intenzité fluorescencniho zaieni standardu. [45]

DalSi moznosti je fluorimetrické stanoveni 2,3-butandionu ve vzorku vina po detekci zirko-
nia komplexu. 2,3-butandion reaguje s isoniazidem v kyselém prostiedi za vzniku hydrazo-

nu, ktery tvoii se zirkoniovymi solemi fluorescenéni komplexy. [47]

4.5 Spekrofotometrie

Spektrofotometrie je analyticka metoda zaloZena na interakci elektromagnetického zaieni
s analyzovanym roztokem. Ve spektrofotometrii se vychazi z Lambert-Beerova zakona,
ktery vyjadiuje vztah mezi koncentraci latky v roztoku a jeji absorbanci. Pti prachodu sveé-
telného toku roztokem dochézi k jeho zeslabeni, protoZe ¢éstice latek p¥itomnych v roztoku
¢ast elektromagnetického zaieni pohlti. Zbyvajici z&teni, které projde kyvetou, dopada na
detektor, ktery méii jeho intenzitu. [48] Tato metoda se vyuZiva pro stanoveni obsahu 2,3 -

butandionu ve vzorku vina a piva. [49]
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45.1 Spektrofotometrické stanoveni 2,3-butandionu

Principem spektrofotometrického stanoveni je destilace 2,3-butandionu ze vzorku s vodni
parou, poté se do destilatu prida roztok o-fenylendiaminu a zméti se absorbance pii 335
nm. [49]

4.6 Plynova chromatografie (GC)

Plynovd chromatografie je analytickd a separac¢ni metoda, ktera ma vysadni postaveni
v analyze tékavych latek. GC pouZiva jako mobilni fazi plyn a jako stacionarni fazi kapalinu
zakotvenou na povrchu pevné latky. Piistroj pouzivany pro GC se nazyva plynovy chroma-
tograf. [50]

4.6.1 Popis GC analyzy

Separacni kolona uvnitt termostatu je zahtivana na urcitou teplotu, vhodnou pro danou
analyzu, kterou udrZuje nebo programovatelné meni termostat. Do kolony vchazi nosny
plyn o konstantni priatokové rychlosti. Vystup z kolony je zaveden do piislusného detekto-
ru. Do proudu nosného plynu je pies nastiikovy port nastiiknut vzorek analyzované smesi.
Nosny plyn unasi plynnou smés analyzované latky a nosného plynu skrze kolonu, kde nasta-
va jeji deleni na jednotlivé slozky. Principem déleni smési na sloZky je rozdilna rozpustnost
téchto sloZek ve stacionarni fazi. Cim je dana slozka smési rozpustngjsi ve stacionarni fazi,
tim vice je kolonou jeji prachod zpomalovan. Béhem chromatografickeé separace se neustéle
opakuje proces ,,rozpousténi* a ,,odparovani* slozek smési, takZe na vystupu se objevi prak-
ticky viechen analyt, ktery byl do kolony nastiiknut. Jednotlivé sloZzky smési pak vchazi do
prislusného detektoru, jehoZ signal je zaznamendvan v podobé chromatogramu. Hlavnimi
parametry, které ovliviuji kvalitu separace a dobu GC analyzy, jsou teplota kolony a pruto-

kova rychlost nosného plynu. [50]

Plynovy chromatograf se sklada z téchto ¢asti :

1) Zé&sobnik nosného plynu - nosny plyn tvoii mobilni fazi. Nejéastéji byva nosnym
plynem He, Ar, N, H,, CO,

2) Regulator priatoku nosného plynu - zajistuje konstantni pratok nosného plynu a

vzorku kolonou
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3) Dévkovaci systém (injektor) - provadi se ru¢né nebo automaticky specialni injek¢-
ni strikackou
4) Termostat - vyhtiva kolonu a udrZuje jeji stalou teplotu
5) Chromatografickd kolona - samotné misto separace plynné sme¢si. Rozeznavame:
a) napliové kolony (délka 0,5 az 5 m, pramér 2 az 5 mm) - jsou naplnéné stacio-
narni fazi
b) kapilarni kolony (délka 10 az 100 m, pramér 0,01 az 0,5 mm) - stacionarni fazi
tvoii jen povrch kolony
6) Detektor - je zatizeni urcené k detekovani sloZek jiz odseparované smési. Nejvice
pouZzivany v GC je plamenoveé ioniza¢ni a hmotnostni detektor
a) Plamenové ionizaéni detektor (FID) — univerzalni detektor vyznadujici se
dobrou citlivosti a mezi detekce (aZz 10™* g/ml). Molekuly plynu se ionizuji v
kyslikovém plameni a vedou ioniza¢ni proud mezi elektrodami. Nosny plyn se
pred vstupem do hotéku misi s vodikem, vzduch je pfivadén z vnéjsku. Piitom-
nost slozky zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi. FID detekuje prakticky
v3e, s vyjimkou organickych par a plyni.
b) Hmotnostni - vyznaduje se nizsi mezi detekce (detekéni limit 10™° g/ml). Na-

rozdil od FIDu Ize ho piimo pouZit pro identifikaci latek.

7) Vyhodnocovaci zafizeni (pocitac) [51]

:

Obr. 7 Schématické znazornéni plynového chromatografu [61]
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4.6.2 Stanoveni obsahu 2,3-butandionu GC
Stanoveni obsahu 2,3-butandionu GC lze provadét nékolika pracovnimi postupy:

1) Pracovni postup: Do 3 plastovych ampulek se odmeti po 5 ml vzorku a pridaji se
rozpoustédla (aceton a 2,3-pentadion). Poté se provede centrifugace po dobu 15
min a vznikly supernatant (tj. tekutina nad sedimentem) se zfiltruje. Filtrat je potom
ptimo vsttikovan do plynového chromatografu s plameno-ioniza¢nim detektorem.
Tento postup je vyuZivan pro jednoduché a rychlé stanoveni obsahu 2,3-butandionu

ve mésle, mléce, kysanych a fermentovanych mlécnych vyrobku. [52]

2) Pracovni postup: 20 ml odplynéného vzorku se napipetuje do 50 ml l&hve, ktera se
proplachla dusikem po dobu 1 minuty. Lahev se uzavie zatkou a umisti do vodni
l&zné o0 40 °C po dobu 15 minut. Po 15 min se odebere injek¢ni stiikackou 2,0 ml
vzorku a vstiikne do plynového chromatografu. Tento postup je vhodny pro stano-

veni obsahu 2,3-butandionu v pivé a ving. [53]

3) Pracovni postup: Do vzorku se piida 1,2-diaminobenzen, ktery reaguje s 2,3-
butandionem za vzniku 2,3-dimethylquanoxalinu. Metoda se hodi pro stanoveni 2,3-
butandionu ve vzorcich piva a vina.Vznikly produkt se stanovi plynovou chromato-

grafii s hmotnostnim detektorem. [54]

4.7 Kapalinova chromatografie

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto technika HPLC (vyso-
ko G¢inna kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je v tomto ptipadé kapalina. Stacionarni
fazi je film ptislusné latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny adsorbent. HPLC ana-
lyza je ve srovnani s GC analyzou mnohem mén¢ citlivd na teplotu kolony a pratokovou
rychlost mobilni faze. Je v3ak citliva na sloZzeni a pH mobilni faze. Vyhodou HPLC je
schopnost analyzovat termolabilni latky (napi. vitaminy), které by pii pouZiti plynové chro-

matografie degradovaly a byly by tak neanalyzovatelné. [50]

4.7.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf je pristroj, na kterém se provadi HPLC analyza. Aparaturou
protéka mobilni faze, ktera je ze zasobnich lahvi vedena pies vysokotlakou pumpu do kolo-

ny, z ni do detektoru a dale pak do odpadu. Davkovacem je do proudu mobilni faze nadav-
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kovan vzorek (tddové nékolik mélo ul). VVzorek je undSen mobilni fazi do kolony, kde do-

chazi k separaci jednotlivych sloZek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde jsou jednotli-

vé sloZzky detekovany. Signal z detektoru je zaznamendvan pomoci PC a tisknut v podobé

chromatogramu. [50]

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto ¢asti :

1)

2)

3)

4)

5)

Z&sobnik mobilni faze - mobilni fazi v HPLC muZe byt napt. redestilovana voda,
methanol, acetonitril a jejich smési v raznych vzajemnych pomérech. Zasobniky jsou
sklenéné lahve, kterych muze byt nékolik s navzajem raznymi mobilnimi fazemi, kte-

ré je mozné spolu automaticky misit v piedem zvoleném poméru. [50]

Vysokotlaka pumpa - je velmi duleZitou soucasti HPLC aparatury. Kolony pro
HPLC jsou pInény mikroc¢asticemi, které pti prachodu mobilni faze kladou znacny
odpor. Z tohoto dtvodu musi byt mobilni faze pod vysokym tlakem (az 40 MPa),
aby mohla projit pres kolonu. Dostate¢ny tlak a konstantni pratok mobilni faze za-

jistuje prave vysokotlaka pumpa. [50]

Davkovaci zafizeni - vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomoci davko-

vaci smycky nebo pomoci automatického davkovace. [50]

Kolona - zpravidla se jedna o nerezovou trubici o vnittnim praméru okolo 4 mm a
délce typicky 5-25 cm, ktera je naplnéna stacionarni fazi. Stacionarni faze je tvoiena
mikroc¢ésticemi silikagelu (3-10 um), na kterych je navazéna vlastni stacionarni faze.
Vlastni stacionarni faze je tvoiena nepolarnimi uhlovodiky (C8-oktan, C18- oktade-
kan) [50]

Detektor — je zafizeni urcené k detekovani slozek jiz odseparované smési. V HPLC
se pouziva celd fada detektoru, které se lisi principem funkce, konstrukci, selektivi-

tou, citlivosti a mezi detekce. Metoda HPLC vyuziva tyto typy detektori :

a) Spektrofotometricky - nejvice se v praxi pouZivaji spektrofotometrické detek-
tory. Jsou vysoce selektivni, takze zdkladnim poZadavkem je, aby pti dané vino-
vé délce detekovana latka absorbovala co nejvice. VInovou délku Ize libovolng

naprogramovat. [50]

b) Fluorescenéni - je zaloZen na principu fluorescence — schopnosti latek absor-

vwvs

bovat UV a pak vysilat zareni o vyssi vinové délce, které se méii fotonasobicem
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c)

kolmo na smér vstupujiciho zateni. Detektor mé detekéni limit az 102 a je vy-

soce selektivni. [55]

Refraktometricky - méii rozdily mezi indexem lomu eluatu a ¢isté mobilni fa-
ze. Tento typ detektoru sice neni piili§ citlivy (detekéni limit 107 g/ml), ale je
velmi univerzalni. Pii jeho pouZiti je tieba prisné udrZzovat konstantni teplotu
[55]

d) Hmotnostni detektor - je pouZitelny jak plynové tak i v kapalinové chromato-

grafii pro piimou identifikaci latek. Vyznacuje se nizsi mezi detekce (detekéni
limit 10 g/ml). [55]

Elektrochemicky detektor — Ize pouZit tam, kde jsou v roztocich obsaZzeny
ionty respektive sloZzky oxidovatelné nebo redukovatelné na polarizovatelné
elektrode.[55] V elektrochemickém detektoru eluent prochazi skrz priatokovou
kyvetu, poskytuje vhodné potencialy a kontroluje proudéni. Citlivost ECD je
vyznamné lepSi neZ pro mnoho jinych bézné uzivanych rezimia z detekce pro
HPLC. Selektivita ECD spociva v tom, Ze jestliZze se z kolony vymyvaji dvé a
vice latek a maji-li rizny oxida¢ni nebo redukeni potencidl, miZeme vybrat po-
tencial tak, Ze budeme selektivn¢ detekovat pouze jednu z téch latek. ECD vyu-
Zivé dvou typu detekce. U amperometrickeho detektoru eluent tece po povrchu
elektrody. VétSina elektroaktivnich prvka smési te¢e na povrchu elektrody a ne-
reaguje. Pouze 5-15 % elektroaktivnich latek reaguje s touto elektrodou. U
coulometrického detektoru eluent protéka pérovitou grafitovou elektrodou. De-
tektor tak maze poskytnout zvysenou citlivost. Proud je pak imérny koncentra-

ci vzorku [56]

Obr. 8 Coulochem 111 [62]
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6) Vyhodnocovaci zarizeni - vysledkem méteni je chromatogram s prislusnym pi-
kem, jehoZ plocha bude pi¥imo Umérna koncentraci 2,3-butandionu. Vyhodnoceni

chromatografu se provede pomoci po¢ita¢ového softwaru. [50]

Vysokotlaka Davkovaci
pumpa zarizeni

-

Kolona

Mobilni faze

zarizeni

Detektor -| M nl'u_)

T Vyhodnocovaci

Obr. 9 Schématicky nakres kapalinového [63]
4.7.2 Stanoveni obsahu 2,3-butandionu HPLC

Principem stanoveni HPLC je destilace 2,3-butandionu ze vzorku s vodni parou a nasledné
nadavkovani do kapalinového chromarografu. Piipadné se vzorek nedestiluje, ale centrifu-
guje, ziska se supernatant a ten se nasttikuje do HPLC. Metoda HPLC je vhodna pro stano-
veni obsahu 2,3-butandionu v syrech a vinech. [57] Stanoveni obsahu 2,3-butandionu ve

ving bude popsano blize v praktické ¢asti.

Pracovni postup stanoveni 2,3-butandionu ve vzorku syra:

Do plastového sacku se odvazi 5 g vzorku syra. Piida se 25 ml 0,013 N H,SO,. Poté se
vzorek homogenizuje 10 min ve homogenizatoru. Po homogenizaci se vzorek pievede do 3
plastovych ampulek a provede se centrifugace pii 7000 otadckach po dobu 5 min. Vznikly
supernatant je zfiltrovan pies 0,2 um membranovy filtr a potom ptimo nadavkovén do kapa-
linového chromatografu. Jako mobilni faze se pouzila 0,013 N H,SO,, ktera byla piefiltro-

vana pies membranovy filtr o 0,45 um a odplynéna na vakua. [57]
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5 CILEPRACE

Cilem diplomoVvé prace v teoretické ¢asti bylo charakterizovat 2,3-butandion a popsat
technologii vyroby vina. Déle pak uvést vhodné instrumentalni metody stanoveni 2,3-

butandionu a detailngji popsat HPLC .

Cilem diplomove préce v praktické ¢asti, bylo touto metodou stanovit 2,3-butandion v

poskytnutych vzorcich vin, které se staly Sampiony soutéze ,,Krél vin 2009
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODA SEPARACE A HPLC STANOVENI 2,3-BUTANDIONU

6.1 Analyzovany material

Na analyzu byly pouZity nejlépe ohodnocend vina z vinaiské soutéze ,,Kral vin 2009*. Jed-

notlivé vzorky vin od sebe liSi cukernatosti, ro¢nikem, vinaiskou oblasti a podoblasti.

Jmenny seznam vzorka vina:

= CABERNET MORAVIA, odradové ¢ervené vino jakostni, suché, vinaiska oblast

Morava, vinaiska podoblast Znojemska, vinaiska obec Dunajovice, 2005, 12,0% vol

= CABERNET SAUVIGNON, pozdni sbér, vinarska oblast Morava, vinarska podob-
last Mikulovska, vinaisk& obec Mikulov, 2008, 13,0% vol

= CUVEE, jakostni vino, Kolby a.s. Pouzdtany, 2008

= FANTOMME CUVEE, nové vinaistvi, sméska — Cabernet Sauvignon, Merlot a
Rulandské modré, vinaiska oblast Morava, vinarska podoblast Mikulovska, vinaiska.
obec Drnholec, 2007, 11,5% vol

» FRANKOVKA, pozdni shér, vinaiska oblast Morava, vinaiskd podoblast Velko-

pavlovicka, vinarské. obec Cejkovice, 2008, 12,5% vol
» FRANKOVKA BARRIQUE, vybér z hrozni, Chateu Straznice, 2006, 14,0% vol

= CHARDONNAY, pozdni shér, suché, vinaiskéd oblast Morava, vinaiska podoblast.

Mikulovska, vinaiska obec Pavlov, 2008, 12,8% vol

= LANGE WARTE CUVEE - Ryzlink rynsky, nové vinaistvi, vinaiska oblast Mora-
va, vinaiska podoblast Mikulovska, 2005, 11,5% vol

* MERLOT ROSE, pozdni sbér, polosladké, vinaiskd oblast Morava, vinaiska

podoblast Znojemska, vinarska obec Dolni Kounice, 2008, 12,0% vol

= MODRY PORTUGAL, pozdni sbér, suché, vinaiska oblast Morava, podoblast
Velkopavlovicka, vinaiska obec Kobyli, 2007, 12% vol

= NERONET, moravské zemské vino, panenska sklizesi, suché, Cejkovice, 2007,
13,0% vol
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= PETRONILLA VINUM PRIMAEVUM, piirodn¢ polosladké, tradi¢ni metodou

dokvaSovani, vinaistvi Proqin, Frantiek Prokes, 10% vol

» RULANDSKE BILE, zemské bilé vino, suché, Svatoboiice — Mistiin, 2008,
12,5%vol

= RULANDSKE BILE, pozdni shér, polosuché, vinaiska oblast Morava, vinaiska

podoblast Mikulovska, vinaiska obec Valtice, 2008

= RULANDSKE BILE, vybér z hrozni, sladké, vinaiska oblast Morava, vinaiska
podoblast Slovacka, vinaiska obec Kyjov, 2007, 11,5% vol

= RULANDSKE MODRE, vybér z hrozna, vinaistvi Stépan Manak, Zadovice, 2008

= RULANDSKE SEDE, vybér z hrozn, viniska oblast Morava, vinaiska podoblast
Mikulovska, vinaiska obec Mikulov, 2008, 12,5% vol

= RYZLINK RYNSKY, ledové vino, vinaiska oblast Morava, vinaiska podoblast
Znojemska, 2008, 9,5 % vol

= RYZLINK VLASSKY, pozdni shér, Kolby a.s. Pouzdiany, 2007

= TRAMIN, pozdni sbér, vinaiska oblast Cechy, vinaiska podoblast Litometicka,
2007, 12,5% vol

= TRAMIN CERVENY, pozdni shér, vinaiska oblast Morava, vinaiska podoblast

Znojemska, vinai'ska obec Jasovice, 2008, 12,5% vol

= VETLINSKE ZELENE, ledové vino, vinaiska oblast Morava, vinaiska podoblast.

Mikulovska, vinaiska obec Rakvice, 2008, 9% vol

6.2 Chemikalie

H,SO, byla zakoupena od firmy Aldrich Corporation (USA). Methanol cistoty pro HPLC
byly dodany firmou Sigma Aldrich (Germany). Standard 2,3-butandionu byl ziskan od firmy
Karlsroth GmBH (Karlsruhe, Germany). Redestilovana voda byla vyrobena destilacnim pii-
strojem IDPE (8-18N) od firmy Vitrum.
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6.3 Pouzité piistroje a zarizeni

Na odplynéni vzorku vina byl pouZit ultrazvuk od firmy Kraitek, (CR). Na destilaci vzorku
vina byla pouzita destila¢ni aparatura podle Parnas-Wagnera od firmy Fischer s.r.o., (Slo-
vensko). Mobilni faze byla piefiltrovana pies speciélni filtracni aparaturu (Fischer Scientific,
CR) s filtrem o velikosti 0,2um (Supelco, USA). Vzorek vina byl nadavkovan pomoci spe-
ciélni strikacky (Hamilton, USA). Analyza vzorku vina probihala na aparatuie HPLC-ECD,

ktera se skladala z téchto ¢asti:
0 analyticka cela 5010A
0 guard cela 5020
0 vysokotlakd pumpa Model 582 Solvent delivery system (ESA, USA)
o elektrochemicky detektor Coulochem I11 (ESA, USA)
o davkovaci ventil analyticky smyckovy (davkovaci smycka o objemu 20 pl)
0 kolona AMINEX HPX-87H (300 x 7,8 mm; Bio Rad, USA)

0 PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Instrumentl (Agilent, USA)

Obr. 10 Kolony Aminex [64]
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6.4 Vlastni pracovni postup

Vlastni pracovni postup se sklada ze &ty fazi:

1) Ptipravy mobilni faze
2) Piipravy vzorku pted destilaci
3) Destilace vzorku

4) Vlastni chromatografické analyza

6.4.1 Priprava mobilni faze

Na analyzu se ptipravi 1000 ml mobilni faze, kterou je 1,5 mM H,SO,. Nejprve v odmeérné
bance se ziedi patficné mnozstvi H,SO, Vv redestilované vodé¢ a doplni se po rysku. Poté se

mobilni fze zfiltruje se pies specialni aparaturou s filtrem o velikosti péra 0,2 um.

6.4.2 Priprava vzorku pied destilaci

50 ml odmérnd banka se zvaZi na analytickych vahach s presnosti +0,0001g. Poté se odméii
50 ml vychlazeného vzorku vina do 50 ml odmérné banky a opét se zvazi. Odmeérna barka

vzorkem vina se umisti na 10 min do ultrazvuku. Poté je vzorek pripraven k destilaci.

6.4.3 Destilace vzorku

Destilace je metoda oddélovani kapalnych latek na zakladé rizného bodu varu. Pii zahiati
dvousloZkové smési na teplotu varu ptechazi do plynné faze smés bohatsi na tékavejsi sloz-
ku. Kondenzaci plynné faze v tepelném vyméniku se ziska destilat. Zbyla kapalna faze tvofi
destilacni zbytek. Podstatou destilace je uvedeni kapaliny do varu piivadénim tepla

a kondenzace vzniklych par v oddélené ¢asti pristroje. [58]

50 ml vzorku vina se ptelije do destila¢ni banky ptistroje, ktery se piedem vyhieje. Ze vzor-
ku se oddestiluje 50 ml destilatu do odmérného vale¢ku. Potom se destilat promicha a napi-
petuje se do 2 plastovych testovacich zkumavek, nasledné je vzorek piipraven pro piimé

davkovani do kapalinového chromatografu.
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1 - nélevka

2 — destila¢ni banka

3 — vyvije¢ vodni pary

4 - odlu¢ovac¢ kondenzatu

5, 6, 7 — kohouty

8 — vzdusny chladi¢

9 — vodni chladi¢

Obr. 11 Destila¢ni aparatura dle Parnas-Wagnera [65]

6.4.4 Vlastni chromatograficka analyza

Stanoveni obsahu 2,3-butandionu ve vzorcich vina bylo provedeno na kapalinovém chroma-
tografu (ESA, USA) s elektrochemickym detektorem nesouci nazev Coulochem I1l. Do
systému se davkoval vzorek v alikvotnim podilu 20 ul. Chromatografické separace probiha-
la na kolon¢ AMINEX HPX-87H (300 x 7,8 mm). Eluce byla provadéna izokraticky
s mobilni fazi (1,5 mM H,SO,) pti 30°C a prutoku 1,0 ml/min. Ochranny potenciél na guard

cele se zvolil na 850 mV.
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7 VYSLEDKY ADISKUZE

7.1 Efekt potencialu na aplikovaném na pracovni elektrodu

Pro nalezeni podminek pro co nejcitlivéjsi stanoveni studovanych latek je nejdiive
nezbytné nalézt optimalni odpovéd’ elektrochemického detektoru. Pro maximalni signal de-
tektoru je velmi duleZité nejprve zjistit optimalni napéti vkladané na elektrody. V této casti
pokusu byl na grafitové porézni elektrody elektrochemického detektoru vkladan potencial
od 100 do 850 mV po 50 mV intervalech. Na obr. 12 je zobrazen hydrodynymicky volta-
mogram 2,3-butandionu. Ze ziskanych dat elektrochemického méieni (viz. tab. 2) vyplyva,
Ze maxima piku bylo dosazeno pfti vkladaném potencialu 800 mV (viz. obr. 13), protoZe
doSlo v rychlému narastu a poklesu na elektrodach. Vkladany potencial 800 mV byl vybran

jako nejvhodngjsi potencial pro analyticke stanoveni 2,3-butandionu.

Tab. 1 Hodnot aplikovaného potencialu Tab. 2 Hodnot aplikovaného potencialu
a narastu odpoveédi a vysky piku
Aplikovany | Narast Aplikovgny Vyska
potencial |odpovédi potenciél piku (%)
(mV) (%) (mV)
100 1,531 100 10,533
150 4,531 150 20,643
200 8,043 200 24,154
250 11,404 250 23,124
300 17,037 300 38,746
350 20,671 350 25,000
400 23,868 400 22,000
450 29,611 450 39,498
500 37,567 500 54,718
550 45,223 550 52,753
600 53,633 600 57,790
650 58,794 650 35,500
700 63,644 700 33,365
750 72,078 750 58,015
800 86,614 800 100,000
850 100,000 850 92,085
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Obr. 12 A) Hydrodynamicky HPLC-ECD voltamogram 2,3-butandionu. B) Zavislost vysky
piku na aplikovaném potenciélu za podminek : koncentrace analytu 10ul, kolona AMINEX
HPX-87H (300 x 7,8 mm; Bio Rad, USA), izokraticka eluce, mobilni faze 1,5 mM H,SOy,
pratok 1,0 ml/min, nasttik 20ul, kolona a detektor nastaveny na 30 °C. Vyska piku 2,3-
butandionu pfi potencialu 800 mV odpovida 100%.

Nésledn¢ byl proveden sken koncentraci 2,3-butandionu ve dvou kalibra¢nich fa-
dach: prvni v intervalu koncentraci od 10 do 100 pg/l a druha v intervalu koncentraci 100
az 1000 pg/l. Z teéchto tad jsme ziskali 2 kalibracni zavislosti, a to konkrétné v koncentra-
cich do 100 pg/l y = 0,8108x + 4,0521 a pro koncentrace nad 100 pg/l do 1000 g/l kalib-
racni zavislost y = 0,6152x + 31,15. Jak je patrné, u obou kalibracnich rovnic se velmi lisi
smérnice rovnice, proto je pouZziti tohoto intervalového rozdéleni koncentraci pii tvorbé

kalibra¢nich zavislosti spravné. Na obrézku 13 jsou vidét obé namerené kalibracni zavislosti.
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Obr. 13: Zavislost vysky piku na koncentraci 2,3-butandionu v rozmezi 10-100 pg/l a 100-
1000 pg/l. Dalsi podminky stanoveni viz obr. 12

Nasledné byla provedena méieni na realnych vzorcich vina (po predchozi destilaci), vysled-
ky byly vyhodnoceny podle zjisténych kalibracnich zavislosti a souhrnné vysledky zobrazuje
tab. 3
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7.2 Obsah 2,3-butandionu ve vybranych vzorcich vin

Dle autord (RANKINE, B.C., FORNACHON, J.C.M. and BRIDSON, D.A.) se
koncentrace 2,3-butandionu ve ving v rozmezi 1 az 4 mg/l povaZzuje prospéSnou, protoze
dodava Zadouci jemnou maslovou chut’ a vini. Zatimco koncentrace v rozmezi od 5 a vice
mg/l zasadné ovliviiuje chut’ a vani samotného vina. Dle autori (BARTOWSKY, E.J.,
BURVILL, T.B. and HENSCHKE, P.) se ledova vina vyznacuji velmi nizkou koncentraci
2,3-butandionu v rozmezi od 0,001 az 0,05mg/l. Velmi nizka koncentrace 2,3-butandionu je
vzorkt (VETLINSKE ZELENE 2008 a RYZLINK RYNSKY 2008) se potvrdilo, Ze se
ledova vina vyznacuji velmi nizkou koncentraci 2,3-butandionu. 2,3-butandionu nebyl u
téchto vzorka vin detekovan. Autoii (HENICK-KLING, T., MARTINEAU, B. and
ACREE) popisuji ve své préaci, Ze se vina (Chardonnay a Rulandské) vyznacuji optimalni
koncentraci 2,3-butandionu. Ve vinech Chardonnay se pohybuje koncentrace 2,3-
butandionu v rozmezi od 0,3 aZz 1,7mg/l a u Rulandského od 0,5 az 2,0 mg/Il. U vina Char-
donnay je znamo, Ze nektefi vinaii védomé podporovali produkci 2,3-butandionu kviali po-
citu a vani, kterou jim udéluje. Vzorky vin (RULANDSKE BILE 2007 a RULANDSKE
BILE 2008) se vykazovaly optimalni koncentraci 2,3-butandionu tj. 0,8 a 1,8mg/l. U ostat-
nich vzorka vin (RULANDSKE BILE 2008-Mikulov, RULANDSKE MODRE 2008,
RULANDSKE SEDE 2008) nebyl 2,3-butandion detekovan. U vina (CHARDONNAY
2008) byla zaznamenana vysoka koncentrace 2,3-butandionu tj. 5,3 mg/l, kterda mohla nega-
tivné ovlivnit povahu samotného vina. Je mozné, Ze takto vysoka koncentrace byla zapfici-
néna tim, Ze vinaii nadmérné podporovali produkci 2,3-butandionu, piipadné dalSimi fakto-
ry (stylu vina, pH vina, obsah SO,). Autofi (BELLON, J. R, HENSCHKE, P.A., FRANCIS
I.L.) popisuji ve své préci, Ze cervend vina bézné obsahuji 0,7 az 2,8 mg/l 2,3-butandionu,
presto u nékterych druha ¢ervenych vin napt. u Cabernetu muze zna¢né hodnota kolisat
(0,1 az 4,5 mg/l). U vzorka ¢ervenych vin (FRANKOVKA 2008, MODRY PORTUGAL
2007) byla zaznamenéna optimalni koncentrace 2,3-butandionu v rozmezi 2,1 aZz 2,5 mg/l a
u (FRANKOVKY BARRIQUE 2006) vyssi koncentrace 2,3-butandionu tj. 3,8 mg/Il, kterd
jesté zésadné neovlivnila kvalitu vina. U vzorki (CABERNET SAUVIGNON 2008,
CABERNET MORAVIA 2005) se potvrdilo, Ze u nekterych druhd vin muzZe obsah 2,3-

butandionu zna¢né kolisat. U téchto vzorka nebyl 2,3-butandion detekovan.
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U vzorki vin (CUVEE 1244, FANTOMME CUVEE, LANGE” WARTE CUVEE
2007, PETRONILLA) nebyl 2,3-butandion detekovan. Tyto vzorky vin byly vyrobeny sce-
lovanim (miSenim n¢kolika odrad dohromady), coz mohlo do jisté ovlivnit obsah 2,3-

butandionu.

RuZova vina se vyznacuji nizkou koncentraci 2,3-butandionu. U vzorka rtzovych
vin (NERONET 2007, MERLOT ROSE 2008) proto nebyl 2,3-butandion detekovan. Ne-
ronet diky své neutrélni chuti a vini nenaruSuje odridovy charakter vin a proto pouZiva se
ke scelovani za Gcelem zlepSeni barvy nebo vyrovnani hladiny 2,3-butandionu. Rozdilné
vysledky byly zaznamenany u vzorka Traminu. U Traminu 2007 nebyl 2,3-butandion de-
tekovén, ale Traminu c¢erveného 2008 byla zaznamendna vysoka koncentrace 2,3-
butandionu tj. 4,9 mg/l. Je pravdépodobné, Ze u Tramin (stejn¢ jako u Cabernetu) mohou

znaéné kolisat hodnoty 2,3-butandionu.

Tab. ¢. 3 — Obsah 2,3-butandionu ve vzorcich vina

Obsah 2,3-butandionu
[mg/1]
CABERNET MORAVIA 2005
CABERNET SAUVIGNON 2008
CUVEE 1244
FANTOMME CUVEE
FRANKOVKA 2008 2,1
FRANKOVKA BARRIQUE 2006 3,8
CHARDONNAY 2008 53
LANGE” WARTE CUVEE 2007
MERLOT ROSE 2008
MODRY PORTUGAL 2007 2,5
NERONET 2007
PETRONILLA
RULANDSKE BILE 2007 0,8
RULANDSKE BILE 2008 18
RULANDSKE BILE 2008
RULANDSKE MODRE 2008
RULANDSKE SEDE 2008
RYZLINK RYNSKY 2008
RYZLINK VLASSKY 2007
TRAMIN 2007
TRAMIN CERVENY 2008 4,9
VETLINSKE ZELENE 2008

Vzorek vina
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ZAVER

Hlavni dlohou 2,3-butandionu je zlepSovat senzorickou jakost potravin. Zvyseni
senzorické jakosti priznivé ovliviuje intenzitu traveni a vstiebavani a zlepSuje tak vyuZitel-
nost Zivin. U vina hraje 2,3-butandion vyznamnou roli pii uréovani kvality vina, protoZe pfi
nizkych koncentracich (1 az 4 mg/l) dodava Zadouci jemnou maslovou chut’ a vani. Pfi vy-
sokych koncentracich (5 a vice mg/l) se tvoti intenzivni méslova ving, kterd zasadné ovliv-
fuje chut’ a vani samotného vina. Tento problém casto byva vyieSen tim, Ze se nékteré od-
rady vin s vysokym a velmi nizkym obsahem 2,3-butandionu sceluji.

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickym detektorem je sesta-
va, ktera se zda byt velmi vhodna pro stanoveni 2,3-butandionu ve viné a minimalné srovna-
telna s ostatnimi metodami. Jejimi hlavnimi vyhodami jsou ptedevsim rychlost, presnost a

relativni levnost pouZziti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MLF  Malolactic fermentation - jable¢no-mlécné kvaseni

CFU  Colony Forming Unit - jednotky tvotici kolonie

CNM  Ceskoslovensky normalizovany mostomer

KMW  Klosterneuburger Mostwaage

GC Gas chromatography - plynova chromatografie

FID Flame ionization detector - plamenoné-ionizacni detektor

HPLC High performance liquid chromatography — vysokoUg¢inna kap. chromatografie

ECD  Elektrochemicky detektor
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