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Abstrakt

Tato dizertacni prace se zabyva vyuzitim analytickych technik ke stanoveni prvkového profilu
vin doplnéné o analyzu vybranych polyfenolickych latek. Pro ucely prvkové analyzy byly
pouzity dvé spektrometrické techniky a to Hmotnostni a Optickd emisni spektrometrie
s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS a ICP-OES). Analyza organickych konstituentli ve
vin¢ byla provedena kapalinovém chromatografu s detekci na diodovém poli (HPLC-DAD).
Na zaklad¢ znalosti o chemickém slozeni zndmych vzorkli vin byly z téchto dat pomoci
vicerozmérnych statistickych metod (shlukova analyza, analyza hlavnich komponent a
kanonicka diskrimina¢ni analyza) sestaveny matematické modely ke klasifikaci moravskych
vin dle geografického piivodu a odriidy. Pro diskriminaci a klasifikaci moravskych vin do 4
moravskych vinafskych podoblasti byly vytvofeny dva separatni modely pro bila a ¢ervena
vina. Uspé&nost klasifikace znamych vzorkli bilych vin byla 100% a u &ervenych model
pracoval s 96,43% uspéSnosti. Kiizovy validaéni test poté pomoci vytvorenych modelt
vykazoval 95% uspéSnost klasifikace nezndmych vzorki bilych vin a 82,15% vzorka
cervenych. Déle byl vytvofen matematicky model pro odridovou klasifikaci vin, zalozeny na
prvkovém profilu zdrojovych vzorkid vin. Odridy vin Miiller Thurgau, Ryzlink rynsky a
Veltlinské zelené byly od sebe diskriminovany na zakladé¢ 8 prvkovych parametri. Bylo
dosazeno 95,83% diskriminace vstupnich vzorkli a 70,83% uspésné klasifikace nezndmych
vzorkl. Posledni oblast, do které byl sméfovan vyzkum, se zabyvala vyhodnocenim moznosti
vyuziti prvkové analyzy a analyzy celkové antioxida¢ni aktivity k urceni agrotechnického
systému produkce hroznt. Bylo zjisténo, ze prvky jako je Cu, Zn a Mn mohou slouzit jako
diskrimina¢ni parametry pro rozdélovani vin dle syst¢ému produkce hroznt. Tyto rozdily jsou
pravdépodobné zplisobeny tim, Zze kazda agrotechnika vyuziva k ochrané rozdilnych ptistupti
v aplikaci ochrannych latek. Rozdily v antioxida¢ni aktivité biovin a vin z hroznt z integrované

produkce nevykazovaly statisticky vyznamné rozdily.

Kli¢ova slova

Vino, Réva vinna, autenticita, geograficky ptivod, chemometrie, prvkova analyza, HPLC, EPR



Abstract

This PhD. thesis is focused on application of different analytical techniques for determination
of elemental composition of Moravian wine combined with analysis of selected polyphenol
compounds. Two spectrometric techniques were used for elemental analysis of wine — Mass
spectrometry and Optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-MS and
ICP-OES). Analysis of organic constituents of wine was evaluated by High performance liquid
chromatograph with diode array detector (HPLC-DAD). Data from analysis of wine were used
for construction of mathematical models for determining geographical origin of wine and for
determining type of varietal wine. Data handling was performed by usage of multivariate
statistical methods (cluster analysis, principal component analysis and canonical discriminant
analysis). For the discrimination of wine by the geographical origin, two separate models for
white and red wine were constructed. Effectiveness of discrimination of Moravian wine (with
knowledge about origin) into 4 wine regions was 100 % successful for white wine and 96,43 %
for red wine samples. Those models were used for cross validation test of unknown samples
with result 95 % successfully classified samples of white wine and 82,15% of red wine. Besides
that, mathematical model for discrimination and classification of varietal wine was created.
Miiller Thurgau, Riesling and Gruner Veltliner were discriminated by the usage of 8 elemental
parameters. Discrimination success rate of known samples was evaluated by canonical
discriminant analysis with 95,83% of correctly classified known samples and 70,83% of
correctly classified unknown varietal wine (cross validation test). In addition to these part of
research, impact of different grape production systems on elemental composition of wine and
Vitis Vinifera was studied. The core of the study was to find the connections between the type
of agriculture and chemical properties of wine and Vitis Vinifera. Two agriculture systems were
assessed — Organic agriculture and Integrated pest management. . Results of this study showed
that quantity and manner of pesticide application is very important factor affecting the final
elemental composition of the grapevine and wine, especially the content of copper, zinc and
manganese. That knowledge can be used in the future for creation of classification model of
wine according to grape production system. For comparison of radical scavenging activity,
electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) with DPPH method was used. In the case
of this study, the influence of vine growing under different farming systems on the total

antioxidant activity of wine was found to be insignificant.

Keywords

Wine, Vitis Vinifera, authenticity, geographical origin, chemometrics, elemental analysis, HPLC, EPR
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1. UVOD

Vino je jedine¢ny alkoholicky napoj, historicky tzce spojeny s vyvojem lidské civilizace.
Postupem c¢asu se vino stalo také vyznamnym obchodnim artiklem. Cenna byla vzdy
predevsim vina véhlasnych regiond, ktery si ziskala reputaci diky své vyjimecné kvalité
(Luykx a kol. 2008). S nartistem obchodu s viny se také stale vice zacal projevovat problém
s falSovanim, nebot’ vino je diky svému sloZeni snadno padé€latelné mnoha zptisoby (Lees
2003). V dnesni dobé€ jsou Statni zemédélskd a potravinaiskd inspekce a dalsi kontrolni
instituce Casto konfrontovany s vyrobky, které jsou nespravné ¢i faleSné oznacené a jsou
vydavany za originalni produkt s cilem generovat vyssi zisk. Tento problém nabyl na vaznosti
s otevienim globalniho trhu s viny.

K urceni autenticity a ke klasifikaci vin (ur¢eni geografického ptivodu, odrady a typu
agrotechniky) se vyuzivd celd fada analytickych technik rozdélenych do 4 zdkladnich
skupin — hmotnostni spektrometrické techniky, spektroskopické techniky, separacni techniky
a techniky ostatni. K popisu tak komplexni smési, jakou je vino, je tieba analyzy znacného
mnozstvi analytd. Informace o jednom vzorku tak miize byt charakterizovana, pro ucely
klasifikace vin, desitkami parametr. Pro zpracovani takto velkého objemu dat je nutné ke
zpracovani vysledkl analyz vyuzit védni discipliny zvané Chemometrie, kterd vyuZziva
matematickych a statistickych metod k ziskdvani maxima relevantnich informaci z
experimentalnich dat. Pomoci chemometrické analyzy je mozné zpracovat velké mnozstvi
chemicko-fyzikéalnich parametrli, které charakterizuji specificky “’otisk prsti* jednotlivych
skupin vin (Eckschlager 1991). V nedavné dobé byla vypracovana tada studii, které
prokazaly, Ze je mozné rozlisit odridy, ro¢nik &i ptivod vina z chemického sloZeni. Casto ale
ke klasifikaci vyuzivaji pouze omezenou skupinu parametri (prvkovy profil, izotopova
analyza, organicka analyza) (Luykx a kol. 2008).

Cilem této disertacni prace bylo vytvofit robustni diskriminacni a klasifikacni
matematicko-statisticky model, slouzici k ur€eni autenticity a klasifikaci moravskych vin,
konkrétné k zatazeni vin do skupin podle geografického piivodu, odridy a typu agrotechniky
pouzité pii péstovani révy vinné. Modely byly zalozeny na kombinaci parametrii ziskanych
multielementarni analyzou vin a révy na ICP-MS a ICP-OES a analyzou vybranych
organickych analytd pomoci kapalinové chromatografii (HPLC). Pro stanoveni vlivu
agrotechniky na antioxidacni aktivitu vin bylo vyuzito techniky Elektronové paramagnetické
rezonance (EPR). K vyhodnoceni dat byly vyuzity techniky vicerozmérné analyzy, jako je
analyza rozptylu (ANOVA), diskrimina¢ni analyza (DA), kanonicka diskrimina¢ni analyza
(DA), analyza hlavnich komponent (PCA) a shlukova analyza.
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2. TEORETICKA CAST

Teoreticka cast této dizertatni prace struéné shrnuje informace potfebné k pochopeni
problematiky autentifikace vin. Sdruzuje vysledky ze zahrani¢nich publikaci na toto téma, se
zaméfenim na oblast klasifikace a diskriminace vin s vyuZitim instrumentalnich technik a

pokrocilych vicerozmérnych statistickych metod.

2.1. Piivod révy vinné a vina

Pro vinohradnictvi a vinafstvi je nejvyznamnéj$im druhem réva Vitis vinifera L. (réva vinnd)
patfici do ¢eledi Vitaceae L. Pvod této rostliny je v Euroasijské oblasti a prvni vyskyt se
odhaduje do obdobi pfed 65 miliony lety. Nejstarsi nalezy révy vinné pochéazi z oblasti
Sachalinu a Kazachstanu (Némec 1975). Prvni archeologické zaznamy o existenci
vinohradnictvi a vinafstvi jsou staré vice nez 7500 let. Nejstarsi oblasti se
nachdzely v severozdpadni ¢asti Turecka v horské oblasti dnesniho Irdnu a Irdku (Mcgovern a
kol. 1996). Diikazem cilené vyroby vina se staly nalezy vinatskych list v kralovstvi Udimu a
objeveni amfory v hrobce Narmer (staré¢ ptiblizn¢ 3150 let pt.nl.) obsahujici zbytky kvasinek
Saccharomyces cerevisie, identifikovanych analyzou DNA (Stafford 1959; Barnard a kol 2011;
Garnier a kol. 2003). Z Kavkazu se péstovani a vyroba vina rozsifila do oblasti Egypta,
Mezopotamie a Palestiny. Asyfané, Féni¢ané, Rekové a Rimané déle ifili révu do stiedozemni
oblasti. V této oblasti vino nabylo spolecenského a nabozenského vyznamu, réva se Sifila dale
po Evropé a v ramci kolonizace i do Severni a Jizni Ameriky, ¢imz se stala globalni plodinou

(Johnson a kol 2009).

2.2. Vinohradnictvi a vinarstvi v Cechach a na Moravé

Réva vinna se na Moravé poprvé objevila za vlady tfimského cisafe Marka Aurelia Proba
(Pavlousek 2007). V sou¢asné dobé registrované vinice na uzemi Ceské republice zaujimaji
plochu 17 463,51 ha (Situacni a vyhledova zprava réva vinna a vino 2014). Rozlozeni

vinafskych ploch v CR bylo v roce 2014 nasledujici:
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obhospodarované plochy vinic 17 463,51 ha

plochy vyklucenych vinic 71,43 ha
plochy s pravem na op&tovnou vysadbu vinic 853,01 ha
stavajici prava na vysadbu ve stitni rezervé | 245,50 ha

Tabulka 1: Situace vinohradnickych ploch v CR v roce 2014 (Situacni a vyhledova zprava réva

vinna a vino 2014)

Vinarskd podoblast 2013 2014 pfirtstekitibytek (%)
Cechy 644, 1 6524 1,3
litoméricka 285,9 301,2 54
mélnicka 348,0 34| -2,0
Cechy - ostatni 10,2 10,3 0,7
Morava 169128 17 015,9 0,6
mikulovska 46l1,1 4 689,0 1,7
slovacka 43130 43542 1,0
velkopavlovicka 4 823,7 4 8306,9 0,3
znojemska 31556 31262 -0,9
Morava-ostatni 9.4 9,6 [,6
Celkem 17 557,0 17 668,4 0,6

Tabulka 2: Plocha CR osdzend vinohrady (iidaje jsou v ha) (Situacni a vyhledova zprdava réva

vinna a vino 2011)

CR spada do severnd polozenych oblasti a fadi se mezi staty s vinohradnictvim
chladného podnebi, které vytvari vhodné podminky pro zrani hrozni. Teplé dny a studené noci

kladné stimuluji biosyntézu aromatickych a fenolickych latek (Pavlousek 2011).
2.2.1. Vinai'ské oblasti Ceské republiky
Clenéni vinaiskych oblasti bylo poprvé stanoveno zdkonem v roce 1994. Dle aktudlniho

platného zakona 321/2004 Sb. existuji na uzemi Ceské republiky dvé vinaiské oblasti — Ceska

a Moravska. Jedna se o dvé geologicky a klimaticky rozdilné oblasti produkujici vina
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s rozdilnym chemickym slozenim (Linhart a kol. 2007 a Situa¢ni a vyhledova zprava réva vinna

a vino 2014).

2.2.1.1.  Ceskd oblast

Oblast se vyznacuje nesouvislym vysazenim vinic, které jsou vysazeny vétSinou kolem ficnich
tokil Vltavy, Labe, Berounky a Ohte. DEli na dvé podoblasti — litométickd a mélnicka a zasahuje
do Usteckého, Stfedo¢eského a Libereckého kraje. V oblasti je zaregistrovano 72 vinaiskych
obci s celkovou osdzenou plochou 640 ha. Diky krajinné a geologické rliznorodosti je tato
oblast charakteristickd produkci vin s rozmanitym chemickym slozenim (Kraus 2008 a Situacni
a vyhledova zprava réva vinna a vino 2014). Hlavni odridy péstované v této oblasti jsou Miiller
Thurgau, Ryzlink rynsky, Modry Portugal a Svatovaviinecké (Pavlousek 2011). Ceské oblast

je zatazena do evropské zony A, s povolenym doslazovanim vin (Linhart a kol. 2007).

2.2.1.2.  Moravska oblast

Tato oblast se rozprostira v oblasti moravskych kraji a déli se na 4 podoblasti — slovackou,
velkopavlovickou, mikulovskou a znojemskou. S rozlohou vinic 16 698 ha zaujima vice nez 96
% vsech osazenych ploch v Ceské republice a zaregistrovano je zde celkem 312 vinaiskych
obci (Situacni a vyhledova zprava réva vinna a vino 2011). Vyznacuje se vy$§imi primérnymi
teplotami neZ oblast Ceské (Kraus 2008). Moravské vinice se fadi do evropské zony B spoleéné
s navazujicimi vinohrady ze Slovenska a Rakouska. V této zon¢ jsou nastavena piisna pravidla
pro doslazovani (Linhart a kol. 2007). Nejpéstovan¢jsi odridy v moravské oblasti jsou Miiller
Thurgau, Veltlinské zelené, Svatovaviinecké, Frankovka, Ryzlink vlaSsky a Ryzlink rynsky
(Pavlousek 2011).

2.2.2. Odridy péstované v Ceské republice

Podstatou vinafstvi a vinohradnictvi v Ceské republice je produkce odriidovych vin, proto je
vybér odrid velice Siroky. VSechny péstované odridy pro komercni ucely musely projit
zkouskami pro registraci odriid a byly zapsany do Statni odriidové knihy Ceské republiky
(Encyklopedie révy). Tyto zkousky musi byt v souladu ustanovenim podle §30 smérnice
Komise 2004/29/ES ze dne 4. 4. 2004. Pro vyrobu jakostnich vin jsou povolené registrované

odrudy uvedeny v zakoné¢ ¢. 321/2004 Sb. o vinohradnictvi a vinafstvi. Zkousky odrtid musely
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potvrdit schopnost dosahnout dobrou produkci v naSich geografickych podminkach
(Pavlousek 2007). Do odradové knihy jsou kazdoro¢né registrovany nové odridy. V letech
2011-2013 bylo registrovano celkem 9 novych odrid. V odriidové knize je k 31. 12. 2013
zapsano celkem 30 bilych a 27 modrych mostovych odrid révy vinné. Nejcastéjsi odrudy a

jejich podil v zattidénych vinech jsou uvedeny nize, na obrazku 1.

Ostatni vina

Veltlinské zelené [ Chardonnay

14% 04 Miller Thurgau

[\ 21%

Tramin cerveny

4% Muskat moravsky

3%
Sylvanske zelené
1%

_ad Meuburskeé
2 2%
Sauvignon o
6% o
\ x ¥
Fulandske bile
5%
Ryzlink viagsky Rulandske sede

13% 7%

Ryzlink rynsky
10%

Ostatnivina Apdré

5% 9
e =

Cabernet Moravia
3%

Zweigeltrebe
13%

Cabernet Sauvignon
4%

svatovavrinecké

T
17% Dornfelder
2%
Rulandské madré
9% Frankovka
25%

Maodry Portugal
16% 2%

Obr. 1: Odriidova skladba vinic v CR (nahore bilé, dole modré odriidy) [11]
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2.2.3. Agrotechnické produkéni systémy ve vinohradnictvi Ceské republiky

Zemédelstvi v Evropé proslo béhem posledniho desetileti mnoha zménami. Produkéni systémy
stale vice sméfuji k ekologickému pfistupu péstovani plodin. Dle vypracovanych studii
ty péstované zpitisobem konvenénim (Brandt a kol. 2001; Woese a kol 1999). Tento trend
kopiruje i vinohradnictvi v Ceské republice. Ze situa¢nich a vyhledovych zprav vydavanych
ministerstvem zeméd&lstvi CR je patrny od roku 2006 rapidni piechod k regulovanému
hospodateni (viz obr. 2.2) (Situacni a vyhledova zprava réva vinnd a vino 2007 — 2014). V

soucasnosti je v CR vyuzivano ti systémtl produkce hroznt (Pavlousek 2011):

e Konvenéni produkce hroznil
e Integrovand produkce hroznli

e Ekologicka produkce hroznt

14000
W Konvenéni
12000 - O Integrovany
| Ekologicky
10000 -
©
<
£ 8000 -
(=]
Lo
o
]
S 6000 -
P
(@]
4000 - —
2000 - —
0 - T T T
2006 2007 2008 2009 2010

Obr. 2: Vyvoj pouzivanych registrovanych hospodarskych systémii na osdzenych vinicnich

plochdch v CR (Situaéni a vyhledova zprava réva vinna a vino 2007 — 2010)
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2.2.3.1.  Konvencni produkéni systém

Jedna se o zplisob oSetfovani a vedeni vinohradu pouzivany v podstaté v celém obdobi 20.
stoleti. Cilem tohoto systému je maximalizovat vynosy plodiny bez ohledu na vliv
na zivotni prostfedi. K dosazeni tohoto cile se pouZziva celd fada syntetickych chemikalii
pouzivanych jako pesticidy nebo hnojiva. Disledkem aplikace téchto chemikalii je sniZeni
biodiverzity ve vinohradu. Mechanickym udrzovanim plidy dochazi k jejimu extrémnimu
utuzeni, coZ ma negativni vliv na funkci kofenového systému révy (Pavlousek 2007). Na rozdil
od regulovanych agrotechnik (integrovand a bio) se oSetiuje vinohrad v predem
stanovenych intervalech na zakladé¢ fenofazi, bez ohledu na nihodny tlak patogend.
V soucasné dob¢ je tento systém na ustupu (obr. 2) a nahrazuje jej systém integrované

produkce (Situacni a vyhledova zprava réva vinna a vino 2006-2010).
2.2.3.2.  Integrovanda produkce hroznii

Tento regulovany systém hospodareni je v soucasné dobé nejpouzivangjsim ve vinohradnictvi.
Dle situacni zpravy ministerstva zemédélstvi je v tomto systému registrovano témet 12 000 ha
vinic (2/3 celkovych registrovanych vini¢nich ploch). Cowell a Clift (1995) prezentovali ideu,
ze vynosy z integrované¢ho hospodarstvi jsou nékde mezi vynosy konvencéniho a
ekologického systému. Od té doby je integrovany systém pfijiman jako tieti cesta v
zem&délstvi — je ekonomicky realisticky, Setrny k Zivotnimu prosttedi a dlouhodobé
udrzitelny ve smyslu § 6 zakona ¢. 17/1992 Sb. o zivotnim prostiedi (Pavlousek 2011;
Morris a Winter 1999). Cely systém ceského integrovaného vinohradnictvi je fizen smérnici
Integrované produkce v CR z roku 2010 popisujici disledny systémovy piistup k celé
technologii péstovani a zpracovani révy. Aplikace ochrannych latek je mozna jen na zakladé
kratkodobé progndzy a signalizace. Prednostné je vyuzivano ekologickych prostiedkit pro
ochranu rostlin a je zakazano pouzivat pesticidy, které nejsou schvaleny pro integrovanou
produkci. NejCasteji vyuzivanymi ochrannymi prostiedky v systému integrované produkce
hrozntl jsou fungicidy na bazi médi a zinku v anorganickych i organickych forméch. Aplika¢ni
davky téchto piipravki jsou limitovany konkrétnimi smérnicemi integrované produkce hrozni.
Napiiklad maximalni pfipustné mnozstvi &isté Cu®” je stanovené na 2 kg/ha za rok (aktualnd

v roce 2015) (Smérnice integrované produkce hrozni 2010).
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2.2.3.3.  Biologickd produkce hroznii

Ochrana vinohradu v ekologickém vinohradnictvi je zaloZzena na kombinaci preventivnich
opatfeni a na podpofe piirozen¢ se vyskytujicich organizmi (Ochrana révy vinné v eko.
vinohradnictvi 2007). V souc¢asné dobé se v CR timto systémem hospodaii na 649 ha
registrovanych vinic. Ekologické vinohradnictvi se #idi Nafizenim Rady (EHS) ¢. 2092/91 o
ekologické produkci zemédé€lskych produkti a potravin a zakonem ¢. 242/2000 Sb.
o ekologickém zemédélstvi, veetné vyhlasky 53/2001 Sb. Vinaf vyuzivajici tento systém musi
pfihlasit svoje produkty ke  kontrole k jedné =z akreditovanych organizaci
v CR (Pavlousek 2011).

V ekologickém vinohradnictvi neni povoleno pouZivani pesticidi ani minerdlnich
syntetickych hnojiv. Misto toho se vyuzivaji metody sdzeni smési bylin do mezifadi vinice pro
podporu vyzivy révy, aplikace piipravkl na bazi jilovitych zemin, fenyklovych oleji, vodniho
skla, feromont a pfipravkll na bakteridlni bazi. Jedinou vyjimkou v restrikci vyuzivani
syntetickych ochrannych prosttedki je moznost pouziti prostiedkt obsahujici méd’ (hydroxid
médnaty, oxichlorid méd’naty, siran méd’naty), proti plisni révové a plisni Sedé a to v mnoZzstvi
6 kg/ha za rok, coz je 3x vice ve srovnani s integrovanou produkci hroznt (Ochrana révy vinné
v eko. vinohradnictvi 2007). Popis dostupnych prostfedki ochrany rostlin v ekologickém

vinohradnictvi je soucasti legislativnich piedpist uvedenych vyse.

2.3. Autenticita vina

Autenticky, neboli pravy produkt ma identitu pravé takovou, za jakou je vydavana a za jakou
ji povazujeme (Sun 2008). Korektni znaCeni mé garantovat spotiebiteli ptivod, kvalitu a
stanovit komer¢ni hodnotu vyrabénych vin. Vino je diky svému slozeni snadno padélatelné.
Odbornici odhaduji podil falSovanych vin na trhuna 5% (Lerner K. a Lerner W. 2006). Cilem
falSovani vin je generovat vyssi zisk prodejem neoriginalniho produktu. Zptsobt padélani je
vice. Nejcastéji se jedna o pouziti faleSnych etiket, udavajici nepravy ptivod, ro¢nik ¢i odradu
vina. Dalsi obvykly zpiisob padé€lani vina je jeho fedéni vodou nebo levngjsi variantou vina a
modifikace vina pouzitim aromat a barviv (Lerner K. a Lerner W. 2006; Almeida a kol. 2001).

Evropska unie od roku 1992 aktivné chrani autenticitu regionalnich potravin (véetné vin)
vydanim natizeni 2081/82 a 2082/92 (novelizovaném v roce 2006 - 510/2006 a 509/2006)
o ochran¢ udaji geografickém ptivodu a kontrole oznaceni zeméd¢€lskych a potravinarskych

produktii. V Ceské republice se problematikou falSovani vina zabyva Statni zemédélska a
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potravinaiskd inspekce. Stale sofistikovanéjsi postupy falSovani vina iniciovaly zvySenou
védeckou aktivitu v této oblasti. Behem poslednich dvou desetileti se védci z celého svéta
zabyvaji vyvojem metod, schopnych odhalovat podvodné praktiky oznaCovani a falSovani
vin, zaloZenych na analyze chemickych konstituentll vina pomoci Siroké Skaly analytickych

technik a jejich kombinaci (Arvanitoyannis 1999).

2.3.1. Odrudova autenticita vina

V Ceské republice jsou vyrabéna predev§im odriidova vina. Jak bylo zminéno vyse, ve Statni
odridové knize je zapsano celkem 25 bilych a 17 modrych mostovych odrid révy vinné.
Fal$ovéani odrtid zaménou za jinou odriidu &i smés je v Ceské republice pomémé Gasté (Situaéni
a vyhledova zprava réva vinna a vino 2014).

Odridovou autenticitu vin lze hodnotit na zdklad¢ analyzy organickych kyselin,
fenolickych a aromatickych latek, aminokyselin, bilkovin, prvkové analyzy a analyzy
DNA. Obsah tékavych aromatickych latek a aminokyselin ve vin¢ je uzce spjaty nejen
s biologickymi vlastnostmi rostliny, ale i s biochemickou aktivitou kvasinek a jinych
mikroorganismt, ktera je krom¢ jinych vlivli zavisla na dané odridé révy vinné (Herndndez-
Orte a kol. 2002). Napftiklad botrytizovand vina obsahuji zvySenou koncentraci primarnich
alifatickych amintli, jakozto dusledek infekce Botrytis cinerea. To vytvaii charakteristicky
profil téchto vin (Grindlay a kol. 2011; Sass-Kiss a Hajos 2005). K odridovému aromatu
nejvyraznéji prispivaji t€ékavé terpenické slouceniny (Mateo a Jiménez 2000). Je znamo
piiblizné 50 terpenickych slou¢enin. Pievdzné se jedna o monoterpenické alkoholy (napf.
linaol, geraniol, nerol, citronelol), pfitomnych nejcastéji ve slupkach muskatovych odrid
(Pavlousek 2007). Kromé terpentt mé vliv na charakteristické aroma odrid také ptitomnost
norisoprenoidi, (hlavné¢ u odridy Chardonnay - actinodol, vitispiran aj.), methoxypyrazini
(odrady Sauvignon, Cabernet Sauvignon a Cabernet Franc - 2-methoxy-3isobutyl,
2- methoxy-3-isopropyl, 2-methoxy-sec-butyl a 3-methoxy-3ethyl), esteri, aromatickych
alkoholu a acetati vysSich alkoholii (Jackson 2008). Dalsi skupinou organickych latek
vhodnych pro diferenciaci vin dle odridy jsou fenolické slou¢eniny. Jedna se o komplexni
skupinu molekul s rozliSnou strukturou, vlastnostmi a velikosti (od monomerll az
po polymery). Biochemické drahy syntézy polyfenolii jsou silné ovliviiovany genetickou a
enzymatickou vybavou rostliny. Obsah téchto latek se v révé se tak lisi mezi jednotlivymi

odradami (Makris a kol. 2006). K tcelu stanoveni odridové autenticity se da vyuzit parametri
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ze §Siroké skupiny polyfenoli, ale ,,otisk prsti* barevnych antokyant Ize aplikovat pouze u vin
z hrozni modrych odrad (Brossaud a kol. 1999; Czochanska a kol. 1979).

Pro odriidovou autentifikaci vin je mozné vyuzit také prvkovou analyzu, 1 kdyZ jeji
pouziti pro tyto ucely je méné Casté. Rozdily v kofenovém systému jednotlivych odrid révy
se projevuji odliSnym pfijmem rozpusténych mineralnich latek z ptidy. Riist kotfeni je ovlivnén
genetickou vybavou rostliny, environmentalnimi vlivy, vlastnostmi ptidy a typem vysadby.
Réva vinnd ma svij kofenovy systém slozen ze starych a novych kotent, které se Casto
obnovuji. Staré dievnaté kotfeny jsou zakofenény hluboko (az 6m) v zemi, vytvaii oporu
rostliné a dodavaji vodu a ziviny z vé&tSich hloubek. Star§i a autochtonni odridy mayji
obvykle rozsahlejsi kofenovy systém nez odriidy moderni a obecné se 1i§i pomérem novych
a starych kotenti (Siddique 1990). Odridy se také 1isi v ranosti produkce ploda, citlivosti
na nedostatek kysliku v piidé, toleranci zamokieni kofenli a v neposledni fadé pfistupnosti
kotenovych bun€k k mykorhizalni symbidze. Tato symbidza s houbovymi mikroorganismy
siln€ ovliviiuje pfijem anorganickych latek, zeyjména P, NH3, Ni, S, Mn, B, Fe, Zn, Cu, Ca a K.
Chrani proti toxickych prvkiim jako je Pb a Cd. V obdobi sucha tvoti houby chelata¢ni latky
a tim zvySuji dostupnost kovil (Eshel a Beeckman 2013). Kromé kofent se také rizné odridy
révy vinné lis§i svou fyziologii — vyska, velikost listl, plodi atd. To se také projevuje
na distribuci latek v rostliné (Jackson 2008). VSechny zminéné faktory potencialné mohou
ovlivitovat prvkovy profil vinného mostu, respektive vina a mohou byt vyuZity pro diskriminaci
a klasifikaci odridovych vin  Jelikoz ale dochazi k mnoha interakcim
genotyp x prostfedi x vyrobni proces, mize byt prvkové slozeni ovlivnéno natolik, ze ho
nelze vyuzit pro klasifikaci vin. Je vhodné multielementarni analyzu zkombinovat s analyzou
organickych latek ve vin€ a rozsifit tak skupinu parametrii vstupujicich do klasifikaéniho
modelu z jinych analytickych technik (Greenough a kol. 2005; Almeida a kol. 2003; Charlton
a kol. 2010).

Nové se pro diferenciaci vin dle odridy zacind vyuzivat analyza rostlinné DNA,
vyuzitim polymerdzové ftetézové reakce (PCR). Je schopna odhalit drobné genetické
odli$nosti jednotlivych odriid. Problémem ale ¢asto byva nizka koncentrace DNA, pfitomnost
jinych DNA (z kvasinek, bakterii) a vysoky obsah polyfenolli, inhibujici polymerazovou
fetézovou reakci. Tento problém lze CasteCné korigovat volbou vhodné metody pro extrakci
DNA. Pies vSechny komplikace se momentalné¢ jednd o nejpresnéjsi metodu charakterizace

odrud (Jackson 2008).
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2.3.2. Autenticita geografického piivodu vina

Geografickd pozice, ptdni podminky, vlivy geologického podlozi, klimatické a
mikroklimatické vlivy jsou faktory, které spoluplisobenim vytvati jedine¢né vlastnosti vin,
typické pro danou oblast (Linhart a kol. 2007; Suk 1995). Fyzikalni a chemické vlastnosti pid
maji hlavni podil na vysledné podobé vin. Vznik ptdy je dlouhodoby proces, zavisly na
parametrech stanovisté, geologického substratu, klimatickych podminkach a na okolnim
porostu. Horniny a geologické utvary se Gasto piili§ neli§i v rimci mnoha km®, naopak
diverzita piid se miZe ménit i na nékolika m”. Ceské vinafské oblasti maji v pidé mensi
podil sprasi nez v krajin¢ moravské, bohatSi na obsah vépniku. Jednd se hlavné
o hnédozem¢ a hnéd¢ pudy. V udoli Labe zase pievladaji téz§i jilovité ptdy z kiidovych
sedimentil. V oblasti Litoméficka a Zernosektl obsahuji navic pfimés vulkanického skeletu.
Na druhou stranu, slozeni moravskych pud je velice pestré a neni vyjimkou, kdyZ se v rdmci
jednoho vinohradu vyskytuje vice pudnich typi. Diky hluboké orbé je vini¢ni plda
Casto smesi n¢kolika rozdilnych materidlt.

Dalsi vyznamnym faktorem, vytvafejicim charakteristické znaky vin z danych oblasti,
jsou hydrogeologické podminky. Vodni sraZzky na jizni Moravé jsou v primeéru nizsi nez
v oblastech Ceskych vinic. Deficit je z¢asti nahrazovan pfitomnosti hlubinnych vod a ¢astecné
umélym zavlazovanim. Hlubinné vody obsahuji rozpusSténé mineralni latky a stopové prvky.
Kromé podoblasti Mikulovské a ¢asti podoblasti Znojemské je témét vSude na vinicich jizni
Moravy ptitomnost souvislé hladiny podzemni vody (Linhart a kol. 2007).

Linhart a kol. 2007 zhodnotili rozdily vinaiskych oblasti a podoblasti Ceské
republiky a konstatovali, ze Ceskd oblast, véetné obou podoblasti je velice nehomogenni,
co se tyce podminek péstovani révy. Ob¢ oblasti netvoii souvislé tzemi a da se vyuzivat
jen urcitych vhodnych mist. Moravské podoblasti jde také velice dobfe oddélit. Znojemska
podoblast ma v piadé¢ prevahu sprasi i pfiznivé fecistni sedimenty. Mé také charakteristické
klima, se splyvajicimi znaky klimatu oceanského a kontinentalniho. Svou homogenitou
podminek se Znojemské oblasti blizi podoblast Slovacka. M4 vSak odlisné klima (pronikaji
nevhodné severni vétry) a jiné plidni slozeni. Mikulovska podoblast se déli na dvé odlisné
casti — Pavlovské vrchy a podhlii s vapnitymi pidami s vyjime¢nym profilem stopovych
prvki a Wienské panve s mohutnymi sprasemi a ficnimi naplavami. Velkopavlovicka
podoblast je tvofena vSemi geologickymi utvary jizni Moravy. Tyto skutecnosti se odrazi na

chemickém sloZeni révy vinné, respektive vina.
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Stanoveni prvkového profilu vina je vysoce efektivni pro urceni geografického
puvodu, diky piimé spojitosti se slozenim pidy ve vinohradu. Charakteristickym znakem
muze byt koncentrace makroprvki (K, Na, Ca, Mg), 1 prvka stopovych a
ultrastopovych (Medina 1996). Mineralni profil vSak mtize byt ovlivnén vlivy agrotechniky,
vyrobni technologii nebo skladovanim, coz miize vést k ovlivnéni spravnosti zatazeni vin do
jednotlivych kategorii. Li, B, Mg, Ca, Mn, Zn, Rb, Sr, Cs, Pb a prvky vzicnych zemin
vykazuji minimalni zmény koncentrace v mostu bcéhem vyrobniho procesu (Nicolini a kol.
2004). Jsou tak vhodné pro zatazeni do klasifikacniho modelu. Vyhodné je pomoci
multielementarni techniky ICP-MS stanovit kompletni prvkovy profil vin a na zakladé¢
analyzy rozptylu a dalSich chemometrickych metod vybrat prvky majici vliv na rozd¢leni
vzorkl do skupin dle podoblasti (Luykx a kol. 2008).
jejich stanovenim lze ziskat vynikajici ukazatel geografického plivodu. Nejcastéji se jedna
o poméry’H/'H, C/**C, '*0/'°0 v molekulach vody a ethanolu obsazenych ve ving. Napiiklad
o/ 16Oje pomér zavisly na vzdalenosti od oceanu a nadmotské vySce vinohradu (Luykx a kol.
2008). Dalsim izotopickym indik4torem je pomér izotopu Stroncia. Rozpadova fada Rubidia
7Rb vede ke vzniku 1zotopu ¥7Sr. V horninéach se tak v zavislosti na geologickém stafi méni

pomér *’Sr/*°Sr (Almeida a kol. 2003).

Krom¢ anorganické a izotopové analyzy se pro klasifikaci vin dle geografického ptivodu
vyuziva také analyzy organickych slozek vina. Polyfenolicky profil je ovlivnén klimatickymi
podminkami stanovisté, na kterém je réva péstovana. Rozdilné teploty, doba slune¢niho zafeni,
vlhkost a dostupnost vody ovliviiuji biochemické drahy a enzymy zodpoveédné za syntézu téchto
latek (Makris a kol. 2006). Etievéant a kol. (1989) a Shimoda a kol. (1993) prokazali, ze
koncentrace tékavych organickych sloucenin (napt. alkanti, aldehydi, alkoholl) je vhodny
parametr ke klasifikaci vin dle geografického plivodu. Jednu z nejstarSich dostupnych studii
zabyvajici se diskriminaci vin dle geografického ptiivodu vypracoval Derde a kol., jiz v roce
1983. K diskriminaci francouzskych vin do riznych francouzskych regionid pouzili
fingerprintingu zalozeny na aminokyselinovém profilu zkoumanych vzorkt. Vyuzili faktu, ze
obsah aminokyselin v hroznech je zavisly na klimatickych podminkach stanovisté, kde réva
roste. Analyzovanymi aminokyselinami byly arginin, alanin, tyrozin, valin a leucin. Na zékladé

obsahu téchto latek byli schopni zatadit vzorky z rliznych regioni se 100% uspésnosti.
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2.3.3. Autenticita produkéniho systému

Biovina maji na trhu obecné vysSi komeréni hodnotu nez vina z hroznl z vinic
obhospodarovanych konven¢nimi postupy. FalSovani je v tomto ptipadé velice snadné. Pouhou
zaménou etikety je mozné konvenéni vino vydavat za bio produkt. V soucasné dobé existuje
jen velmi malé mnozstvi publikaci, které by feSily problematiku autenticity produkcnich
systéml. Vybér parametrit pro klasifikacni statisticky model tedy zavisi na publikacich,
popisujicich vliv ochrannych prostfedkl, hnojiv a obdéldvani na révu vinnou a vino. V
kapitole 2.2.3 o agrotechnickych produkénich systémech ve vinohradnictvi Ceské republiky
byly shrnuty zasadni rozdily mezi jednotlivymi systémy. V ekologickém vinohradnictvi se
pfisun zivin do pidy realizuje vyuzitim kompostli a chlévské mrvy. Jednd se o Ziviny v
organické formé. Konvenéni systém pouzivd hnojiva obsahujici dusik a dalSi nutriety v
rozpusténé anorganické formé, rychleji a snaze dostupné kofenovému systému rostliny.
Dostupnost anorganickych specii dusiku ma potencial ovlivnit syntézu sekundarnich
rostlinnych metabolitil jako jsou proteiny a rozpusténé pevné latky (Rapisarda a kol.
2005). Hrozny péstované regulovanymi ekologickymi systémy se vyznacuji delSim obdobim
zrani v porovnani se systémem konven¢nim, coz je zpusobené pomalejSim uvolfiovanim
dodavanych Zzivin (Brandt a kol. 2001). Ve fazi zrani jsou formovany polyfenolické slouceniny
a diky delSimu obdobi zrani je jejich koncentrace v bobulich vyssi. Fakt, Ze produkéni systém
muze ovliviiovat mechanismy tvorby téchto sloucenin, se d& vyuzit ke klasifikaci vin. Vybrané

polyfenolické slou€eniny jsou prezentovany v tabulce 3 (Gambelli a Santaroni 2004).

Antokyany Malvidin  Peonidin  Petunidin Cyanidin Delphinidin
Flavonoidy Quercetin Apigenin  Myricetin Resveratrol Prokyanidiny
Fenolické kyseliny Galova Kavova Kumarova

Ostatni Resveratr

Tabulka 3: Vybrané fenolické slouceniny ke klasifikaci vin dle produkcniho systéemu [47]

Konvenc¢ni systém je Uizce spojeny s vyuzitim pesticidl. Salvo a kol. (2003) publikovali
studii, zabyvajici se vlivem pouziti konvenénich pesticidli na koncentraci Cd, Cu, Pb a
Zn ve vinech. Konven¢ni vina vykazovaly vyssi absolutni koncentrace téchto prvki. Vréek a
kol. (2011) studovali vliv konvencni a bio agrotechniky na obsah polyfenolickych latek,
antioxidacni aktivitu a obsah kovili v chorvatskych vinech. Tato studie prokazala vyssi obsah

Zn, Pb, As, Al, Cr a Ni u konven¢nich vin. Obsah polyfenoli pak koreloval s antioxida¢ni
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aktivitou a byl vy$si u vin z bio produkce.

Parametry koncentrace Cu a Zn se da efektivné vyuzit 1 pro rozliSeni vin z produkce
integrované a ekologické. Daji se ocekdvat vyssi koncentrace Cu ve vzorcich bio vin, zdavodu
vyS$i povolené davky pro oSetfovani bio vinic, v mnozstvi 6 kg/ha za rok, proti 2kg/ha za
rok u vinohradii s integrovanym systémem. Koncentrace zinku budou pravdépodobné vyssi
u produkce integrované, kde je povolena aplikace fungicidli Mancozeb, ktery obsahuje zinek
v organické komplexni formé. Tyto fungicidy jsou u bio produkce zakdzany (Smérnice

integrované produkce hroznii 2010; Ochrana révy vinné v ekologickém vinohradnictvi 2007)

24. Vyuziti instrumentilnich analytickych technik ke stanoveni

autenticity vin

Senzorické hodnoceni provadéné odborniky bylo po dlouhou dobu jedinym zptisobem, jak urcit
autenticitu vina. Navzdory dlouhému vyvoji ma senzorickd analyza vysokou miru nejistoty
a nedokaze presn¢ urcit piivod vina (Luykx a kol. 2008). Nedostatky této techniky fesi moderni
instrumentalni analytické techniky, schopné identifikovat latky charakteristické pro jednotliva
vina, které jsou ve vinech Casto pfitomny ve velmi nizkych ¢i stopovych koncentracich
(Arvanitoyannis 1999). Sivertsen a kol. (1999) vypracovali komparativni studii, ve které pro
klasifikaci ptivodu 22 komer¢nich ¢ervenych vin ze 4 hlavnich francouzskych vinatskych
regionll pouzili senzorickou analyzu a analyzu celkovych polyfenoli na HPLC. Spravnost
zafazeni byla u chemické analyzy 81,8 % oproti 63,6 % u analyzy senzorické.

V soucasné dobé¢ existuje Siroky vybér instrumentalnich analytickych technik a jejich
kombinaci, vhodnych ke stanoveni charakteristickych chemickych sloZek vina (popsanych
v této kapitole), vyuzitelnych jako parametry pro klasifikaci vin do skupin, v ramci
identifikace jejich autenticity. V zasad¢ se tyto techniky rozdé€luji na dvé zakladni skupiny, ato
na techniky anorganické a organické analyzy. Anorganické analyzy se vyuziva ke stanoveni
prvkového profilu vin a k ur€eni izotopickych poméri stabilnich prvkil pfijimanych rostlinou.
Organicka analyza se zaméfuje na stanoveni aromatickych tékavych latek, fenolickych

sloucenin, aminokyselin a amint (Luykx a kol. 2008; Arvanitoyannis 1999).
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2.4.1. Anorganicka analyza

Jak bylo uvedeno dfive, izotopické poméry stabilnich prvki pfijimanych rostlinou jiz zstavaji
neménné a toho se da vyuzit pii rozliSovani vin dle geografického ptvodu, stafi a odrady.
Ke stanoveni izotopickych poméri se vyuziva nejCastéji spektroskopie nuklearni
magnetické resonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie pro stanoveni izotopickych poméra
(IRMS). Pro ucely autentifikace vin jsou stézejni poméry izotopti H/'H, Pc/*c, o/'0 v
molekulach vody a ethanolu obsazenych ve ving (Grindlay a kol. 2011). Pomér *0/'°O je
zavisly na vzdalenosti od ocednu, nadmoiské vySce vinohradu a klimatu (Almeida a kol.
2001). Bréas a kol. (1994) vyuzili této zavislosti k rozd€leni vin z rliznych evropskych zemi
dle geografického pivodu. Dal§im izotopickym indikatorem je pomér izotopit Stroncia (Sr).
Rozpadem nestabilniho Rubidia *'Rb vznika izotop *’Sr a tim se v horninach, v zavislosti
na geologickém stai méni pomér “'Sr/*°Sr (Almeida a kol. 2003). V praxi techniku
izotopickych pomérii pouzili Gimenez-Miralles a kol. (1995), ktefi pomoci NMR stanovili
pomér deuteria a vody k identifikaci odridové autenticity a geografického ptivodu vina z
oblasti Valencie. Rossmann (2001) spravné zatadil testované vzorky vin dle geografického
puvodu kombinaci izotopickych pomérid uhliku z etanolu a kysliku z vody pomoci IRMS.
Techniky stanoveni izotopickych pomért jsou vyznamné také pti identifikaci staii vina. K
tomuto ulelu se vyuziva pomér “H/'H a obsah 'O a ">C ve vodg, respektive ve vinném
destilatu. Kromé lehéich prvka se vyuzivaji k autentifikaci vin i t&€zké izotopy olova. Jsou
celkem Ctyfi a ti1 z nich pochdzeji z rozpadovych fad uranu a thoria. Stanovenim jednotlivych
izotopl a poméru 29pp20*Ph 1ze urdit puvodni lokalitu vzniku vina a jeho stafi (Grousset a
kol. 1994).

Cela tfada autort uspé$né potvrdila, ze k identifikaci geografického pivodu vina lze
vyuzit elementiarni analyzy. Vznikly studie popisujici regiondlni diskriminaci vin
ve Spanélsku (Iglesias a kol. 2007), Kanadé (Greenough a kol. 1994), Némecku (Castineira a
kol. 2004), Italii (Marengo a Aceto 2003), Portugalsku (Pérez Trujillo a kol. 2011), Novém
Z¢landu (Angus a kol. 2006), Argentiné (Fabani a kol. 2010), Jizni Africe (Coetzee a kol. 2005)
a Ceské republice (Sperkova a Suchanek 2005). Védci k problematice vyuziti prvkové analyzy
ke stanoveni autenticity vin pfistupovali ¢asto odliSn€. Diaz a kol. (2003) k GispéSnému zatrazeni
vin z Kanarskych ostrovi vyuzili skupinu 11 prvka (K, Ca, Na, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, Li,
Rb), stanovenych pomoci atomové absorpcni a emisni spektrometrie (AAS a AES). Baxter
a kol. (1997) ve své studii diskriminovali a klasifikovali §panélské a anglicka vina na zakladé

analyzy 65 prvkl technikou hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem (ICP-
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MS). Extrémem v poctu pouzitych prvkid je studie efektivné klasifikujici vina ze
severozapadniho Spanélska na zakladé analyzy dvou prvk, a to vapniku a baria (Latorre a kol.
1994). Kromé regionalni diskriminace byla prvkova analyza vin zdkladem pro rozliSeni vin dle
odriidy hroznt. V kombinaci s profilem organickych kyselin, polyfenold a aminti byli Charlton
a kol. (2010) schopni s relativné vysokou uspéSnosti odlisit odriidova vina (data byly
vyhodnocovéana pomoci techniky klasifika¢nich a regresnich stromi CART).

Technika ICP-MS oteviela moZnosti rychlé, multielementdrni analyzy, kdy lze v
jednom kroku analyzovat ve vzorku desitky prvka v ultrastopovych koncentracich. Je tak
mozné stanovovat ve vin€ i prvky vzacnych zemin (La, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Tb, Ho, Er, Tm,
Yb, Lu) v koncentracich ng/l, coz je v soucasné dobé velice u€inné pro rozdélovani vin do
danych oblasti a podoblasti (Thiel a kol. 2004). Alternativnimi technikami k ICP-MS pro
stanoveni prvkového slozeni jsou optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

(ICP-OES) a atomova absorpéni a emisni spektrometrie (AAS) (Jarvis a Grey 1990).

2.4.2. Organicka analyza

Tato kapitola pojedndva o konkrétnim vyuziti analytickych instrumentalnich technik
pouzivanych ke stanoveni organickych latek, které jsou potencidlnimi ukazateli pro urceni
autenticity vin. Tyto latky se déli do tfi zakladnich skupin dle chemické podstaty — fenolické

slouceniny, aminokyseliny a aminy a t€kavé aromatické slouceniny.

2.4.2.1.  Fenolické slouceniny

V kapitole o autenticit¢ vin bylo uvedeno, ze biochemické drdhy syntézy polyfenolil jsou
ovlivnény genetickou vybavou jednotlivych odrid, klimatickymi a geologickymi
charakteristikami vinohradu (Makris a kol. 2006). Na zaklad¢ téchto faktl byl systém
stanoveni obsahu fenolickych a polyfenolickych sloucenin Gspésné aplikovan k identifikaci
odridové autenticity a geografického ptivodu vina v celé fad¢ studii. Fenoly jsou rozsahla
skupina latek siln¢ ovliviiyjicich senzorické vlastnosti vina. Podle struktury se déli na dvé
skupiny. Fenoly s flavonoidni a neflavonoidni strukturou. Je zndmo, ze v pritb¢hu zrani vina se
fenolicky profil vina méni. Oxidacni procesy a rekombinace latek vede ke vzniku polymernich
sloucenin, prevazné tanind. Chut’ a barva ¢ervenych vin je z velké ¢asti ovlivnéna pritomnosti

antokyant, pochazejicich ze slupek modrych odriid. Bild vina obsahuji antokyany jen v
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minimalni mife, proto se tento parametr hodi pouze ke klasifikaci ¢ervenych a rizovych vin

(Jackson 2008; Haslam 2005).

Ry
HO 0
\,/\//"'\O CH,ORg 3
OR, % "
HO el

R1 R2 R3
Cyanin OH OH
Peonin OCH,4 OH
Delphinin OH OH OH
Petunin OCH; OH OH
Malvin OCHj; OH OCH;
R4 — H: monoglukosid ; glucose: diglucoside

R5 — acetyl, p-coumaroyl, caffeoyl

Obr. 3: Antokyany ve vinech (Jackson 2008) Obr. 4 Zakladni skelet flavonoidii (Jackson 2008)

K separaci a detekci fenolickych latek se nejcastéji pouziva kapalinové chromatografie
(HPLC) ve spojeni s detektorem diodového pole, UV-VIS detekci a hmotnostnim
spektrometrem (MS), fluorescencni spektroskopie a plynové chromatografie (GC) (Luykx a
kol. 2008; Dufour a kol. 2006). Koncentrace vybranych fenolickych sloucenin se mohou
vyrazn¢ ménit vlivem klimatickych a ptirodnich faktort. Kyseliny 3,4- Dihydroxybenzoova a
trans-kumarova se ukazaly byt stabilnimi slou¢eninami ve vin€ a jejich stanoveni slouzilo k
zatazeni vin dle odridy a plivodu v oblasti Penedés v Katalansku (De la Presa-Owens a kol.
1995). Vergara a kol. (2011) vyuzili pro zatazeni riznych odriid vin z Chile vysledky z analyzy
antokyanti a zakladnich flavonolii v kombinaci se stanovenim kyseliny Sikimové Identifikace
a kvantifikace byla realizovana na kapalinovém chromatografu s detekci na diodovém poli, ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-DAD-ESI-MS). Jako nejvyznamnéjsi parametry k
rozde€leni se v tomto piipad¢ nejvice osvédcil pomér sumy vSech forem myricetinu k celkovému
obsahu kvercetinu. Dalsi studie klasifikujici vina dle odridy byla provedena v Kanad¢. Soleas
a kol. (1997) identifikovali a kvantifikovali 15 individualnich polyfenolti a chemometricky
analyzované vysledky uspésné pouzili k zatfazeni vin z Niagarské vinaiské oblasti. Pied
analyzou na plynovém chromatografu s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) se fenolické
slouceniny extrahovaly do ethylacetatu.

Celkovy obsah polyfenolti ve spojeni se senzorickou analyzou byl Gspé$né aplikovan
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k urceni geografického plivodu francouzskych vin, kdy pomoci chemické analyzy bylo
uspésné klasifikovano 81,8% vzorkl. Spojenim s analyzou organoleptickych vlastnosti vina
byl poté vytvoten robustni statisticky model, ktery diskriminoval a klasifikoval vzorky se 100%
uspésnosti (Grindlay a kol. 2011).

2.4.2.2.  Aminokyseliny a aminy

Plvod aminokyselin ve vinech mlZe byt rlizny. Aminokyseliny pochdzejici z hroznli mohou
byt castecné¢ nebo upln¢ metabolizovany kvasinkami v obdobi rlastu. N¢které jsou
produkovany zivymi kvasinkami, mezitim co dals$i se uvolnuji do vina lyzi mrtvych bun¢k.
Cast také vznika enzymatickym rozkladem proteinii z hroznti. Obsah aminokyselin ve viné je
dale zavisly na zptisobu hnojeni, klimatickych podminkach stanovisté a technologii vyroby
vina (Hernandez-Orte a kol. 2002).

Stanoveni aminokyselin pomoci instrumentalnich analytickych technik ve vinech bylo
vyuzito k ur€eni geografického piivodu vin a k ovéteni odrtidové autenticity, v celé fad¢ studii.
Vysoka koncentrace aminokyselin je bézna u Sumivych vin a na zaklad¢ tohoto faktu byla
sestavena studie, porovnavajici Sampafiska vina s ostatnimi Sumivymi viny. Celkem bylo na
HPLC analyzovano 110 vzorkll. Sampafiska vina vykazovala vyssi koncentrace vsech
aminokyselin, krom¢ argininu a byly se 100% uspésnosti oddéleny od vin ostatnich (Tusseau a
kol. 1996). Soufleros a Bertrand (1998) pomoci HPLC s fluorescen¢nim detektorem (FLD)
stanovili ve vice nez 60 vinech z Bordeaux, Bourgogne, Alsaska a Champagne, 21
aminokyselin, t¢kavych latek a biogennich amint. Na zdkladé chemometrického vyhodnoceni
dat poté klasifikovali vina dle piivodu, typu a stafi. Etiévant a kol. (1988) v dalsi francouzské
publikaci analyzovali prostfednictvim HPLC aminokyselinovy profil 34 francouzskych vin ke
klasifikaci vin dle odridy a pivodu. Soustiedili se na stanoveni prolinu, hydroxyprolinu,
argininu, otnithinu, alaninu, serinu, glycinu, valinu, leucinu, asparaginu, treoninu, izoleucinu,
metioninu, lysinu, tyrosinu, fenylalaninu, histidinu a ethanolaminu. Na zdklad¢ analyzy
hlavnich komponent (PCA) a diskriminacni analyzy (DA) vybrali pro efektivni rozdéleni pouze
dvé aminokyseliny z celé skupiny a to hydroxyprolin a ethanolamin. Déle je znamo, Ze se
obsah primarnich alifatickych aminli zvySuje jako dusledek infekce hrozni plisni Botrytis
cinerea. Z takto nakazenych bobuli se vyrabéji specifickd Tokajska vina. Sass-Kiss a kol.
(2008) analyzovali 21 madarskych a 23 zahrani¢nich tokajskych vin. Jednotlivé aminy
separovali pomoci HPLC s fluorimetrickym detektorem, pti vinovych délkach 345 a 455nm.

Mad’arské tokajska vina byla segregovana od zahrani¢nich se 100% tspésnosti.
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2.4.2.3.  Tékavé aromatické slouceniny

Stanoveni aromatickych t€kavych latek pomoci modernich analytickych technik se nejvice
pouziva pro ureni odridové autenticity. Aromatické t€kavé latky ve vinech jsou nejcastéji
terpenické slouceniny, aromatické alkoholy, acetaty vysSich alkoholt, ethyl estery mastnych
kyselin, organické kyseliny. U mladych vin je ovocny aromaticky charakter vytvafen obsahem
ethyl esteri mastnych kyselin a acetéti. Pfedev§im u vin typu rosé je ovocné aroma piimo
spojovano s pritomnosti esterd. Tyto estery v prubéhu starnuti vina hydrolyzuji do forem
plvodnich alkoholil a kyselin. Analyzou této skupiny latek (nejcastéji pomoci GC) je tak mozné
rozdé€lovat vina podle stari (Jackson 2008).

Ferreira a kol. (1995) charakterizovali rozlisSné odridy vin pomoci aromatickych
slouc¢enin (ethyl estery mastnych kyselin, acetity vysSich alkoholll) izolovanych a
identifikovanych ve viné€ kapalinovou a plynovou chromatografii (HPLC, GC). De La Presa-
Owens a kol. (1995) s tspéchem vyuzili k rozdé€leni bilych vin z oblasti Penedés v Katalansku
srovnani 19 vysoce t€kavych a 8 aromatickych sloucenin. Podobnou studii provedli ve stejny
rok Garcia- Jares a kol. (1995), ktefi k identifikaci a kvantifikaci t¢kavych a aromatickych
sloucenin (3—methyl-2-methylbutanol, ethyl-octanat, nerol, hexyl acetat, benzyl alkohol a
dalsich) pouzili techniku plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii se
sektorovym polem (GC-MS-SF). Tento rozbor umoznil rozlisit vina z oblasti Rias Baixas od vin
z okolnich oblasti.

Monoterpeny a terpenické latky jsou vyznamnym zdrojem odridového aromatu.
Je zndmo cca 50 monoterpenickych sloucenin, z nichz nejvyznamnéjsi jsou monoterpenické
alkoholy (linaool, geraniol, nerol, citronelool a terpineol). Muskat a dalsi odvozené specifické
odriidy (Ryzlink, Muller thurgau, Tramin, Ottonel a dalsi) obsahuji vysoké koncentrace téchto
sloucenin. Mateo a Jimenez (2000) separoval monoterpeny pomoci iontoveé vymeénné a gelové
permeacni chromatografie. Podle obsah monoterpenii pak rozdélil odriidy na intenzivné
aromatick¢ muskatové odridy (koncentrace monoterpentt vyssi nez 6 mg/l), nemuskatové
aromatické odrady (1-4 mg/l) a neutrdlni odridy, jejichz aroma neni
ovlivnéno monoterpenickymi latkami.

Vétsina publikaci z této oblasti potvrdila, Zze pro stanoveni t€kavych aromatickych
latek (kterych je ve viné vice nez 500) je idedlni analytickou technikou plynova
chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). I pfes vysokou citlivost
hmotnostniho spektrometru je vhodné tékavé latky pfed separaci prekoncentrovat. Navic je
mozné za plynovy chromatograf zatradit olfaktometricky detektor a hodnotit odseparované

vonné slozky senzoricky (Jackson 2008; Sun 2008)
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2.4.3. Souhrn vybranych studii

V nize uvedené tabulce jsou shrnuty né¢které vybrané publikované studie vyuzivajici instrumentélni analytické techniky ke stanoveni

jednotlivych typl autenticity vin.

Tabulka 4: Souhrn publikovanych studii

Klasifikace vin dle Klasifikacni parametry Instrument  Zemé plvodu Reference
Geografického plavodu K,Na, Ca, Mn, Mg, Fe, Rb, Cu, Sr, Li AES Spanélsko Frias 2003
Prvkova analyza Ca, Ba AAS, AES Spanélsko Latorre 1994
K, Ca, Na, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, Li, Rb AAE, AES Spanélsko Diaz a kol. 2003
B, Mg, Ca, V, Mn, Co, Fe, Zn, Rb, Sr, Cs, Pb SF-ICP-MS Némecko Castineira a kol. 2004
65 prvka ICP-MS UK Baxter a kol. 1997
27 prvka ICP-MS CR Sperkova a Suchanek 2005
16 prvki ICP-MS Spanélsko Iglesias a kol. 2007
20 prvkd ICP-MS Kanada Greenough a kol. 1997
56 prvka ICP-MS Italie Marengo a Aceto 2003
Na, K, Ca, Mg, Fe, CU, Zn, Mn, Sr, Rb, Li AAS, AES Portugalsko Pérez Trujillo a kol. 2011
Sr, Rb, Ni, Co, Pb, Mn, Cd, Ga, Cs ICP-MS Novy Zéland Angus a kol. 2006
K, Fe, Ca, Cr, Mg, Zn, Mn AAS Argentina Fabani a kol. 2010
40 prvk ICP-MS JAR Coetzee a kol. 2005
Izotopické poméry Prvky vzacnych zemin, izotopy Pb a 23 dalsich kov( ICP-MS Francie Barbaste a kol. 2002
Izotopickd pomér 180/160 IRMS Spanélsko Bréas a kol. 1994
Izotopicky pomér deuterium/voda NMR Spanélsko Giménez-Miralles a kol. 1995
Izotopické poméry uhliku a kysliku z ethanolu a vody IRMS Némecko Rossmann 2001




Tabulka 4 pokracovani: Souhrn publikovanych studii

Klasifikace vin dle Klasifikacni parametry Instrument Zemé plavodu Reference

Typu odridy Fenolické slouceniny
3,4-Dihydroxybenzoova kyselina a trans-kumarova kyselina GC Spanélsko ?gegf Presa-Owens a kol.
Celkové obsah polyfenoll + senzoricka analyza HPLC Norsko Sivertsen a kol. 1999
Aminokyseliny a aminy
Zakladni aminokyseliny HPLC Norsko Sivertsen a kol. 1999
21 aminokyselin a biogennich aminl HPLC-FLD Francie Soufleros a Bertrand 1998
18 aminokyselin HPLC Francie Etiévant a kol. 1988
Primarni alifatické aminy HPLC-FLD Madarsko Sass-Kiss a kol. 2008
Fenolické slouceniny
3,4-Dihydroxybenzoova kyselina a trans-kumarova kyselina GC Spanélsko Sgeglj Presa-Owens a kol.
Antokyany, Flavonoly a kyselina Sikimova HPLC-DAD-ESI-MS  Chille Vergara a kol. 2011
15 individualnich polyfenoll GC-MS Kanada Soleas a kol. 1997
Aminokyseliny a aminy
21 aminokyselin a biogennich aminl HPLC-FLD Francie Soufleros a Bertrand 1998
18 aminokyselin HPLC Francie Etiévant a kol. 1988
Tékavé aromatické slouceniny
Ethyl estery MK, acetaty vyssich alkoholl HPLC, GC Spanélsko Ferreira a kol. 1995
19 tékavych a 8 aromatickych sloucenin GC Spanélsko 1D§QL§ Presa-Owens a kol.
3—methy|—2-methy|butanol, ethyl-octanat, nerol, hexyl acetat, GC-MS-SF &panélsko Garcia-Jares a kol. 1995
benzyl alkohol aj.
Monoterpeny IEC, GPC Spanélsko Mateo a Jiménez 2000




2.5. Statisticka analyza dat - Chemometrie

Vytvoteni spolehlivého, fungujiciho predikéniho modelu umoznujiciho zatfazeni neznamych vin
do skupin dle geografického ptivodu, odriidy a agrotechniky vyzaduje podrobnou analyzu velkého
mnozstvi vzorkill s ovéfenym plivodem. Moderni analytické techniky generuji velké mnozstvi
informaci o zkoumaném vzorku. Napiiklad kompletni spektrum aromatickych sloucenin vina
Casto ¢ita az 800 latek (Jackson 2008). Védci jsou konfrontovani s problémem spravné interpretace
hmotnostni spektrometrii, popisujici slozeni vzorkli ve vice rozmérech — chromatografickém a
spektroskopickém (Wehrens 2011).

Problematika ur€ovani autenticity potravin je jednim z ptipadl, kdy pro spravné zatazeni
do skupin je tieba zpracovat velké mnozstvi dat, ¢asto z n€kolika analytickych technik. Ke
zpracovani takto velkych souborti se vyuziva vicerozmérnych statistickych technik jako je
shlukova analyza, diskrimina¢ni analyza, analyza hlavnich komponent a analyza rozptylu. Tyto
techniky patii spolecné s dalSimi statistickymi technikami do samostatné védni discipliny —

Chemometrie (Eckschlager 1991).

Matematika
Statistika
Organicka chemie
Biologie
Chemometrie
Vypocetni technika Analytickd Chemie Pramysl
Potraviny

Teoreticka a fyzikalni

InZenyrstvi ;
Y chemie

Obr. 5 Spojeni chemometrie s jinymi védnimi disciplinami (Brereton 2003)
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2.5.1. Shlukova analyza

Cilem shlukové analyzy je tadit objekty (vina) do skupin a to tak, aby dva objekty stejného shluku
si byly podobngjsi, nez dva objety ze shluku jiného (Rezankova 2007). Analyza vySetfuje
podobnosti vicerozmérnych objekti (tj. objektl, které jsou popisovany vice proménnymi) a tiidi
je do shlukt (Meloun a Militky 2004). Pfi této analyze neni pfedem zndma piislusnost jednotlivych
objekta k urcité tiidé. Nemusi tedy existovat piedbézna informace o poctu skupin dat nebo
objekti. Nejedna se tedy o techniku klasifikace, u které je pfedem jasné do jakych skupin se budou
objekty fadit. To je zasadni rozdil mezi shlukovou analyzou a analyzou diskrimina¢ni (And¢l
2005).

Podle zpiisobu shlukovani délime tuto analyzu na (Morrison 1967):
e Hierarchickou
o Aglomerativni
o Divizni

e Nehierarchickou — vyzaduji oproti hierarchickym metoddm ptfedbéznou informaci o
poctu shluktl, do kterych mé byt soubor dat tfidén
Pro aplikaci na data k urCeni autenticity vin se nejcastéji pouzivd metoda SAHN, tj. sekvencni
aglomerativni hierarchickd metoda vytvarejici neptekryvajici se shluky (Morrison 1967). Zavislost
na kvalité Upravy zdrojovych dat je u shlukové analyzy obecné vyssi nez u jinych vicerozmérnych

analyz (Pytela 2003). Vyzaduje vétSinou nasledujici posloupnost krokii:
1. Vybér dat — pocet objektli musi nejméné 3x prevySovat pocet znaki

2. Priizkumové analyza vicerozmérnych dat — rychlé posouzeni vztahi mezi sloupci
(vlastnostmi) matice M-rozmérné ndhodné veli¢iny (Ajvazjan a kol. 1981). Je mozné
vyuzit metodu PCA k detekci tzv. Outlineri neboli vyrazné atypickych odlehlych
objektt, které je nutné z chemometrické analyzy vyloucit (Andél 2003)

3. Predzpracovani dat — standardizace dat odectenim aritmetického priméru a podéleni
smérodatnou odchylkou. Doporucené je i snizeni dimenze nékterou z technik
s latentnimi proménnymi (napt. PCA). SniZenim dimenze se zpracovavd méné
proménnych s vyssi vyznamnosti a vystup je piehledné;si

4. Vybér ptislusné miry podobnosti objektl a vypocet matice podobnosti
5. Volba vhodné shlukovaci procedury (vhodné pouzit nékolik metod)

6. Urceni optimalniho poctu shlukt
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7. Interpretace vysledkii vzhledem k pozadovanému rozdéleni

8. Grafické a Ciselné zobrazeni vysledkt
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Obr. 6: Ukadzkovy dendrogram rozdéleni vin z moravskych podoblasti, se vzdalenosti na svislé

ose a s usporddanymi objekty na ose vodorovné (Skarupa 2012)
Shlukova analyza neni v nékterych ptipadech piili§ vhodnd pro studium geografickych

rozdilt objektt, kdy je variabilita znakl v zavislosti od gradientu prostiedi (Andél 2005). Vyhodou

je, ze analyza nevyzaduje normalni gaussovské rozdéleni dat (Rezankova a kol. 2009).
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2.5.2. Analyza hlavnich komponent (PCA, Hotellingova transformace)

K ur€eni autenticity vin se pracuje s velkym mnozstvim dat neboli znakli, z nichz nékteré
nejsou pro analyzu vyznamné. Identifikuje podstatné znaky v datech a zvyrazni jejich podobnosti
a odliSnosti. Pomoci analyzy hlavnich komponent je mozné snizovat dimenzi, tj redukovat
vysoky pocet dat na vyrazn€ mensi pocet novych znakd, tzv. hlavnich komponent. Zkoumani
téchto redukovanych dat zjednoduSuje zpracovani a interpretaci. Pii analyze je nutné zachovat v
novych znacich ptivodni informaci (Marhold 2001; Smith 2002). Pivodni data se nahradi novymi
vzajemné nekorelovanymi. Tim se piivodni podstatnd informace zkoncentruje do nékolika
prvnich ordinacnich os, fazenych v pofadi podle klesajici variability. Nova osa 1 (1. Hlavni
komponenta PC1) je vedena ve sméru nejveétsi variability mezi objekty mezitim co druha nova
osa (2. Hlavni komponenta PC2) je kolmé na prvniosua je vedena stejnym zptisobem. Pivodni
systém os se v prostoru nataci tak, aby se dosdhlo maximalni variability mezi zkoumanymi
objekty a zaroven je relativni pozice objekt stale stejnd jako v plivodnim prostoru (Hendl 2006).

Na zadkladé PCA dostaneme nékolik vysledki. Zakladem je komponentni skoére, coz je
soustava soufadnic objektli v nové vytvofeném prostoru, definovaném hlavnimi komponentami
PC1 a PC2. Cim vys33i je skore pro dany znak a komponent, tim vyznamnéjsi je dany znak pro

rozdéleni objekt podél ur¢eného komponentu. Dal§im vysledkem je grafické zobrazeni objektti

v grafu (Andé¢él 2003; Smith 2002).
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Obr. 7: Grafické zobrazeni disperze pozorovani do rozptylového grafu, optimalizované rotact

vytvorenych hlavnich komponent PC1 a PC2 (Hair 1998)
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Pomoci nového soutadnicového systému se objekty (vina) vynesou do faktorové roviny
pouzitim prvnich dvou hlavnich komponent a z grafického hlediska vytvoifi nové osy systému,
které¢ maji takovou orientaci, aby bylo mozné jednotlivé skupiny objekta rozlisit (And€l 2003;

Smith 2002].

2.5.3. Diskrimina¢ni analyza (DA)

Diskriminacni analyza a jeji techniky studuji rozdily mezi skupinami objekt (vin) popsanymi
veétsim mnozstvim znakli (chemické slozeni vina). Témto znaklim se fika diskriminatory. Znaky

kazdého z objektl jsou porovnavany s diskriminatory objektl ostatnich. Cilem je (Izenman 2008):

e RozliSeni (diskriminace) — Vyuziva informaci k rozliSeni zndmych objektd (vin)
do skupin (odriidy, podoblasti) k vytvoteni klasifikacniho modelu — tj. odvozeni
rovnice nebo soustavy rovnic za Uc¢elem klasifikace objektl (tyto rovnice se nazyvaji
klasifika¢ni funkce)

e Klasifikace — Vyuziva klasifikaéniho modelu k zatfazeni nezndmych objekti (vin).
Pti klasifika¢nich technikach se zjist'uje pravdépodobnost, s jakou lze klasifikovany objekt

uspésné zaradit do stanovené skupiny.

2.5.3.1.  Kanonicka diskriminacni analyza

Technika zkoumajici rozdily mezi skupinou objektd ve vicerozmérném prostoru. S jednotlivymi
znaky charakterizujici dané pozorovani software pracuje tak, aby se jednotlivd pozorovani co
nejefektivnéji rozlisily dle pfedem nastavenych diskriminatora (rozdé€leni dle skupin, kam vzorek
patii). VEtsi vahu maji znaky, které jsou variabilni mezi skupinami, nez znaky variabilni v ramci
skupiny. Tyto znaky maji nejvétsi vliv na orientaci vytvotfenych ordinacnich os. Osy jsou sefazeny
dle klesajiciho vyznamu pro tfidéni do skupin. Prvni osa je vedena ve sméru nejvétsi variability
mezi zkoumanymi skupinami (Marhold 2001; www odkaz 1). Osy se vyhodnocuji podle pozice
objektd podél os a podle pozice primérnych hodnot (centroidii) na kanonické ose pro danou
skupinu. Pro zobrazeni piekryvajicich se skupin je vhodné skupiny oddélit kruznicemi, oznacujici

urcité procento objektti (Marhold 2001).
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Mejvyhodnéjsi
diskriminaéni funkce

Skupina 1 ~——

Skupina 2

Obr. 8: Zobrazeni diskriminacnich os (www odkaz 2)

2.5.3.2.  Klasifikacni diskriminacni analyza

Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyzy se pouziva k sestaveni klasifikaéniho kritéria pro zarazeni
objekti do skupin, na zikladé znalosti o skupindch zjisténych v kanonické diskrimina¢ni
analyze). Mezitim co kanonicka diskriminacni analyza maximalizuje miru separace mezi
skupinami objektd ma klasifikacni funkce za cil minimalizovat pocet chybn¢ zafazenych
objektd. K tomu se aplikuje pravdépodobnostni piistup s vyuzitim linearni nebo kvadratické
diskrimina¢ni funkce (Izenman 2008).

Q(v)

U,

U

Obr. 9: Srovnani linedrni (L) a kvadratické (Q) diskriminacni funkce k rozdéleni 2 skupin
(Meloun a Militky 2004)
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Vystupem jsou hodnoty pravdépodobnosti zatazeni objektli do skupin a klasifikacni
tabulky se zafazenim objektii do grup dle klasifika¢niho kritéria (Meloun a Militky 2004).

5

Discriminant function 2

Discriminant function 1
Obr. 10: Aplikace LDA na vzorky némeckych vin (objekty) z 3 riznych regionii (skupiny
ohranicené elipsami). Rozlisovacimi znaky (diskriminanty) je prvkovy profil (Castineira a kol.

2004)

2.5.4. Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyza rozptylu je statistickd metoda ovétujici vlivy nahodnych faktorti na rozptyl dat. Slouzi
k rozdéleni celkové variability na slozky a testuje se jejich vyznamnost viici variabilité celkové.
Cilem ANOVA pfi vytvafeni predikéniho modelu k fazeni vin je zjistit, zda naméfené
koncentrace danych analytll vykazuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (vinaiské
oblasti, odridy, agrotechniky). Pro tento ucel sta¢i jednofaktorova analyza rozptylu. U kazdé
skupiny se testuje vzdy jeden parametr (koncentrace konkrétniho analytu). VSechny namétené
koncentrace jednoho urcitého analytu tvoii ze vSech skupin (napf. vinafskych podoblasti)
soubor, v némz je variabilita zpisobena riznymi hodnotami faktorti a ndhodnymi chybami.
Cilem je zjistit, zda jsou rozdily mezi skupinami zpusobeny pravé koncentraci daného
analytu nebo jen ndhodnymi chybami. Voli se nulova hypotéza, ze mezi skupinami rozdil
neexistuje. Pokud je nulova hypotéza zamitnuta, znamena to, ze dany parametr ma vliv na

rozdé€leni vzorkl do skupin (Eckschlager 1991; Pytela 2003).
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2.6.  Pouzité analytické techniky

K realizaci jednotlivych analyz vin bylo vyuzito nékolik instrumentalnich analytickych technik.
Prvkova analyza byla provadéna na hmotnostnim a optickém emisnim spektrometru s indukéné
vazanym plazmatem. Pro ucely separace a detekce fenolickych latek ve viné byla zvolena
technika vysoce ucinné kapalinové chromatografie s DAD detekci. Kromé toho byla
experimentdlné stanovena celkovd antioxidacni aktivita vin pomoci elektronové
paramagnetické rezonance. Budou stru¢né popsany teoretické principy funkce vyse zminénych

zafizeni zamétenych na konfigurace redlné vyuzivané k dosaZeni cilli disertaéni prace.

2.6.1. Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS)

Anorganicka hmotnostni spektrometrie je v soucasné dob& nejvyznamnéjSi analytickou
technikou vyuzivanou ke stanoveni prvkového slozeni latek na stopové a ultra stopové tirovni
(ppt) a to diky velice nizkym detekénim limitim selektivité a nizké spotiebé vzorku.
Koncentraéni rozsah je v ptipadé ICP-MS v rozptylu od ppt po ppm troven. Existuje celd fada
rozdilnych konfiguraci ICP-MS sdilejici stejné komponenty jako je zmlZova¢, mlzna komora,
plazmovy hotak, detektor, ale liSici se v designu pfechodové oblasti, iontové optiky, vakuového
systému a iontového separatoru. Zakladni sestava ICP-MS s kvadrupdlem je prezentovana na

obrazku 11 (Becker 2007)

Ivterface
Tegon Brina K separitoru Tontova optika Ouadrupole Detekior
: Kénus T
Plazmovy plyn
o
ill
Chlazena mlina komora e : -
Rf power
Mosn¥ plvn J— |
|

Konus a

Bl Penstalticka ]JI.unpﬂl

Rotadni pumpa = -
Piismup vzosku Turbo molelulami Turbo moleculami
pumpa pumpa

Rotatil punpa

Obr. 11: Schéma ICP-MS (kvadrupol) (Becker 2007)
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Vzorek v kapalné form¢ je konvertovan proudem argonu (1 1/min) do stavu jemného
aerosolu pomoci zmlzovace. Jemné kapénky vzorku (cca 1-2% plvodniho objemu) jsou
separovany od vétSich kapicek na zdklad€ rozdilné hmotnosti v mlzné komote. Odseparovany
jemny aerosol je poté undsen z mlzné komory do plazmového horaku skrze injektor. Zde
dochazi pti teplotach 6000 — 10000K k odpateni rozpoustédla, atomizaci a ionizaci jednotlivych
prvkl ve vzorku. Je podstatné rozliSovat roli plazmového hotaku u ICP-MS a ICP-OES. Plazma

je formovana stejnym zptisobem u obou technik — interakci magnetického pole (indukovaného

6000
6200
6500

6800
8000

-£2-10,000

radiofrekvenénim  generdtorem a  civkou)
s protékajicim plazmovym plynem (nejcastéji Ar).
Iniciace tvorby plazmatu je zahajena vloZenim
vysokonapét'ového vyboje do plazmového hotaku.
Dochédzi k ionizaci urCit¢é populace atomi
protékajiciho plynu, které v silném magnetickém
poli za¢nou migrovat a srazet se s okolnimi atomy.

Tim dochazi k ionizaci dalSich ¢astic, dokud se

nezformuje stabilni indukéné vazana plazma.

O000
C0O0

V ptipadé¢ ICP-MS je nejcastéji plazmovy hotak
uloZeny axidlné¢ a jeho primarni ucel je formace

iontll. Design hotéku, respektive celého iontového

zdroje je nastaven tak, aby byla minimalizovana

emise fotonl, které by mohly zvySovat pozadi

méfeni.

Obr. 12: Teplota plazmatu v K (Boss a Freeden 1997)

Ionizované prvky dale piechazeji do oblasti hmotnostniho spektrometru skrze
piechodovou zonu, tzv. interface. Jedna se o oblast se snizenym tlakem (1-2 torr) oddélenou od
vakuovaného spektrometru (10 torr) kovovymi kénusy s otvory s primérem 0,6-1,2 mm,
kterymi ionty prochazeji. Po prichodu interface jsou nabité Castice extrahovany do oblasti
hmotnostniho spektrometru skrze sérii iontovych o¢ek. Vakuum v této zoné je v fadu 107 torr
dosahované pomoci turbo molekularni pumpy. Tyto Cocky slouzi k zaostieni a usmérnéni
proudu iontti do hmotnostniho separatoru. Déle iontova optika brani vstupu fotont, pevnych a
neutralnich c¢éastic do oblasti MS, respektive do detektoru, ¢imZz minimalizuje nartst

sumu (Becker 2007).
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Zaostteny iontovy svazek obsahujici ionty analytu a matrice je pfivadén z iontové optiky
do c¢asti hmotnostniho separatoru, kde je pomoci dalsi turbo molekularni pumpy vytvareno
vakuum na tarovni 10° torr. Existuje n&kolik typti hmotnostnich separatordi. Nejcastdji
vyuzivanymi jsou kvadrupol, magneticky sektor a analyzator doby letu (TOF). Tyto separatory
slouzi k rozdéleni vstupujicich iontli na zdkladé poméru hmotnosti a naboje a k filtraci
interferujicich a matri¢nich iontd. K analyze vzorkli z této dizertacni prace byl vyuzivan
kvadrupolovy analyzator. Jednd se o nejCastéji vyuzivanou a nejméné nakladnou variantu
iontového separatoru. RozliSeni jednotlivych hmot je na urovni 0,6-0,8 m/z. Z toho vypliva
zasadni nevyhoda kvadrupoélu a to je vyssi nachylnost na vyskyt spektralnich interferenci. Tyto
interference jsou nejcastéji zptisobeny izotopy jinych prvki s blizkou m/z nebo polyatomickymi
ionty tvofenymi prvky z matrice, plazmového plynu, vody a riznych atmosférickych plynt.
Izotopické prekryvy jdou snadno feSit vybérem jiného izotopu za cenu snizené citlivosti
z dlivodu méteni na nemajoritni hmot€. Polyatomické interference se na modernich zatizenich
odstranuji pomoci kolizné¢ reakéni cely, kterd vyuzivda mechanismu kolizi a reakci
polyatomickych iontli s vhodné vybranym kolizné-reakénim plynem (nejcastéji smes H a He).
Polyatomické ionty oproti jednotlivym iontim v prostiedi kolizniho plynu Castéji narazeji do
castic inertniho plynu a tim ztraci svou kinetickou energii, kterd je potfebnd na postup do
hmotnostniho separatoru. Napiiklad **C1'°0O" iont (primér iontu 230 pm) se hmotnostné
piekryva s °*'V* (primér iontu 135 pm). Diky vétsimu priiméru polyatomickych ionti lze tento
vzorovy interferent pomoci kolizi odfiltrovat (Becker 2007).

Jakmile separované ionty opusti hmotnostni analyzator, dochézi k jejich sbéru a detekci
pomoci iontového detektoru, ktery je lokalizovan na konci hmotnostniho spektrometru v oblasti
stejn¢ho tlaku, jako je hmotnostni separator. Od iontového detektoru v hmotnostnich
spektrometrech je vyzadovana vysoka rychlost pro méfeni jak malych, tak velkych svazki
iontl. Nejcastéji vyuzivanym typem detektoru pro ICP-MS je elektronovy nésobic.
Mechanismus detekce funguje na principu konverze kladné nabitych iontl na elektrony pomoci
konverzni dynody. Tyto sekundarni elektrony jsou urychlovany, zaostfovany a déale se srazi
s povrchem sekundarni dynody, kdy dochdzi k nasobeni sekundarnich elektronii. Opakovanim
tohoto procesu pies 10-14 dynod vede k vyraznému zvySeni signalu. K zvySeni u¢innosti jsou
jesté dynody pfipojeny ke zdroji vysSiho pozitivniho potencidlu. Nejcastéjsi materialy dynod
jsou slitiny - méd’ — berylium a stiibro — hot¢ik. Napétim vlozenym na elektrody se da regulovat
citlivost detektoru, respektive ovliviiovat multiplikacni G¢innost. Podle velikosti vstupniho
svazku kationtl detektor méti ve dvou médech — analogovém a pulsnim. Pulsni rezim zachycuje

signal ve form¢ jednotlivych elektronovych pulsti a uplatiluje se u méfeni na nizkych
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koncentracich. Detektor ptechédzi do analogového mddu v piipadé€ prekroceni hrani¢niho poctu

vstupujicich iontl do detektoru — dochézi ke snizeni vloZzeného napéti na detektor, snizuje se

uc¢innost multiplikace elektroni a tim se zvySuje zivotnost elektronového nasobice (Becker

i lontovy svazek

2007).

(

| Shér elektront
Zesilovaé

Obr. 13: Schema elektronového nasobice (Becker 2007)

V kapitole zabyvajici se vyuzitim prvkové analyzy pro ucely fingerprintingu vin je
uvedena celé fada konkrétnich aplikaci této techniky. Hlavni vyhody této techniky pfi analyze
vin spocivaji v moznosti multielemenarni analyzy, vysoké citlivosti zafizeni a s tim spojenymi
moznostmi analyzy prvka vzacnych zemin, které jsou obsazeny ve viné v koncentracich ng/l.
Pti vhodné tipraveé vzorkt je na druhou stranu mozné analyzovat i makroprvky v koncentracich
desitek, v extrémnich ptipadech i stovek mg/l. Vhodnou tGpravou je minéno fedéni samotného
vzorku, nebo online fedéni aerosolu vzorku proudem argonu. Méfenim prvka ve vysokych

koncentracich vSak vyrazné snizuje Zivotnost detektoru a je tak vhodné pro tyto ucely volit
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alternativni analytické techniky, jako je atomova absorp¢ni spektrometrie, nebo opticka emisni

spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Becker 2007)

2.6.2. Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES)

Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je technikou prvkové analyzy
sdilejici n€které podstatné soucasti s technikou ICP-MS. Analyty ve vzorku prochdzeji stejnym
procesem zaloZenym na dekompozici matrice a ionizaci prvkl v plazmatu (nejcastéji argonové
plazma). Mechanismus transportu a zmlzovani vzorku a formace plazmatu je shodny
s technikou ICP- MS. Na rozdil od hmotnostni spektrometrie, ktera pro identifikaci a
kvantifikaci prvkl vyuziva piimo svazku vygenerovanych iontii, optickd emisni spektrometrie
méii svazek vygenerovanych fotonii. Excitované elektrony v atomech prvka se pfi transferu do
prostiedi s niz8i teplotou rychle vraceji do pivodnich energetickych stavli a pfebyte¢nou
tepelnou energii vyzatruji ve formé elektromagnetického zéateni o vlnové délce odpovidajici

konkrétnim kvantiim energie specifické pro jednotlivé prvky (Becker 2007)

Prechodova optika
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frekvenéni =
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Obr. 14: Obecné schéma optického emisniho spektrometru s indukcné vazanym plazmatem

(Becker 2007)

Jak bylo zminéno v kapitole popisujici techniku ICP-MS, nejcastéjsi zpisob orientace

plazmového hotaku v pripadé¢ ICP-OES je orientace radialni. Tato orientace nabizi moznost
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regulace vySky pozorovani analytického kandlu v plazmatu. To otevira Siroké pole optimalizace
metod pro stanovovani prvka s rliznym ionizacnim potencidlem. Existuji 1 optické emisni
spektrometry s axidlnim uspofaddnim ICP. Horizontdlni pozorovani plazmatu ptinasi nizsi
detek¢ni limity, avSak za cenu slozitéjsi instrumentace a problémd s interferencemi. Pro axialni
pozorovani je tieba ,,odstfihnout” $picku plazmového kuZele. K tomu se pouziva pfitoku tzv.
sttihového plynu. Axialnim pozorovanim také odpada moznost volného nastaveni pozorovaci
vySky a s tim je spojeno vyrazn€j$i zatizeni interferencemi. Optimalizovand metoda
s horizontalnim pozorovanim vSak mlze poskytovat 5-10x niz$i detekeni limity ve srovnani
s konfiguraci radidlni. Dynamicky rozsah ICP-OES je podobné jako u ICP-OES pomérné
Siroky. Redlné se jedna o rozsah pres cca 5 adl (od setin ppb do desitek ppm). Tento rozsah je
samoziejme silné zavisly na typu analytu, matrici, vybrané emisni ¢afe a dalSich faktorech
(Becker 2007)

Jakmile se svétlo emitované plazmovym zdrojem dostane do prostoru optického
spektrometru, je tteba izolovat vinové délky odpovidajici méfenym prvkim. VétSina téchto
vlnovych délek je v rozsahu 160-860 nm. Pro selekci fotonii v UV oblasti je tfeba proplachovat
spektrometr argonem nebo ho evakuovat pumpou pro eliminaci vyskytu kysliku a dalSich
komponent ve vzduchu, které by mohly zpiisobovat absorpci zafeni. V soucasné dobé se pro
izolaci analytickych Car vyuzivd monochromatord a polychromdatori. Monochromatory
umoznuji vzdy pouze selekci jedné vinové délky v jeden cas. Sekvenéni snimani
monochromatory je mozné s vyuzitim echelleho mtizky nebo hranolu natd¢ené servomotorem.
U modernich spektrometrti jsou preferovany echelleho holografické mfizky. Tento typ
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vykazuje nejnizsi vyskyt tzv. faleSnych car (Becker 2007)

Cocka
Plazma
Zreadlo
Czerny-Turner
Miizka-—
Zreadlo
Detektor

Obr. 15: Schéma spektrometru vyuzivajictho monochromdator typu Czerny-Turner (Becker

2007)
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Polychromatory na druhou stranu umoznuji stanoveni vice analyti zaraz v jednom case.
To vyrazné¢ snizuje cCas analyzy. NejcCastéji se vyuziva Paschen-Rugngeiiv design
polychromatorti. Rozptylova mitizka takového polychroméatori nemd pouze jednu vystupni
Stérbinu jako monochromator, ale mé jich n€kolik namifenych do né€kolika detektorti. Tyto
vystupni $térbiny jsou fixné nastaveny tak, aby propoustély vzdy pouze fotony jedné vinoveé
délky. Na polychromatické desce tak miize byt pouze omezeny pocet vystupnich Stérbin
(vétsinou maximalné 60, standardné 30) lokalizovanych na okraji Rowlandova kruhu. Fixni
mnozstvi vystupnich §térbin tak omezuje moznosti selekce alternativnich emisnich ¢ar a hodi
se spiSe pro rychlé, rutinni typy analyz, pii kterych se stanovuji stéle stejné analyty (Becker

2007)
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Obr. 16: Schéma spektrometru s polychromatorem typu Paschen-Runge (Becker 2007)

Izolované fotony reprezentujici konkrétni prvek jsou detekovany ve véEtSiné
spektrometrti pomoci fotonasobicu. Tyto trubice se sestavaji z fotosenzitivni katody a skupiny
dynod poskladané s postupné rostoucim pozitivnim potencidlem az k finalni anodé. Fotony,
které se dostanou do kontaktu s katodu, iniciuji emisi elektrontl, které jsou urychleny a

nasobeny na dynodach. Dochazi k lavinovému efektu a k znasobeni signalu na trovni faktoru
108 (Becker 2007).
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Obr. 17: Schéma fotonasobice (Becker 2007)

V kapitole této prace zabyvajici se vyuzitim prvkoveé analyzy k ur€eni autenticity vin je
uvedeno né€kolik konkrétnich aplikaci ICP-OES. Tato technika je zejména vhodna k analyze

prvki, které lze obtizné stanovovat pomoci ICP-MS. Jedna se ptevazné o prvky, které jsou
zatiZzeny spektralnimi interferencemi nebo jsou ve viné pifitomny ve vysokych koncentracich
(makroprvky). Pfiprava vzorkl vin k analyze je diky téméf totoznému designu plazmového

iontového zdroje shodnd s postupem pro analyzy na ICP-MS. Lze tak snadno techniky

kombinovat pro dosazeni co nejvyssi presnosti a spravnosti vysledki (Becker 2007)

2.6.3. Spektroskopie elektronové paramagnetické rezonance

Elektronova paramagneticka rezonance slouZzi ke studiu interakce mezi elektromagnetickym

zafenim a magnetickymi momenty. V pfipad¢ EPR se jednd o magnetické momenty pochazejici
z elektroni. Pozorovanim téchto jevli lze analyzovat strukturu a vlastnosti latek
s paramagnetickou povahou. Toto omezeni vychazi z fyzikalnich vlastnosti paramagnetickych
latek. Kazdy elektron mé vnitini magneticky dipélovy moment, ktery vychéazi z jeho spinu.
V neparamagnetickych latkach se elektrony vyskytuji v parech a tak je Cisty dipolovy moment

roven 0. Pouze molekuly obsahujici jeden nebo vice neparovych elektronii zaujimaji nenulovy
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spinovy moment potiebny k interakci s elektromagnetickym polem [EPR kniha, a 1 v této
knize].

Elektronové paramagnetické rezonance se da vyuZzit pfi studiu antioxida¢nich vlastnosti
latek, respektive vlastnosti radikal-zhésejicich. Radikaly jsou latky s neparovym elektronem,
¢imz spliuji pfedpoklad interakce s elektromagnetickym polem. Existuje celd fada studii
vyuzivajici tento typ spektroskopie v rdamci monitoringu antioxidacnich vlastnosti potravin
(Brezova a kol. 2002; Polovka a kol. 2003 a 2006; StaSko a kol. 2002 a 2006; Suhaj a kol.
2006). Experimentalni postup je zaloZen na eliminaci stabilnich volnych radikalt pfi interakci
s latkami s antioxida¢nimi vlastnostmi ve vzorku. Nejcastéji jsou experimentalni systémy
zalozeny na stabilnich radikalech 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazylu (DPPH), 2,2-azino-bis(3-
ethylbenzothizolin-6-sulfonové  kyseliny (ABTS) a 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-1-
piperidinyloxidu (TEMPOL). Nejjednodussi diagram energetickych trovni pro castice se

spinem "2 v magnetickém poli je zobrazen na obrazku 18.
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Obr. 18: Schéma energetickych urovni pro volny elektron pri aplikaci magnetického pole B.
Ua a Up reprezentuji energie spinovych stavu, g je faktor volného elektronu (2,002319304386),
L je Bohritv magneton (Weil a Bolton 2007)

Energetické hladiny jsou oznaceny o a . Zmeénou statického pole B dochazi k separaci
energetickych hladin. Rezonanc¢ni absorpce nastdva s nartstajici frekvenci odpovidajici AU =
h?9. Symbol v reprezentuje frekvenci zdroje zafeni. Pfechodova intenzita ptredstavuje energii,
ktera musi byt absorbovana z oscilujiciho magnetického pole B:, pro pfechod z nizs§iho do
vys$iho energetického stavu. U vétSina jednoduchych systéma s neparovym elektronem
dochazi k rezonanci v magnetickém poli 0,3 T a frekvenci zdroje 9 GHz, tedy v mikrovinné

oblasti - pro tento typ stanoveni magneticko-dipdlovych pfechodl se pouziva mikrovinny EPR
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spektrometr (obrazek 19). Méfeni se realizuje pfi konstantni frekvenci zdroje zafeni, pfi které

se reguluje indukce magnetického pole tak, az dojde k rezonanci (Weil a Bolton 2007).

Modulator pole

Klystron il
Izolator

Smérova spojka Detektor

]:g Zesilovac

'III Zaznam

Elektromagnet spekter

Tlumic

Rezonanéni dutina

Obr. 19: Mikrovinny EPR spektrometr (Weil a Bolton 2007)

Zdrojem MW zéfeni je ve vétSin€ piipadl klystron, ktery pracuje na frekvenci cca 9,5
GHz. Oscilacni pole je generovano ve vlastni nastavitelné dutiné pomoci koaxialnich kabela
nebo vlnovodl a to v rozsahu cca 1-100 GHz. Jako rezonator se u vétSiny EPR spektrometrti
vyuziva rezonancni dutiny, ktera umoziuje prichod MW zéfeni. Frekvence zdroje je ladéna
tak, aby odpovidala rozmérim dutiny. Pi1 rezonanci je energetickd hustota v dutiné vyrazné
vys$si nez ve vlnovodu, coz maximalizuje pravdépodobnost zachyceni rezonan¢ni absorpce
vzorkem (Weil a Bolton 2007)

Zaznam absorpce mikrovinného zareni v dutiné je realizovan pomoci polovodicovych
diod citlivych na mikrovinnou energii. Absorpcéni ¢ary EPR spektra Ize pozorovat, pokud je
separacni energie dvou energetickych sfér rovna, nebo je velmi blizka kvantové energii daného
mikrovinného fotonu. Absorpce tohoto fotonu je zaznamendna jako zména signalu
amplifikovaného zesilovacem (Weil a Bolton).

Vystupem analyz vzorki EPR spektrometrii jsou EPR spektra. Rezonan¢ni Cary a
poloha spektra jsou hlavnim kvalitativnim ukazatelem struktury radikdlu v systému.

Kvantifikace konkrétni latky pak vychéazi z hodnoty plochy EPR spektra, v pfipadé fixni Sitky
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spektralni Sitky poté vySka (intenzita) EPR signalu. Na obrazku XXX je uveden piiklad
charakteristického EPR spektra DPPH radikalu (Weil a Bolton)

ode AIJW - ﬂr

NO,

Obr. 20: Spektrum a struktura volného radikalu DPPH (Sirka magnetického pole 6 mT)
(Stavikova 2010)

2.6.4. Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

V ramci této disertacni prace bylo pro ucely separace a identifikace latek fenolického charakteru
ve ving€ vyuzito techniky vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie. Kapalinova chromatografie
se vyuziva k separaci urcité¢ smesi na zéklad¢ distribuce latek mezi dvéma fazemi — staciondrni
a mobilni. Stacionarni faze je uzaviena v kolonach rozdilné délky a priméru. Mobilni faze je
ptivadéna pumpou do kolony vhodnym pritokem odpovidajici rozmérim kolony a typu

stacionarni faze. Pritoky se mohou pohybovat od hodnot nl po ml/min.

Zasobnik
mobilni fize oo
HPLC pumpa Poditac
Detektor

- o
== 4 s

Kolona

Injector

Smeésovaé MF

Obr. 21: Zjednodusené schéma kapalinového chromatografu (Nollet a Toldra 2013)
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Vzorek (smés analytll) je pfivadén do kolony jako Uizka zoéna pomoci injektoru. Tato
zona je transportovana skrze kolonu pohybujici se mobilni fazi. Jednotlivé latky ze smési jsou
v urcité rovnovaze mezi mobilni a staciondrni fazi. Na zaklad¢ rozdilné afinity k témto dvéma
fazim dochazi k separaci. Po opusSténi kolony jsou separované latky detekovany a
zaznamenavany do chromatogramu zavislosti odezvy detektoru na case (Nollet a Toldra 2013).

Zakladnim ptedpokladem separace je, ze analyt vykazuje takovou afinitu ke staciondrni
fazi, Ze jeho rychlost pohybu k detektoru je niz$i neZ rychlost latky nezadrZzované, respektive
retencni Cas analytu t; je vyS$i neZ retencni ¢as nezadrzované latky to. Z téchto dvou parametri
se pocita retencni faktor k, ktery popisuje pomér Casu pii kterém je analyt v kontaktu se

stacionarni fazi, k ¢asu v kontaktu s fazi mobilni:

Prvni stanovovany analyt by tak mél mit k > 1, coz znamena, Ze pik je dostate¢né
izolovany od piku nezadrzovanych latek. Cim vy3si hodnota retenéniho faktoru, tim delsi je
doba analyzy.

Dal$im podstatnym parametrem popisujici i€innosti separace dvou pikd, je rozliseni Rs.
Tato proménna je definovana jako pomér rozdila retencnich €ast (t) a praméru Sitky piku na
zakladni linii (w). Pro efektivni identifikaci a kvantifikaci jednotlivych slozek ze smési je
podstatné jednotlivé latky rozd¢lit tak, aby se jednotlivé piky v chromatogramu nepiekryvaly.
Pti1 vyhodnocovani je podstatné vyhodnotit symetrii piku. Pfi idealnim gaussovském tvaru piku
je dostatecné rozliSeni Rs > 1,7. Nesymetrické piky ptedstavuji problém, pokud vytvari tzv.
chvost. Navazujici pik na pik pfedchozi by m¢l mit sviij pocatek vzdy na zakladni linii (Nollet
a Toldra 2013).

At
Wy + Wp
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Obr. 22: Graficka definice chromatografického parametru — rozliseni (Nollet a Toldra 2013)

K dosazeni dostatecné ucinnosti separace, rozliSeni a selektivity je zasadni vybér
stacionarni fdze. Vychazi se z chemické a fyzikdlni podstaty stanovovanych analytt, jako je
polarita ¢i ionizovatelnost. Nejcastéjsi nosi¢ staciondrnich fazi v kapalinové chromatografii
jsou Castice na bazi silikagelu, které jsou odolné tlaku a snadno se chemicky modifikuji.
Na druhou stranu, nevyhodou tohoto typu fazi je adsorpce nékterych typti slou¢enin na povrch
Castic a nestabilita stacionarni faze v oblasti nizkého a vysokého pH. Céstice mohou mit
rozdilné vlastnosti vychazejici z rozdilnych velikosti ¢astic, povrchu a dalsi (Arshady 1991).
Céstice jsou dale pro zvyseni u¢innosti a selektivity modifikovany riiznymi typy stacionarnich
fazi, jejichz selekce zavisi na typu separovanych analytli a charakteru matrice. NejCastéjSimi
typy stacionarnich fazi jsou Cs-Cig fetézce, octacedyl silica, octyl-, phenyl-, diol-silika a dalsi
(Nollet a Toldra 2013).

Pro ucely separace organickych latek ve viné a podobnych matricich se nejcastéji
vyuziva chromatografickych metod zalozenych na separaci latek dle rozdilné polarity. K tomu
se vaze zakladni rozdéleni na techniky vyuZivajici reverzni fdze (RF) a normalni faze (NF).
Chromatografie s normalni fazi aplikuje k separaci stacionarni fazi s vyssi polaritou nez faze
mobilni, mezitim co reverzni faze naopak. Pokrok v syntéze fazi vazanych na siliku zpisobil
velkou oblibu RF chromatografie. Retencni mechanismus tohoto typu je zejména vhodny

pro separaci polarnich a hydrofobnich latek. Dalsi vyhodou je rychlé ekvilibrace systému a
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s tim spojena moZznost efektivniho vyuziti gradientové eluce. V RF chromatografii jsou kolony
plnény vétSinou stacionarnimi fazemi ze siliky modifikované alifatickymi fetézci Cs-Cis, které
jsou méné polarni nez pouzitd mobilni fdze (vétSinou smés vody a polarnich organickych
rozpoustédel). Analyty s mensi polaritou vykazuji vyssi retenci nez analyty polarnéjsi. Retenci
je dale mozné modifikovat zménou slozeni mobilni faze, stacionarni faze, ptipadné teploty
kolony (Nollet a Toldra 2013).

Poslednim krokem chromatografickych stanoveni je detekce latek z rozseparované
smési. Existuje nékolik zdkladnich typt detektort, kdy volba zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech méfenych latek. Nejpouzivanéjsi typy jsou detektory optické, hmotnostné
spektrometrické, elektrochemické a luminiscen¢ni. Zdaleka nejpouzivanéj$Sim typem z tohoto
vyctu je opticky UV-VIS detektor. Do této skupiny patii zafizeni rozdélend dle schopnosti
snimani vlnovych délek. Nejjednodussim typem jsou detektory, které monitoruji v ¢ase pouze
jednu vlnovou délku. Déle detektory s moZznosti skenovani vice vinovych délek naraz a nakonec
nejpokrocilejsi UV-VIS detektory s diodovym polem umoziiujici sbér dat skenovanim Sirokého
pasu vlnovych délek v rozsahu stovek nm. Kvantifikace latek se realizuje na principu
absorbance referen¢niho signalu, pfepoctem dle Lambert-Beerova zakona. Predpokladem pro
detekci analytu je absorpce zateni ze spektra emitovaného lampou (Nollet a Toldra 2013).

Konkrétni aplikace chromatografickych metod v ramci autentifikace vin jsou vycteny
v teoretické cCasti, v kapitole zabyvajici se analyzou organickych konstituentl za ucelem

autentifikace vin.
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3. CILE PRACE

Cilem prace bylo vytvofit robustni matematicko-statisticky model, slouzici ke klasifikaci
moravskych vin, konkrétné k zatazeni vin do skupin dle geografického pivodu péstované
odriidy. Modelovani bylo zaloZeno na kombinaci parametrii ziskanych multielementarni
analyzou na ICP-MS a ICP-OES a analyzou vybranych organickych konstituentli pomoci
kapalinové chromatografie s detekci na diodovém poli (HPLC-DAD). Dale byly
vyhodnoceny moznosti vyuziti prvkové analyzy révy a vina a analyzy antioxidaéni
aktivity vin k diskriminaci vin dle produkéniho systému. Antioxida¢ni aktivita byla
stanovovana pomoci elektronové paramagnetické rezonance (EPR). K vyhodnoceni dat
byly vyuZity techniky vicerozmérné analyzy, jako je diskriminaéni analyza (DA), analyza

hlavnich komponent (PCA), kanonické diskrimina¢ni analyza (DA) a dalsi.

Za ucelem splneni cilii byly v ramci disertacni prace reseny tyto dilci ulohy:

e Zpracovani literarni reSerSe shrnujici soucasny stav feSené problematiky

e Na zéklad¢ reSerSe byly vybrany analyty potencionalné vhodné pro klasifikaci vin

dle geografického ptivodu, odriidy a typu agrotechniky

e Bylo zajisténo dostatecné mnoZzstvi vzorkii s deklarovanym plvodem ze vSech

moravskych vinatskych podoblasti

e Byly vytvofeny a validovany metody ke stanoveni vybranych slou¢enin a prvka ve

vzorcich vina

e Pomoci vicerozmérnych statistickych metod byly zpracovany namétené data a byly

vytvotfeny jednotlivé autentifikaéni modely
* Diskriminace a klasifikace vin dle geografického pivodu
* Diskriminace a klasifikace vin dle odrad

* Vyhodnoceni moznosti vyuziti prvkové analyzy a analyzy

antioxidac¢ni aktivity k ur€eni produkéniho systému hrozni

e Ovéfeni spravnosti modelu
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Laboratorni vybaveni

Experimentalni ¢innost byla provadéna v ramci laboratoii a vybaveni ustavu Chemie potravin

a biotechnologii a Centra materidlového vyzkumu.

4.1.1. Pomucky

B&zné laboratorni sklo Simax (Kavalier, CR), polystyrenovy transportni box, automatické
pipety (Finnpipette, Finsko), plastové zkumavky, vialky, septa (Chromservis, CR), plocha
kyveta EPR (Magnettech, Némecko), kolona Ascentis C18 15x4,6, 2,7um (Sigma-Aldrich,
Némecko), filtry 0,45 um, tfeci miska s tlouckem.

4.1.2. Chemikalie

Suchy led pro transport vzorki, tekuty dusik pro homogenizaci vzorki (Linde, CR), kyselina
dusi¢na 65 % v/v (Analytika Praha, CR), peroxid vodiku 30 % v/v (Analytika Praha, CR),
prvkové standardy 1g/L (Analytika Praha, CR), certifikovany material jahodového listi
(Analytika Praha, CR), 2-2-diphenyl-picrylhydrazyl (Sigma-Aldrich, Némecko), methanol
Cistota HPLC (Sigma Aldrich, Némecko), acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina o-
fosfore¢na (Sigma-Aldrich, Némecko), standardy- kvercetin, myricetin, resveratrol, kyselina
kavova, kyselina kumarova, (£) katechin, kyselina Sikimova (Sigma-Aldrich, Némecko), argon,

Milli Q voda.

4.1.3. Seznam pouzitych pristroju

Kapalinovy chromatograf Agilent infinity 1260 (Agilent technologies, USA), hmotnostni
spektrometr s indukéné vdzanym plazmatem Thermo X-Series (Thermo Fisher Scientific,
USA), opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Horiba Ultima 2 (Horiba
Scientific, Francie), EPR spektroskop Magnettech Miniscope MS300 (Magnettech, Némecko),
piipravna deionizované vody Elga Pure Lab (Elga, UK), tiepacka, vortex, mrazici box Snijders

(Snijders scientific, Holandsko).
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4.2. Vzorky

K dosazZeni cilt prace bylo tfeba zajistit dostate¢né mnozstvi vzorkid vin a révy s ovéfenym
puvodem. K tomu piisp€li vinafi z Jizni Moravy — Vinafstvi Holanek (Ivain) a Réva Rakvice
(Rakvice). Pro odbéry vzork révy vinné v terénu byl vytvoren vzorkovaci plan. Nasledné byly
vzorky vin a révy upraveny pro Ucely jednotlivych analyz.
4.2.1. Vzorky vin

Pro tcely sestaveni jednotlivych autentifikacnich modelt bylo separatné pro modré a bilé
odriidy vyselektovano 53 vzorkt bilych a 28 vzorki ¢ervenych vin. Vzorky byly vybrany tak,
aby rovnomérné pokryvaly vSechny moravské podoblasti. K orientacnimu porovnani také byly
piifazeny vzorky bilych vin z ¢eské vinafské oblasti. Pro stanoveni odridové autenticity byly
vybirdny vzorky nejéastéji zastoupenych odriid v CR. Pro zvyseni robustnosti modelu bylo
tteba do modelu zafadit vina z rliznych ro¢nikli pro minimalizaci vlivli starnuti vina a
rozdilnych klimatickych podminek v jednotlivych obdobich. Nejvice zastoupené rocniky
v modelu byly 2011 a 2012, nejstarSim vinem bylo Rulandské modré z Dolnich Dunajovic
z roku 2006, nejmladsi vina byla z produkce 2013.

Pro experimenty tykajici se autenticity produkéniho systému byly ziskdny vzorky vina
odridy Sauvignon z bioprodukce a integrované produkce hroznt (ro¢nik 2013), z vinafstvi
Holanek. Vina byla stabilizovana SO» a transportovana do laboratofe ve sklenénych lahvich

s korkovym uzavérem. VSechny vzorky byly pted analyzou skladovany v chladicim boxu.

Tabulka S: Seznam vzorkii bilych vin

Vzorek Podoblast Odriida Obec Trat Rocnik
1 Litoméfickd Rulandské Sedé Rudolice X 13
2 Litoméfickda Chardonnay Chramce X 12
3 Litomérickda Muller thurgau Cepirohy Barbora 12
4 Mikulovskd  Muller thurgau Perna U spalené hospody 8
5 Mikulovskd  Ryzlink rynsky Novy Pferov  Na Stérkach 11
6 Mikulovskd Chardonnay Vlasatice Pohotelické vinohrady 11
7 Mikulovska  Ryzlink rynsky JeviSovka Stara hora 12
8 Mikulovskd Rulandské sedé Novy Pferov  Na Stérkach 12
9 Mikulovskd  Muller thurgau Valtice Jizni svahy 11
10 Mikulovskd  Ryzlink vlassky Valtice Hinteraly 11
11 Mikulovskd  Sylvanské - Sauvignon X X 12

(9]
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Pokracovani Tabulka 5: Seznam vzorkii bilych vin

Vzorek Podoblast Odruda Obec Trat Ro¢nik
12 Mikulovska Rulandské bilé Sedlec Zatisi - Hlinik 12
13 Slovacka Rulandské sedé X X 13
14 Slovacka Ryzlink vlassky Archlebov Dubova 10
15 Slovacka Veltlinské zelené Terezin Pridanky 11
16 Slovacka Chardonnay X X 12
17 Slovacka Sauvignon Hostéjov Stara hora 12
18 Slovacka Chardonnay Hovorany Dily za vinohrady 12
19 Slovacka Ryzlink rynsky X X 12
20 Slovacka Tramin Cerveny X X 11
21 Slovacka Muller thurgau Lipov Slavkovska 12
22 Slovacka Rulandské bilé X X 11
23 Slovacka Rulandské bilé X X 12
24 Slovacka Ryzlink rynsky Luzice Na strani 11
25 Slovacka Rulandské Sedé Nasedlovice Nova hora 12
26 Slovacka Ryzlink rynsky Bzenec Horni hory 12
27 Slovacka Ryzlink rynsky Bzenec Zadni hora 11
28 Slovacka Rulandské bilé Skoronice Sliny 12
29 Slovacka Chardonnay X X 12
30 Slovacka Rulandské sedé X X 12
31 Slovacka Chardonnay X X 12
32 Slovacka Rulandské sedé X X 12
33 Velkopavlovickda  Muller thurgau X X 13
34 Velkopavlovickd Veltlinské zelené  Rakvice Trkmansko 11
35 Velkopavlovickd  Muller thurgau Rakvice Trkmansko 11
36 Velkopavlovicka Sauvignon Velké Bilovice Dlouha hora 12
37 Velkopavlovicka Veltlinské zelené  Starovice Stredohofi 12
38 Velkopavlovicka Veltlinské zelené  Starovicky Nové hory 11
39 Velkopavlovicka  Veltlinské zelené X X 12
40 Velkopavlovickd Veltlinské zelené  Rakvice Trkmansko 12
41 Znojemska Veltlinské zelené X X 13
42 Znojemska Muller thurgau Oleksovice Rajny 11
43 Znojemska Ryzlink rynsky Hostéradice Volné pole 11
44 Znojemska Tramin Cerveny Horni Dunajovice Frédy 12
45 Znojemska Veltlinské zelené  Olbramovice Olbramovicka hora 12
46 Znojemska Sauvignon Stosikovice u 3 dubl 11
47 Znojemska Rulandské bilé X X 11
48 Znojemska Sauvignon Hnanice KniZeci vrch 12
49 Znojemska Muller thurgau Havraniky Staré vinice 12
50 Znojemska Ryzlink viassky Vrbovec Dolina 11
51 Znojemska Muskat Hnanice U Chlupa 11
52 Znojemska Rulandské sedé X X 12
53 Znojemska Ryzlink rynsky Hnanice U kaplicky 12
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Tabulka 6: Seznam vzorkii cervenych vin

Vzorek Podoblast Odriada Obec Trat Ro¢énik
55 Mikulovska Rulandské modré Dolni Dunajovice Dunajovsky kopec 6
56 Mikulovska Cabernet moravia Perna Purmice 11
57 Mikulovska Svatovavfinecké X X 11
58 Mikulovska Frankovka Horni Véstonice Pod Martinkou 11
59 Mikulovska Rulandské modré Mikulov Valticka 11
60 Slovacka André Hovorany X 8
61 Slovacka André Hovorany Zadni dily 11
62 Slovacka Svatovavtinecké Skoronice Sliny 12
63 Slovacka Rulandské modré X X 12
Blatnice pod svatym
64 Slovacka Modry portugal Antoninkem X 12
65 Velkopavlovicka André Velké Pavlovice Nadzahrady 10
66 Velkopavlovicka Cabernet moravia Velké Pavlovice Nadzahrady 11
67 Velkopavlovicka Svatovavfinecké Pritluky Pfitlucka hora 11
68 Velkopavlovickd Frankovka Rakvice Trkmansko 11
69 Velkopavlovicka Svatovavfinecké Zabtice Staré vinohrady 12
70 Velkopavlovickd Frankovka Kobyli X 12
71 Velkopavlovicka Svatovavfinecké Némcicky Dlouhé knézské 12
72 Velkopavlovicka Cabernet Sauvignon Velké Pavlovice Nadzahrady 12
73 Znojemska Zweigltrebe Bozice Nova hora 8
74 Znojemska Modry portugal Chvalovice Div¢i hora 11
75 Znojemska Zweigltrebe Hostéradice Volné pole 11
76 Znojemska Frankovka Hrabétice X 11
77 Znojemska Frankovka X X 11
78 Znojemska Rulandské modré Stosikovice U 3 dubl 11
79 Znojemska Rulandské modré X X 12
80 Znojemska Rulandské modré Sanov U vinohradu 12
81 Znojemska Svatovavtinecké Strachotice Divéivrch 12
82 Znojemska Frankovka Miroslav Weinperky 13
4.2.1.1. Piiprava vzorki vin pro prvkovou analyzu, organickou analyzu a pro

stanoveni antioxidacni aktivity vin pomoci EPR

Vzorky vin pro elementarni analyzu byly zfedény v poméru 1:1 deionizovanou vodou z divodu

sniZzeni koncentrace ethanolu. Vyssi obsah ethanolu ve vzorcich miiZze zplsobit problémy

s nestabilitou a ochlazovanim plazmatu u ICP-MS a ICP-OES. Prosté fedéni bylo zvoleno misto

mineraliza¢ni metody z divodu niz§i pravdépodobnosti kontaminace vzorkt (Coetzee a kol.

2005; Jakubowski a kol. 1999). Metoda fedéni tak poskytuje lepsi detekcni limity bez rizika

kontaminace, je rychlejsi a snazsi a zvlasté vhodna pokud je mozné vyuzivat vysoké vykony
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radiofrekvencniho generatoru pro buzeni plazmatu. Pfed samotnou analyzou byly vzorky
zfiltrovany pies kvantitativni filtry s velikosti pért 0,45 um.

V ptipadé EPR experimentil bylo filtrované vino fedéno v poméru 1:5 deionizovanou
vodou bezprostiedn¢ pied smichanim s roztokem DPPH. Vhodné fedéni bylo stanoveno
experimentalné, aby byl zajiStén optimalni pribéh terminacni reakce.

Stanoveni vybranych organickych konstituentii ve vzorcich vina pomoci HPLC bylo
provadéno pfimym néstfikem nefedénych vzork filtrovanych pies strikackové filtry s velikosti

port 0,45 um.

4.2.2. Vzorky hrozni a lista Vitis Vinifera

Kromé vzork vin byly pro testy ur¢eni autenticity produkéniho systému vzorkovany bobule a
listy z odrtid Sauvignon a Rulandské modré. Vzorky byly odebirdny z vinohradu v dobé plné
zralosti. Bio vzorky dosadhly zralosti tyden po vzorcich z integrované produkce. Spolecné se

vzorky hroznli byly odebirany 1 listy, ze spodni, stfedni a svrchni ¢asti kefe.

4.2.2.1. Charakteristika lokality pro odbér vzorku Vitis Vinifera

Vzorky bobuli a listu Vitis Vinifera slouzici k vyhodnoceni vlivu agrotechniky na prvkoveé
sloZeni byly vzorkovany v lokalité Ivaii na vini¢ni trati Aebis, patiici do Mikulovské podoblasti.
Vyty¢ené odbérové vinohrady patfily vinafstvi Holdnek, které provozuje dva zpiisoby
péstovani hrozna - Ekologickou a Integrovanou produkci hroznii. V roce 2006 byla vétSina
vinohradu transformovana z konven¢niho zpusobu péstovani na integrovanou produkci a
ptiblizng 20 % na bioprodukci. Od roku 2009 je réva péstovana certifikovanym zpiisobem dle
natizeni Ministerstva zemé&délstvi Ceské republiky a Asociace integrované a ekologické
produkce hrozni a vina Ekovin (nafizeni EC 834/2007 a 889/2008). Bio a integrované sekce
vinohradi jsou separovany vzdalenosti 180m. Mapa umisténi odbérovych mist je

na obrazku 23.

59



Poland

«Prague
Czech Republic

Germany

Slovakig

<, lvan

0 200 400 600 m

Obr. 23: Mapa umisteni odbérovych mist pro studované agrotechniky (OV — bio agrotechnika,
IPM — integrovana produkce hroznii)

Hlavni podil pidy tvofi Cernozem s vysokym obsahem humusu a zeleza. Podlozi bylo
formovano jilovitymi sedimenty. Primérna nadmotska vyska vini¢ni traté Aebis je 177 m.n.m.,
dlouhodoby primér srazek je 543 mm a primérné roc¢ni teplota této lokality je 8,4°C.
Vinohrady pod certifikaci Ekologické produkce hroznti byly oSetfovany kombinaci
fungicidli na bazi médi a siry. Jako dopln€k ochrany proti parazitim byly pouzivany feromony.
Pro posileni rostliny v dob€ nejvétsiho tlaku plisni bylo pouZzivano vodni sklo. Pfirozena
imunita révy byla dale podpofena aplikaci pfipravki z moiskych fas. Vinohrady spravované
systémem Integrované produkce hroznii byly oSetiovany aplikaci organickych a anorganickych
fungicidli na bazi médi a zinku. Vinohrady byly hnojeny v ramci obou produk¢nich systémil
stejnym zplUsobem a to pouzitim pouze ptirodnich hnojiv k udrzeni rovnovahy N, P, K.

Kompletni seznam ochrannych latek a jejich aplikacnich davek je shrnut v tabulce 7.
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Tabulka 7: Seznam ochrannych prostredkii pouzZitych na vzorkovanych vinohradech

Agro Nazev produktu Pouziti Aplikace Slozeni Davka

Bio Isonet L Plus Feromon 2 CAS No. 84364-62-4 -

Bio  Kocide 2000 Fungicid 8 Cu(OH); 5,5 kg/ha Cu
Bio  Sulikol K Fungicid 5 Sulfur 4 kg/ha S
Bio  Vitisan Fungicid 4 KHCOs 3 kg/ha

Bio  Aqua Vitrin Ochranarostliny 2 Water glass 2,51/ha

Bio  Alginure Fungicid 2 Algae extract -

IP Kocide 2000 Fungicid 6 Cu(OH); 2 kg/ha of Cu
P Falcon 460 EC Fungicid 2 CAS No. 288-88-0 0,3 1/ha

IP Folpan 80 WDG Fungicid 6 CAS No. 73771-08-1 1kg/ha

IP Discus Fungicid 2 CAS No. 248582-68-5 0,2 kg/ha

IP Ridomil MZ GOLD Fungicid 2 CAS No. 8018-01-7 2,5 kg/ha

4.2.2.2. Odbér vzorkit hroznii a listii
Pro vzorkovani byla zvolena metoda systematického odbéru hrozmii z riznych vysek kete.
V porovnani s odbérem vzorkl po jednotlivych bobulich nedochédzi k nevédomému vybéru
pouze vyrazné vyzralych bobuli. Smésny vzorek z hroznil vykazuje reprezentativné;jsi vysledky
(Ilanda et al. 2004; Kasimatis et al. 1985). Vzorkovaci blok zahrnoval 96 hlav révy v Sesti
fadach. Vzorky byly odebirdny rovnomérné na zacatku, stfedu a na konci fady. Celkem 54
hroznli bylo vzorkovano od kazdé agrotechniky a odriidy. Jednoduché schéma vzorkovani je
na obrazku 24. Transport vzorkd byl realizovan v plastovych pytlich zasypanych suchym

ledem. Pted Gipravou byly vzorky déle uskladnény v mrazicim boxu pfi teploté -75 °C.

Obr. 24: Vzorkovaci schéma odbéru hroznu a listi
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4.2.2.3. Priprava vzorki listit a hroznit pro prvkovou analyzu

Neomyté bobule byly zbaveny tfapin a pevnych necistot a dale byly vysuseny pii teploté 60°C.
Po odstranéni semen byly vysuSené bobule rozemlety v tieci misce na prasek, pomoci tekutého
dusiku. Kazdy vzorek reprezentoval smés bobuli z jednoho odbérového kete. Vzorky
v praskové formé byly poté mineralizovany v mikrovinném rozkladném systému Milestone
1200 (Milestone Inc., USA) v teflonovych patronach dle mineralizaéniho programu shrnutého
v tabulce 8. Mnozstvi 300 = 5 mg vzorku bylo pfevedeno do patron se smési 5 ml HNO;3 (65
%, v/v) a 2 ml HyO2 (30 %, v/v).

Tabulka 8: Program mineralizace vzorkit bobuli v mikrovinném rozkladném systému

Krok Cas (min) Vykon (W)
1 3 250

2 2 0

3 5 250

4 5 500

5 2 0

6 5 500

Mineralizat byl déle kvantitativné pfeveden do 25 ml odmérnych banék a doplnén
deionizovanou vodou. Vzorky byly pfipravovany vzdy ve dvou replikatech a celkem tak bylo
pfipraveno celkem 36 vzorkl od kazdé odridy a agrotechniky.

Vzorky listi byly pfed homogenizaci vysuseny na vzduchu. Po rozemleti byly listy
mineralizovany podle identického postupu jako vzorky bobuli, pouze s odliSnym nastavenim

mikrovinného rozkladného systému.

Tabulka 9: Program mineralizace vzorkii listu v mikrovinném rozkladném systému

Krok Cas (min) Vykon (W)
1 2 250

2 2 0

3 6 250

4 5 400

5 5 600
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4.3. Instrumentalni metody

Pro ucel stanoveni vybranych chemickych parametrii vin a vzorkl révy bylo vyuzito celkem
Ctyt instrumentélnich technik - optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem,
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, vysoce ucinné kapalinové
chromatografie s DAD detekci a EPR spektrometrie. Byly vyvinuty a validovany postupy
analyz. Pro stanoveni prvkového profilu byly zamémé zvoleny dvé techniky elementdrni
analyzy. Majoritni vétSina vybranych prvki byla stanovovana pomoci ICP-MS. Prvky, které
maji sv€é majoritni izotopy pii méfeni zatizené spektrdlnim prekryvy zpisobené
polyatomickymi a molekuldrnimi interferencemi a elementy vyskytujici se ve vzorcich ve

vysokych koncentracich (Mg, Ca, K, Na), byly analyzovany pomoci ICP-OES (Thomas 2008)

4.3.1. Metodika prvkové analyzy vzorki vin a révy pomoci ICP-MS

V rdmci experimentli na ICP-MS byly separatné vytvotfeny dv€ metody. Jedna pro stanoveni
vybranych prvkli ve viné a druha v rozlozenych vzorcich bobuli listd révy. Analyzy byly
provedeny na pfistroji Thermo X-series ICP-MS s kvadrupdlovym analyzitorem. Jako
plazmovy plyn zafizeni vyuzivalo argon. Pro potlatovani polyatomickych interferenci byl
pfistroj vybaven hexapolovou kolizni celou (CCT), kdy jako kolizni plyn byla vyuZivana smés
He a H. Vzorkovaci i sbérny konus byl vyroben ze slitiny niklu. Zatizeni bylo spojeno
s autosamplerem, zapojenym pies peristaltickou pumpu ke koncentrickému zmlzovaci
Micromist (Glass Expansion, Australie) integrovaného do cyklonické mlzné komory. Rizeni
pfistroje a zpracovani dat byly realizovany pomoci softwaru Plasma lab (Thermo Fisher

scientific, USA).

63



Obr. 25: Hmotnostni spektrometr s indukcné vazanym plazmatem

Pomoci ICP-MS stanoveni bylo ve vinech méteno celkem 30 prvki. Pro kazdy prvek
byl vzdy méfen pouze jeden izotop, zvoleny na zéklad¢ co nejvyssiho zastoupeni a co nejnizsi

urovné zatizeni interferencemi.

Tabulka 10: Vybrané izotopy stanovované ve vzorcich vin

7Li, 9Be, 111Cd, HSSH, lZle, 137Ba, 139La, 140CG, 1411)1., 146Nd, 147Sm’ 153Eu, 157Gd, 159Tb,
163Dy, 15Ho, Er, 1®Tm, 72Yb, 1 Lu, 2°8Pb, 2°9Bi — Méfeni bez kolizni cely
1V, 32Cr, *°Co, Ni, ©°Cu, 7 As, %Y, >Mo — Méfeni s kolizni celou

Optimalizace metody (parametry viz Tabulka 11) byla zaméfena na maximalizaci
citlivosti na pozadovanych m/z pfi sou¢asném diirazu na minimalizaci pomé&ru oxidd, testované
na poméru CeO/Ce. Po optimalizaci byl pomér CeO/Ce < 0,01. Citlivost pfistroje byla ladéna
kompromisné pro oblast lehkych, stfednich i1 tézkych prvki. Sensitivita lehkych prvki byla
testovand na izotopu 'Li, kdy méfeni standardu o koncentraci 1 ppb vykazovalo signal > 6000
cps/lppb standardu. Jako zastupce stfedné t&zkych prvkd bylo zvoleno '"In. Vyladéné
nastaveni zafizeni pro m/z = 115 poskytovalo odezvu > 50000 cps/1ppb standardu. Citlivost

metody pro oblast tézkych prvka byla optimalizovana na m/z = 238, pomoci 1ppb standardu
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Uranu. Typicka senzitivita po optimalizaci pfekracovala hranici 200000 cps/1ppb standardu.
Vykon radiofrekvencniho generatoru byl nastaven na 1400 W pro maximalni dekompozici
matrice. Pritok kolizniho plynu a nastaveni hexapolu byly optimalizovany pro zajisténi
signalu < 500 cps na m/z = 56 (m/z odpovidajici *°Fe) pii analyze deionizované vody (bez
kolizni cely dochazi k interferencim polyatomickymi ionty ArO", m/z = 56). Data byla sniméana
metodou peak jump, s Casem setrvani 300 ms na jedné m/z (dwell time) a 100 skeny

hmotnostniho spektra (sweeps).

Tabulka 11: Parametry nastaveni ICP-MS pro prvkovou analyzu vina

Parametr nastaveni bez CCT nastaveni s CCT Jednotka
Extrakcni cocka -152,94 -145,1

Cocka 1 -1207,84 -1129,41

Cotka 2 -82,35 -80

Cocka 3 -131,76 -119,22

Pole Bias -6,9 -9,3

Hexapol -2,3 -1,4

Focus 11,37 10,59

Deflektor 1 -36,86 -40

Deflektor 2 -133,33 -139,61

Chladici plyn 13,49 13,49 [/min
Pomocny plyn 0,79 0,66 [/min
ZmlZovac 0,77 0,9 [/min
Vykon RF 1400 1400 W
Prutok kolizniho plynu 0 6,51 ml/min
Ot. peristal. pumpy 15 15 ot/min

Nezadouci drift signdlu béhem méfeni a matri¢ni efekt byl korigovan metodou interniho
standardu, ktery byl do systému ptivadén pomoci online sméSovaciho kitu (Thermo Fisher
scientific, USA). Jako interni standardy byly zvoleny 10 ppb standardy prvkl, které se
standardné ve viné ve vétsi mife nevyskytuji a pokryvaji rovnomérné celé hmotnostni

spektrum — 4°Sc, !'°In, 32Th.
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vzorek — |

Interni standard
Obr. 26: Schéma online privadeni interniho standardu (http://www.geicp.com)

Pro eliminaci vlivu matri¢niho efektu vina na koncentraci analyzovanych prvki bylo
tteba kalibrovat zafizeni pomoci metody standardniho pifidavku. Pozadované mnoZstvi
zasobnich standard( 1g/l bylo ptfiddvano pfimo do vybraného 1:1 zfedéného vzorku vina.
Zvoleny koncentra¢ni rozsah je v uveden v tabulce 12 a vychazel z o¢ekdvanych koncentraci

ve vin¢ dle literatury (Jackson 2008).

Tabulka 12: Koncentrace standardii pro kalibraci ICP-MS pro méreni vin

Prvek Koncentracni rozsah Jednotka
La, Nd, Pr 100 - 500 - 1000 - 5000 ng/I
Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sm, Tb, Tm, Y, Yo 20 - 100 - 200 - 1000 ng/I
Li, Be, V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Pb, Bi 1-5-10-50-100-500 pg/l

V rozlozenych vzorcich bobuli a listli bylo na IPC-MS analyzovano celkem 17 prvk,
konkrétné izotopy: *°Co, ®'Ni, Cu, %Zn, "°As, ¥Sr, *Mo, ''Cd, '¥'Ba, 2°*Pb. Optimalizované
nastaveni ICP-MS bylo pro tyto vzorky identické s méfenim vzorki vin.

Potlaceni matri¢niho efektu zptisobeného vysokym podilem HNO3 a H>O, v rozkladné
smési bylo realizovano kalibraci pfistroje pomoci metody standardniho ptidavku. Jednotlivé
standardy byly fedény ze zasobnich 1g/l prvkovych roztok do identické smeési kyseliny a
peroxidu, jakou byly vzorky rozkladany. Zvoleny koncentracni rozsah je v uveden v tabulce 13
a vychdazi z ocekavanych koncentraci v bobulich a listech révy dle literatury (Barker a Pilbeam

2007).
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Tabulka 13: Koncentrace standardii pro kalibraci ICP-MS pro méreni vzorkii révy

Prvek Koncentracni rozsah Jednotka
Co, Ni, As, Cd, Pb 1-5-10-50 ug/l
Cu 10 - 50 - 100 - 500 g/l

4.3.2. Metodika prvkové analyzy vzorkii vin a révy pomoci ICP-OES

Pro stanoveni prvki ve vzorcich vin a révy, které nebylo mozno spolehlivé zmétit pomoci ICP-
MS, byly vytvoieny a validovany dvé metody méteni na ICP-OES. M¢ieni byla realizovana
pomoci pfistroje Horiba Jobin Yvone, typ Ultima 2. Pfistroj generoval plazmu v konfiguraci
s radidlnim ulozenim plazmového hotdku. Jako plazmovy plyn a plyn pro proplach optiky byl
vyuzivan argon. Zafizeni bylo spojeno s autosamplerem a cerpani vzorku do zmlZovace bylo
realizovano peristaltickou pumpou. Vzorek byl zmlzovan pomoci sklenéného kénického
zmlzovace zavedeného do cyklonické mlzné komory, ptimo piipojené do plazmového hotaku
z kifemenného skla. Zafizeni standardn€ poskytovalo moznost kontinudlniho skenovani
vlnovych délek v rozsahu 160 — 800nm s rozliSenim Spm. Detekénim systémem byl dudlni
fotonasobi¢ s HDD systémem (High dynamic detection system), ktery umozioval méteni

v koncentra¢nim rozsahu az 10 tada, diky online tuningu signalu béhem méfeni.

Obr. 27: Opticky emisni spektrometr s indukcné vazanym plazmatem
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V ramci ICP-OES stanoveni bylo ve vinech méteno celkem 10 prvki: Ca, K, Na, Al,
Fe, Mg, Mn, Sr, Zn. Prvky Ca, K a Na byly méfeny separatni metodou (Metoda 2), z davodu
relativné nizkého ionizacniho potencialu a vyrazné vyssiho obsahu téchto prvka v porovnani
s ostatnimi méfenymi prvky.

Optimalizace metody (parametry viz tabulky 14 a 15) byla zamétfena na maximalizaci
poméru signdlu k Sumu na charakteristickych vinovych délkach. Vhodné vinové délky
pro méfeni vin a rozloZenych vzorki révy byly zvoleny na zakladé¢ studia Atlasu spektralnich

interferenci pro ICP spektrometrii.

Tabulka 14: Nastaveni optické casti ICP-OES

Prvek Vinova délka Napéti fotondsobi¢e Vstupni Stérbina Vystupni Stérbina
nm \Y pm pum
Al 396,152 750 20 15
Fe 259,94 735 20 15
Mg 285,213 605 20 15
Mn 257,61 650 20 15
Sr 421,552 750 20 15
Zn 206,191 750 20 15
Ca 422,673 711 20 15
K 766,49 849 20 15
Na 588,995 629 20 15

Tabulka 15: Nastaveni ICP &asti ICP-OES

Metodal Metoda 2

Vykon 1400 1200 W
Otacky pumpy 18 15 ot/min
Plazmovy plyn 12,5 14 |/min
Stinici plyn 0,2 0,8 I/min
Tlak na zmlZovaci 3 3 bar

Metoda 2 zahrnovala nastaveni pro métfeni Ca, K a Na

Kalibrace, v rdmci analyz vina, byla realizovana metodou standardniho pfidavku do vina
piipravené¢ho stejnym postupem jako vzorky, zvlast pro Cervend a bila vina. Zvoleny
koncentracni rozsah je v uveden v tabulce 16 a vychazel z o¢ekavanych koncentraci ve vin¢ dle

literatury (Jackson 2008).
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Tabulka 16: Koncentrace standardii pro kalibraci ICP-OES pro analyzu vin

Prvek Koncentracni rozsah Jednotka
Ca, K, Na 50 - 100 - 500 mg/I
Al, Fe, Mg, Mn, Sr, Zn 0,1-0,5-1-10-50 mg/I

Ve vzorcich bobuli a listi révy bylo na ICP-OES stanovovano stejnych 9 prvkd, jako
u vzorkli vina. Metoda pro analyzu rostlinnych vzork byla optimalizovana dle stejnych
postupti jako u ICP-OES analyz vina a bylo ovéieno, ze 1ze tuto metodiku bez uprav aplikovat.
Potlac¢eni matri¢niho efektu zpisobeného vysokym podilem HNOs3 a H2O> v rozkladné smési
bylo realizovano kalibraci pfistroje pomoci metody standardniho piidavku. Jednotlivé
standardy byly fedény ze zdsobnich 1g/l prvkovych roztokli do identické smési kyseliny a
peroxidu, jakou byly vzorky rozkladany. Zvoleny koncentracni rozsah je v uveden v tabulce 17
a vychazel z o¢ekavanych koncentraci v bobulich a listech révy dle literatury (Bowes a kol.

2008).

Tabulka 17: Koncentrace standardii pro kalibraci ICP-OES pro révy vinné

Prvek Koncentracni rozsah Jednotka
Ca, K, Mg 50-100-500-1000 mg/l
Al, Fe, Mn, Sr, Zn, Na 01-05-1-10 mg/I

Podobn¢ jako u ICP-MS metody byl béhem ICP-OES méteni prvkového slozeni vin a
mineralizat révy monitorovan drift signalu a matri¢ni efekt pomoci online pfivadéni interniho

standardu. Jako interni standard byl pouzivan 100 ppb roztok In.

4.3.3. Stanoveni antioxidacni aktivity vzorku vina pomoci EPR spektrometrie

Stanoveni radikal zhasejicich vlastnosti vin z bio produkce a z integrované produkce hroznt
bylo provedeno na EPR spektrometru Magnettech MS300 (Magnettech, Némecko). Jako
radikalovy systém byl zvolen roztok 2-2-diphenyl-picrylhydrazylu (DPPH) v ethanolu (Garcia-
Alonso a kol. 2005; Arvanitozannis a kol. 2006; Petrisor a kol. 2007). Samotné méteni bylo
realizovano v plochych kyvetach, kvili potlaceni dielektrického efektu polarnich roztokt
(Garcia-Alonso a kol. 2005)

V ramci optimalizace metody byla nejprve ovéfena Casova stabilita referen¢niho

reakéniho systému (0,5ml vody + 0,5 ml roztoku DPPH). Po 30 minutach skenovani EPR
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spektra nedochazelo ke snizovani intenzity signalu, tzn. k terminaci DPPH radikalt zptisobené

vnéjsSimi vlivy.

Tabulka 18: Nastaveni EPR pro radikalovy systém DPPH

Magnetické pole Modulace Mikrovinné tlumeni Cas cyklu
G mG dB s
3360 5000 10 11

Vzorky vin upravené dle postupu v kapitole 5.3.3. byly smichany ve zkumavce
v poméru 0,5 ml ztedéného vina a 0,5 ml 0,5mM roztoku DPPH. V tomto okamziku byl spustén
Casova¢ experimentu. Terminace DPPH radikald byla pozorovana jako snizovani amplitudy
spektra, které je pfimo umérné ubytku koncentrace DPPH v systému. Jako vystup z analyzy byl
v ramci jednoho méfeni zaznamenavan soubor 12 spekter snimanych od tfeti minuty
od smichani DPPH a vzorku vina. Kazdy vzorek byl zméfen 5x. Jako blank byla misto vina
pouzita deionizovand voda.

Srovnani antioxidacnich vlastnosti vzorkd vin bylo vyhodnocovdno dvéma
kvantifikaénimi metodami — vyhodnocenim relativniho ubytku koncentrace DPPH v case
t= 25min po pocatku experimentu a konverzi této hodnoty na Trolox equivalent antioxidant

capacity (TEAC — ekvivalent antioxidacni aktivity Troloxu) dle vztahu:

(co — ¢) * Vpppy i}

TEACpppy = Veure]
ample

D EWA

Vypocet TEAC: c; a co vyjadiuji koncentrace DPPH v ¢ase 0 a 14min. Vpppr @ Vsample jSOU
objemy ptiddvané do systému. 9 je stechiometricky koeficient reakce DPPH s Troloxem (v

ptipad¢ reakce troloxu s DPPH je to ). Z je faktor zfedéni.

4.3.4. Metodika stanoveni vybranych organickych latek ve viné pomoci HPLC

Pro rozsiteni jednotlivych autentifikacnich modelit zalozenych na prvkové analyze byly
ve vinech stanoveny vybrané organické latky s fenolickou a polyfenolickou strukturou.
Stanovované fenolické sloucCeniny (Tabulka 19) byly zvoleny na zaklad¢ jejich vlivu
na zakladni charakteristiku vina, jako je barva, aroma, chut’ a dalsi (Miti¢ a kol. 2010 a Jackson

2008).
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Tabulka 19: Fenolické latky stanovované ve vinech pomoci HPLC

L. Retencni Cas Vlnova délka DAD i
Sloucenina . Strukturni vzorec
(min) (nm)
Katechin 3,935 280
Kys. Kavova 5,404 300
Kys. Kumarova 9,437 300
Rutin 10,654 360
Myricetin 12,399 360
Resveratrol 13,57 300
Kvercetin 16,268 360

Analyzy vin byly provadény na HPLC Agilent 1260 infinity vybaveném detektorem
s diodovym polem s 10 mm absorp¢ni celou (DAD), chlazenym autosamplerem, kvartérni
pumpou a degasérem. Separace byla realizovana na koloné Supelco Ascentis C18 2,7 um,
10 cm x 4,6 mm s ¢asticemi s pevnym jadrem a poréznim pii teploté 30 °C. Separace probihala
dle nasledujiciho linearniho gradientového programu: 0-7 min 88% A, 7-15 min
75% A, 15-20 88% A. Solvent A byl 100% acetonitrile a B byl vodny, 20 mM pufrovaci roztok

KH>PO4 upraveny kyselinou o-fosfore¢nou na pH 2,5.
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4.4.  Statisticka analyza dat

Analyza a statistické vyhodnoceni naméfenych dat bylo realizovano pomoci technik Analyzy
rozptylu (analysis of variance - ANOVA), shlukové analyzy (cluster analysis - CA), analyzy
hlavnich komponent (principal component analysis - PCA) a diskriminani analyzy
(diskriminant analysis — DA). Ve bylo realizovano pomoci softwarti Excel (Mircrosoft, USA),
Statistica (Statsoft, USA), Unistat (Unistat, Velka Britanie), XLstat (Addinsoft, Francie) a IBM
SPSS (IBM, USA).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

V této kapitole budou postupné uvedeny a diskutovany vysledky vSech analyz a vytvoienych
statistickych modelt. Vysledky a diskuse jsou ¢lenény dle nasledujici struktury:

e Vysledky validace metod

e Vysledky analyz vin — zdrojova data

o Klasifikace ceskych a moravskych vin dle geografického piivodu

e Klasifikace moravskych vin dle odrady

e Vyhodnoceni moznosti vyuziti prvkové analyzy a analyzy antioxidacni aktivity k urceni

systému produkce hrozni

5.1. Validace instrumentalnich metod

Optimalizované metody popsané v kapitole 5 byly pied analyzou redlnych vzorkl validovany,

aby se ovétila presnost a spravnost jednotlivych postupti.

5.1.1. Validace ICP-MS metod

V ramci validace metod slouzicich k analyze vin a révy se testovala vytéznost,
reprodukovatelnost, linearita kalibrace a limity detekce. Z diivodu rozdilné podstaty matrice
vina a mineralizata rostlinnych vzorkii byla validace provedena separatn¢. Vysledky validace
ICP-MS metody jsou uvedeny v tabulce 20.

Vytéznost byla stanovovana métenim obohacenych vzorkd vina a méfenim rozlozenych
vzorkil listll jahodniku Metranal 3 (Analytika Praha, CZ) s certifikovanym obsahem prvkd.
Vzorky certifikovaného materidlu byly mineralizovany stejnym zplsobem, jako vzorky listil
révy a bobuli. Primérnd hodnota vytéznosti v procentech se pohybovala pro stanovované prvky
v rozsahu od 89% do 104%. Reprodukovatelnost méfeni byla ovéfena opakovanym métenim
(n = 10) tfi multielementarnich standard o koncentracich 1, 10, 50 ppb ve vinné matrici a
v matrici simulujici rozkladnou smés pro rozklad rostlinnych vzorki. Relativni smérodatné
odchylky méteni v % pro vSechny stanovované prvky nepiekroCily 3%. Linearita metody,
v tomto ptipad¢ vyjadirovana jako tésnost zavislosti mezi analytickym signalem a koncentraci

prvki, byla testovana méfenim kalibrac¢nich roztoki (viz tabulka 20), nezavisle pro jednotlivé

73



analyty. Pfesnost kalibrace byla charakterizovana korelaénim koeficientem R? a v ramci
stanovovanych prvki byl ve viech ptipadech R? > 0,999. Limity detekce pro jednotlivé prvky
byly vypocitany z analytického signalu slepého pokusu ziskaného jeho opakovanym méfenim

(n=10).

Tabulka 20: Vysledky validace ICP-MS metody pro analyzu vin a révy

Prvek LOD [ug/l]  Vytéinostvino [%] VytéZnost Metranal [%]

Li 0,015 91 neméreno
Be 0,021 94 neméreno
\Y 0,001 98 neméreno
Cd 0,002 100 97

Cr 0,007 98 neméreno
Co 0,003 101 94

Ni 0,034 95 90

Cu 0,047 96 93

As 0,23 104 89

Pb 0,001 95 91

Bi 0,078 96 nemeéreno
Dy 0,001 98 nemeéreno
La 0,004 104 nemeéreno
Nd 0,004 98 neméreno
Pr 0,007 99 nemeéreno
Ce 0,001 97 neméreno
Dy 0,001 97 neméreno
Er 0,009 99 neméreno
Eu 0,012 98 nemeéreno
Gd 0,003 97 neméreno
Ho 0,001 102 nemeéreno
Lu 0,006 98 neméreno
Sm 0,014 97 nemeéreno
Tb 0,011 97 neméreno
Tm 0,002 95 nemeéreno
Y 0,8 96 neméreno
Yb 0,003 99 nemeéreno
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5.1.2. Validace ICP-OES metod

V ramci validace ICP-OES metody se podobné jako u ICP-MS testovaly 4 zakladni parametry,
a to vytéznost, reprodukovatelnost, linearita kalibrace a limity detekce. Z divodu rozdilné
podstaty matrice vina a mineralizatd rostlinnych vzorkt byla validace provedena separatné.
Vytéznost byla stanovovana méienim obohacenych vzorki vina a méfenim rozlozenych
vzorki listd jahodniku Metranal 3 s certifikovanym obsahem prvkii. Vzorky certifikovaného
materidlu byly mineralizovany stejnym zptsobem, jako vzorky listli révy a bobuli. Primérna
hodnota vytéZnosti v procentech se pohybovala pro stanovované prvky v rozsahu od 89% do
104%. Reprodukovatelnost méfeni byla oveéfena opakovanym méfenim (n = 10) tii
multielementarnich standardii obsahujicich vSechny méfené prvky ve vinné matrici o
koncentracich 0,5, 1, 10 ppm pro mikropvky a 50, 100, 500 ppm pro makroprvky. Méteni bylo
provadéno jak ve vinné matrici, tak v mineraliza¢ni smési. Relativni smérodatné odchylky
méteni (n = 10) v % pro vSechny stanovované prvky nepiekro€ily 3%. Linearita metody byla
testovana meétenim kalibracnich roztokti (viz tabulka 21), nezdvisle pro jednotlivé analyty.
Piesnost kalibrace byla charakterizovand korela¢nim koeficientem R? a v ramci stanovovanych
prvkil byl koeficient ve viech ptipadech R?>0,999. Limity detekce pro jednotlivé prvky byly
vypocitany z analytického signalu slepého pokusu ziskan¢ho jeho opakovanym meétfenim (n =

10).

Tabulka 21: Vysledky validace ICP-OES metody pro analyzu vin a révy

Prvek  LOD [ug/I] Vytéznost vino [%]  VytéZnost Metranal [%]

Al 58 94 91
Fe 10 99 98
Mg 5 102 95
Mn 1 99 98
Sr 1,5 96 101
Zn 12 96 92
Ca 45 89 90
K 550 104 102
Na 48 98 97

5.1.3. Validace HPLC metody

Identifikace a separace jednotlivych latek byla zalozend na analyze Cistych standardi.
Konfirmace identity latek byla provedena porovnavanim naméienych spekter s knihovnou

spekter v rozsahu vlnovych délek od 220-550 nm, s krokem po 0,5 nm (Obr. 28 a 29).
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Vyhodnoceni dat bylo provadéno v chromatografickém softwaru Agilent Chemstation (Agilent,
USA). Kalibra¢ni méfeni a vyhodnoceni linearity bylo provadéno linearni regresni analyzou.
Vsechny kalibra¢ni zavislosti byly linearni v testovaném rozsahu koncentraci 1, 10, 20, 50 mg/1
(2> 0,999).
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Obr. 28: Chromatogramy cistych standardii. Stanoveni pri trech vinovych délkach (280, 300 a
360nm)
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Obr. 29: 3D chromatogram smési Cistych standardu (osa X je cas v min., osa Y je absorbance
vmAU a osa Z je vinova délka v nm)

Detekéni limity (tabulka 22) byly stanoveny méfenim slepého pokusu. Bylo urcena
maximalni oscilace zakladni linie v oblasti chromatogramu daného dvacetindsobkem polositky
piku jednotlivych separovanych latek hmax. LOD signalu y = 3hmax. Detekéni limity se
pohybovaly v rozsahu od 0,023 mg/l (Resveratrol) do 0,74 mg/l (Kvercetin). Pfesnost metody
byla stanovena opakovanym meéfenim standardnich roztokii a vybranych vzorki vin
obohacenych na koncentraci 5 mg/l vSech vybranych latek. Pfesnost byla vyjadiena jako
relativni smérodatné odchylka 10 méfeni v %. Vytéznost metody byla ovéfena analyzou vzorka
vin obohacenych ¢istymi standardy o koncentraci 10 mg/l. VytéZznost byla stanovena separatné
pro bil4 a ervend vina. Vytéznost se pohybovala v rozsahu od 89 - 103%.

Tabulka 22: Validacni parametry HPLC metody (r> — korelaéni koeficient kalibrace)

Sloucenina Linearita Vytéznost Cervené  VytéZnost bilé
[mg/1] r’ LOD [mg/I] [%] [%]

Katechin 1-50 0,9999 0,5 89 93

Kys. Kavova 1-50 0,9997 0,35 94 96

Kys. Kumarova 1-50 0,9999 0,47 97 97

Rutin 1-50 0,9998 0,08 101 99

Myricetin 1-50 0,9999 0,9 91 90

Resveratrol 1-50 0,9999 0,02 103 101

Kvercetin 1-50 0,9999 0,5 97 100
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5.2.  Vysledky analyz vzorki vin

V této kapitole jsou postupné prezentovany vysledky analyz vzorki vin, separatné pro Cervené
a bilé odrady. Tabulky s vysledky analyz prvkového sloZzeni a obsahu organickych latek
obsahuji stru¢né shrnuti namétenych dat, které¢ byly dale zpracovany a jsou diskutovany
v kapitolach zabyvajicich vyvojem jednotlivych klasifikaénich modeli. Soubor zakladnich
stanovenych dat byl déale rozSifen o vybrané poméry proménnych zvolenych na zikladé
moznych vzajemnych korelaci. Jednalo se o poméry Sr/Ba, Sr/Mg, Na/Fe, Na/Al, Al/Cr, Cr/V,
Mn/Cr, Eu/Tb, Na/Li, Mg/Be, Mg/Ca, Pr/Nd, Gd/Tb, Fe/Ni, Eu/Er, Fe/Co, Fe/Ca, Mo/Sn,
Mn/Fe, Mn/Zn, Mn/Al, Tm/Yb, Tb/Ho, Yb/Lu, Eu/Dy, Sm/Nd. Spole¢né¢ s poméry tak bylo

stanoveno celkem 71 proménnych.
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5.2.1. Bila vina

Data z analyz vzorkt 53 bilych vin jsou v tabulkach vyjadieny jako rozptyl koncentraci v ramci jednotlivych podoblasti, véetné primérnych hodnot

celych skupin.

Tabulka 23: Vysledky ICP-MS analyzy bilych vin

7|.i SBe IIICd 1185rI 121Sb 137Ba 208Pb 209Bi 51V 52cr 59(:0 60Ni 65Cu 75As SSMO
Podoblast ppb ppb ppb ppb ppb ppb  ppb  ppb ppb ppb  Ppb ppb  ppb  ppb ppb
Ut Max 129,34 0,95 0,824 5,118 0,418 139,3 9,512 0,066 229,6 20,28 6,28 42,4 142,06 6,706 2,022

Min 2,91 0,416 0,59 2,342 0,194 38,88 4,336 0,006 8,194 8,722 3,91 30,06 61,08 5,26 1,29
Primér 66,16 0,69 069 3,39 030 7994 7,65 004 8294 1286 547 3539 1028 5,99 1,75
MIK Max 23,8 3,8 0,75 5,388 0,79 131,36 27,05 0,38 40,36 16,966 6,402 31,86 909,8 7,088 7,122
Min 6,068 0,368 0,394 0,88 0,466 64,12 14,122 0,046 5,806 7,282 3,104 19,168 29,14 2,662 1,282
Primér 16,47 198 0,55 2,34 0,58 87,64 1886 0,22 21,53 1091 4,35 26,19 19591 5,11 3,91
SLO Max 26,72 4,148 0,704 5,358 0,81 180,14 24,34 0,378 56,78 23,3 8,868 44,1 213,8 7,986 8,644
Min 5102 0,13 0,16 0,134 0,218 43,84 2,56 0,012 1,174 7,048 2,896 17,192 5,75 3,088 0,714
Prdmér 14,14 134 0,52 2,07 047 86,69 12,55 0,14 17,13 11,66 5,29 28,00 63,88 5,11 3,04
VP Max 40,9 11,03 0,926 5,756 4,274 115,16 35,24 1,468 117,3 44,94 7,964 42,18 296,4 28,24 32,56
Min 14,128 0,564 0,278 0,53 0,22 50,78 6,304 0,036 3,098 6,096 1,89 16,398 13,81 2,38 1,736
PrGmér 22,20 391 060 258 1,09 8031 2018 0,46 22,21 1443 4,57 2555 117,81 8,21 5,92
ZNO Max 33,44 10,372 0,674 7,628 1,088 158,6 25,96 1,714 32,88 15,99 7,332 36,1 273,36 9,51 3,366
Min 4,46 2,466 0,388 1,316 0,374 63,1 10,352 0,046 3,358 8,84 2,474 21,48 16,624 3,208 1,328
Prdmér 13,37 584 0,51 3,36 0,71 110,61 19,89 0,64 13,67 12,44 4,36 25,75 127,21 6,09 2,37




Tabulka 24: Vysledky ICP-MS analyzy bilych vin — prvky vzdacnych zemin

139La 140ce 141Pr 146Nd 147Sm 153Eu 157Gd 159Tb 163Dy 165Ho 166Er 169Tm 172Yb 175Lu

Podoblast ppt ppt  ppt  ppt  ppt ppt ppt ppt ppt ppt ppt ppt ppt  ppt
LIT Max 3620 7588 944 3898 847,4 268 568 120 645 118 343 49,5 348 56,9
Min 2854 30,44 8894 38,16 12,76 69,8 10,44 2,226 19,84 6,664 34,98 9,338 819 15,2

Pramér 1459 3038 379,82 1567,1 345,19 136,96 236,64 50,38 271,8 51,435 153,7 23,86 172,99 30,6

MIK Max 8342 18454 2194 9090 1944 595  1349,2 291,6 1621 316,2 904 127,8 897,8 140,
Min 137,56 466,8 53,96 210,8 52,38 32,46 50,76 9,906 66,08 17,12 68,58 14,334 124,82 26,1

Pramér 2065 4513 547,71 2262,7 498,74 170,56 367,12 79,98 450,1 89,193 261 40,25 288,25 48,4

SLO Max 2340 5708 658,4 2816 676,6 224,8 463,8 114,6 717 159,86 502 84,88 6154 103
Min 24,64 18,564 10,52 8,812 8,918 19,428 11,268 2,946 259 9,478 28,56 6,008 34,72 5,75

Pramér 681,4 1617 187,35 778,3 185,59 87,394 141,72 34,39 217,8 49,889 169,7 30,591 241,83 43,5

VP Max 2182 5150 514,4 2070 497,2 130,88 353,8 86,9 543,4 118,34 386 63,34 4856 88,1
Min 25,06 49,88 8574 32,58 9,848 14,126 9,03 2,174 13,7 3,794 17,62 4,098 42,98 9,51

Prdmér 593,8 1375 154,6 641,16 152,7 63,801 118,42 28,43 185,1 43,326 151,2 27,995 230,54 43,2

ZNO Max 1567 3312 409,4 1728 398 146,28 274,2 64,82 448 107,28 386,8 68,92 594 106
Min 27,98 49,38 12,47 17,882 8,73 17,356 10,994 1,706 8,818 3,362 15,45 4,992 47 12,2
Pramér 625,8 1294 163,9 671,69 159,79 77,486 126,37 29,56 190,8 43,682 151,9 28,023 233,86 43,12




Tabulka 25: Vysledky ICP-OES analyzy vzorkii bilych vin

Al Fe Mg Mn Sr Zn Ca K Na
Podoblast ppb ppb ppm  ppb ppb ppb ppm Ppm ppm
LIT Max 3629 2620 198 1737 260 812 120 13749 16,95

Min 1265 1554 124 1299 175 683 99,3 11085 7,72
Primér 2184 2256 159 1554 216 762 110 11985 11,5
MIK Max 4395 2433 198 1564 676 847 127 14364 33,1
Min 1450 574 115 588 281 339 55,9 1314 9,51
Primér 2323 1119 148 967 421 580 87,8 7782 18,1
SLO Max 4808 5022 207 1601 397 962 121 18054 41,3
Min 1137 524 60 422 202 359 53,6 1890 6,57
Primér 2607 1797 134 872 320 604 98,8 12605 18,5
VP Max 3301 3230 192 1413 569 825 97,0 14116 90,7
Min 1783 663 127 614 308 291 59,7 1414 6,43
Primér 2559 1354 161 887 404 570 84,1 10848 27,9
ZNO Max 4728 4105 187 1253 533 2191 129 13185 109
Min 1493 438 113 580 285 285 45,5 1436 10,78
Primér 2394 1692 141 817 384 696 86,5 8406 51,8

Tabulka 26: Vysledky HPLC analyzy vybranych organickych konstituentii bilych vin

Kyselina Kdvovd  Kyselina kumarova (+-) Katechin
Podoblast ppb ppb Ppb
LIT Max 2768 1833 18950
Min 692 716 5934
Primér 1676 1246 11518
MIK Max 2364 2847 17139
Min 799 826 3833
Prlmér 1652 1323 8522
SLO Max 2334 2290 28670
Min 475 669 2506
Prmér 1197 1282 7323
VP Max 2673 1776 7625
Min 829 594 4296
Prlmér 1359 1149 5803
ZNO Max 10375 5294 18559
Min 555 817 3118
Primér 3476 2192 10590

U bilych vin bylo ve vSech vzorcich ptipadech mozné namétit pouze polyfenolické latky
uvedené v tabulce 26. V pfipad¢, ze v n¢kterych vinech byly analyty pod limitem detekce, byly

tyto proménné vyfazeny ze statistického vyhodnocovéani.
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5.2.2. Cervena vina

Data z analyz vzorkti 27 Cervenych vin jsou v tabulkach vyjadieny jako rozptyl koncentraci v ramci jednotlivych podoblasti, véetn€ praimérnych

hodnot celych skupin.

Tabulka 27: Vysledky ICP-MS analyzy cervenych vin

7|.i QBe 111cd 1185“ 1215b 137Ba 51V 52cr 59co 60Ni GScu 75As 89Y 95Mo
Podoblast ppb ppb ppb ppb ppb ppb Ppb ppb ppb ppb ppb  ppb ppb ppb
MIK Max 154 0,884 0,36 5018 0,362 163,52 60,38 15,14 3,552 33,5 167,04 4,292 0,89 14,896
Min 7,018 0,088 0,232 1,342 0,228 91,96 1,416 6,906 2,936 21,1 26,1 2,026 0,442 2,712
Prdmér 10,74 0,28 0,29 2,59 0,27 140,12 20,98 10,63 3,28 27,00 96,58 2,97 0,62 6,05
SLO Max 20,88 0,448 0,524 2,282 1,666 154,76 62,7 17,12 4,764 41,44 101,94 6,928 0,994 4,386
Min 6,976 0,108 0,2 0,74 0,18 101,34 1,884 7,938 3,256 22,86 35,7 1,702 0,556 1,334
Prdmér 13,55 0,25 0,31 1,20 0,81 126,33 23,74 12,18 3,78 29,67 60,57 4,16 0,79 2,81
VP Max 27 1,398 0,418 3,612 0,56 190,14 957 20,84 6,23 40,16 166,32 6,538 2,84 14,328
Min 8,326 0,058 0,204 0,316 0,136 7826 0,484 8902 2,524 2554 26,24 1,52 0,178 0,838
Primér 16,31 0,34 0,29 1,96 0,29 134,76 22,34 14,17 3,93 32,52 66,13 3,32 1,05 3,92
ZNO Max 17,234 3,1 0,432 3,158 0,664 253,8 76,04 24,2 5168 52,92 160,62 4,846 1,066 3,744
Min 9,678 0,074 0,224 0,758 0,198 103,44 0,78 10,48 3,02 21,78 2816 2,116 0,17 1,31

Primér 1299 0,48 0,29 1,84 0,32 152,84 15,97 14,11 4,20 34,00 70,64 3,03 044 2,02




Tabulka 28: Vysledky ICP-MS analyzy cervenych vin — prvky vzacnych zemin

139|_a 140(:e 141|;)r 146Nd 147Sm 153Eu 157Gd 159Tb 163Dy 165|_|o 166Er 169Tm 172Yb 175|_u
Podoblast ppt ppt  ppt ppt ppt ppt ppt  ppt ppt ppt ppt ppt  ppt  ppt

MIK Max 449,8 1043 115,1 442 96,82 87,26 61,62 14,87 86,82 18,18 63,72 10,98 87,52 15,164
Min 205,8 496,8 49,54 213,8 60,8 46,44 38,12 11,66 69,16 13,11 37,52 5,612 35,36 4,744
Prtmér 320,88 710,6 76,7 308,1 75,62 75,46 52,41 12,98 79,72 15,95 49,276 7,864 58 9,1596

SLO Max 750,6 1650 192,8 806,8 184,1 100,94 134,1 31,82 179,8 32,2 88,4 12,62 86,58 14,008
Min 183,26 303,2 44,78 175 42,3 59,14 29,6 6,886 44,52 11,04 44,64 6,044 36,88 6,364
PrGmér 479,81 1042 127,7 518 118,7 81,792 83,83 19,98 113,3 21,1 64,392 9,732 66,94 10,611

VP Max 1421,2 2840 328,2 1342 292,2 165,24 207,2 54,36 377 84 269,4 44,88 361,4 60,38
Min 40,3 100,9 9,324 36,86 12,45 35,54 8,042 1,576 12,54 3,01 10 1,65 11,76 1,74
PrGmér 5954 1291 145,3 590,4 134,9 91,403 98,17 25,48 150,5 30,58 92,851 14,21 103 16,42

ZNO Max 893 2266 252,4 973,8 191,6 124,88 126 26,76 134,5 24,62 72,54 09,658 85,24 17,34
Min 46,74 91,96 11,2 42,54 12,81 41,36 6,994 1,736 8,276 1,768 6,198 1,188 7,464 1,352
Prdmér 279,1 658,8 72,93 288,3 62,81 77,112 40,58 9,451 52,16 10,42 33,347 5,359 39,54 6,808




Tabulka 29: Vysledky ICP-OES analyzy cervenych vin

Al Fe Mg Mn Sr Zn Ca Na
Podoblast ppb ppb  ppm ppb ppb  ppb ppm  ppm
MIK Max 3063 2952 2419 1,875 779 1181,6 232,2 17,29
Min 1217 1325 180,1 0,931 678 706,4 138 9,165
Primér 1771 1923 211,9 1,333 731 1068,8 183,5 12,75
SLO Max 2140 9090 233,2 1,211 1074 1544 307,7 19,75
Min 1116 2018 190,3 0,646 561 953 109,6 8,301
Primér 1583 3784 203,7 1,037 818 1311 192,8 11,55
VP Max 3881 5329 269,3 1,977 1266 1310,8 255,6 25,9
Min 1012 1098 169,4 0,921 586 920 112,7 3,551
Primér 1839 2123 219,3 1,376 824 1093,2 156,1 9,763
ZNO Max 3017 4998 284,7 1,827 907 1482,6 226,5 110,3
Min 1080 1658 188,07 0,937 430 918,8 111,6 35,2
Primér 1625 3117 229,98 1,497 718 1269,6 176,8 83,6

Tabulka 29: Vysledky HPLC analyzy vybranych organickych konstituentii cervenych vin

(+-)Katechin K.Kavova K.Kumarova Rutin Myricetin Resveratrol Kvercetin

Podoblast ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
MIK Max 119,47 22,94 6,658 3,588 17,68 3,857 4,513
Min 31,054 2,765 1,935 1,813 6,066 2,2255 0,461

Primér 59,335 9,471 5,11 2,696 10,09 2,8291 2,069

SLO Max 226,97 10,58 9,849 4,019 24,67 8,1146 9,223
Min 31,57 2,147 1,716 1,992 1,176 1,6323 1,166

Primér 88,681 5,748 6,531 3,132 11,98 4,5218 3,996

VP Max 85,574 41,8 11,98 7,197 15,42 5,3721 8,151
Min 23,528 5,544 5,432 1,953 2,519 0,5477 0,798

Primér 45,456 16,05 7,179 3,375 9,694 3,173 2,712

ZNO Max 269,42 18,44 6,982 5,923 12,65 4,4313 4,357
Min 39,918 0,958 0,438 1,12 2,11 1,7545 0,505

Pramér 102,6 6,113 3,758 2,992 6,024 3,1497 1,14
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5.3. Autentifika¢ni modely vin z Moravské oblasti

Z namé&fenych dat byly zpracovany celkem 3 diskriminacni a klasifika¢ni modely:

- Diskriminace a klasifikace moravskych bilych vin dle geografického ptivodu

- Diskriminace a klasifikace moravskych ¢ervenych vin dle geografického ptivodu

- Diskriminace a klasifikace vybranych odrid

Jednotlivé matematické modely byly postaveny na zaklad¢ analyz celkem 74 chemickych
parametrl, z toho bylo 40 parametr( z elementarni analyzy a 7 z analyzy fenolickych latek a 27

pomért prvki. V idedlnim pfipad¢é maji mit modely nésledujici vlastnosti.

- Vzorky by vzdy mély byt zatazeny do spravné skupiny - diskriminace znamych vzorkt
a predikce nezndmych by se méla rovnat 100%
- Model by mél byt zalozen na co nejmenSim mnozstvi parametrt. Idedlni situace je

vyuziti pouze jednoho parametru

Prvnim krokem analyzy dat bylo testovani datasetu na odlehlé vysledky. K tomuto ucelu
byl aplikovan Grubbsiiv test, vhodny pro data s normalni distribuci. Na zaklad¢ tohoto testovani
byly odstranény z klasifikacniho modelu vzorky vin, které vykazovaly extrémy v chemickém
sloZzeni v ramci dané testované skupiny (podoblast, odrida).

Dal$im krokem testovani byla analyza rozptylu (ANOVA) k posouzeni statistické
vyznamnosti rozdili mezi podoblastmi v ramci jednotlivych proménnych na hlading
vyznamnosti 95%. Pracovalo se s dvéma hypotézami. Nulovéd hypotéza (Ho) pfedpoklada, ze
prumérné hodnoty konkrétniho parametru se statisticky vyznamné nelisi mezi podoblastmi
respektive mezi odridami. Alternativni hypotéza (Hi) pfedpoklada opak. Ho byla zamitnuta,
pokud hodnota P < 0,05 a pomér F > Fiiticke. Cim niZzsi vypoéitana hodnota P u konkrétniho
parametru, tim vice se li§i v rameci jednotlivych skupin. Naopak ¢im je vyss$i pomér F, tim vétsi
byly rozdily mezi primérnymi hodnotami parametri v rdmci srovnavanych skupin. Parametry
s potvrzenou alternativni hypotézou byly vyselektovany do klasifika¢nich modeli.

Data vyselektovand analyzou rozptylu byla dale podrobena vicerozmérné analyze dat
(popsané v teoretické Casti) pro urceni spoleénych znakd vin ze stejné testované skupiny.
Na zéklad¢ té€chto testli byla provedena diskriminace a klasifikace vin do ur€enych kategorii.
Vicerozmérné statistickeé techniky byly aplikovany v tomto potradi:

- Shlukova analyza (CA — cluster analysis)
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- Analyza hlavnich komponent (PCA — principal component analysis)

- Diskrimina¢ni analyza (DA)

5.3.1. Diskriminace a klasifikace moravskych bilych vin dle geografického piivodu

Proces klasifikace bilych vin se sestaval z nékolika fazi analyzy dat. Grubstv test odlehlych
vysledkil a analyza rozptylu byly prvni selektivni analyzou. Na ty navazovaly klasifikacni
metody shlukové analyzy, analyzy hlavnich komponent a analyzy diskrimina¢ni. Vychozi
soubor vzorkl bilych vin &ital 53 vin, z toho bylo 50 vin z moravskych podoblasti a 3 vina

z litoméfické podoblasti pro orientacni srovnani.

5.3.1.1. Grubsiiv test odlehlych vysledkii

Pfed samotnym testovanim byla data z analyz 53 vzorkl bilych vin testovdna na normalitu
distribuce. Histogramy potvrdily normalni rozdéleni dat u vSech chemickych parametrti v ramci
jednotlivych podoblasti. Grubbsiv test odlehlych vysledii odhalil celkem 10 vzorki
vykazujicich extrémni hodnoty uvniti testovanych podoblasti u vice nez 5 parametrii (viz

tabulka 30).

Tabulka 30: Seznam vzorku bilych vin vyrazenych na zakladeé grubbsova testu odlehlych

vysledku

Podoblast Vzorek

MIK 7

SLO 13, 14, 15,17, 25
VP 38

ZNO 42,45, 51

Valna vétsina vin oznacenych jako odlehlé vzorky pochdzela z pfechodovych zon mezi
podoblastmi. Napftiklad vzorky 15 a 25 pochdzeji z obci Terezin a Nasedlovice, které nalezi
oznacenim do Slovacké podoblasti, ale lezi pfimo na hranici s podoblasti Velkopavlovickou.
Podobné¢ jako vzorek 45 z Olbramovic, nalezici do Znojemské podoblasti, ale geograficky je
velice blizko Pohotelicim, na hranici s Velkopavlovickou podoblasti. Z geologickych map je
jasné, ze jednotlivé podoblasti nejsou stoprocentné homogenni a pro naprosto piresnou
klasifikaci by bylo tieba jesté jednotlivé zony rozparcelovat na mensi useky. Predchozi déleni

vinafskych oblasti podle zikona ¢. 115/1995 Sb. bylo podrobnéjsi, konkrétné 16 oblasti v CR
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(z toho 10 na Moravé). Soucasné déleni dle zakona 321/2004 Sb. na oblast Cechy a Morava a
6 podoblasti neni pro klasifikaci optimalni. Vzorky uvedené v tabulce 10 byly vytfazeny
z dalsich analyz a nebyly tak souc¢ésti diskrimina¢niho a klasifika¢niho modelu geografického

puvodu moravskych bilych vin.

5.3.1.2.  Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyzou rozptylu parametr naméfenych ve vzorcich 43 bilych vin bylo prokazano, Ze
celkem 16 parametrii (21,5% z vychoziho poctu) vykazovalo statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi podoblastmi (P blizké nebo < 0,05 a F > Feit, Feri= 1,91). Tyto vybrané parametry
jsou uvedeny v tabulce 31 a sefazeny podle statistické vyznamnosti. ANOVA byla nastavena
na interval spolehlivosti 95%. Grafické zobrazeni rozptyli dat je piehledné prezentovano

na nize uvedenych krabicovych grafech.

Tabulka 31: Chemické parametry vina vyselektované pomoci ANOVA v ramci klasifikace
bilych vin dle geografického piivodu

Parametr F P

Be 18,8779 < 0,0001
Pb 12,2478 < 0,0001
Li 8,3837 < 0,0001
Mg/Ca 7,6697 0,0001
Sb 6,7129 0,0003
Bi 6,2939 0,0005
Sr 5,9344 0,0008
Sr/Mg 5,7862 0,0010
Katechin 5,3238 0,0017
Na 4,8768 0,0028
Mg 4,6328 0,0038
Kyselina Kavova 4,0623 0,0077
Mo 3,8837 0,0097
\Y 3,5278 0,0152
Kyselina Kumarova 2,8828 0,0353
Gd 2,1771 0,0901
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Obr. 30: Krabicove grafy pro Be, Pb a Li, jednotky v ug/l

Berylium, olovo a lithium vykazovaly nejvyznamnéj$i rozdily mezi
podoblastmi (P<0,0001). Vysledky vykazovaly podobnou variabilitu jednotlivych skupin, jen
v ptipad¢ rozptylu vysledki vin z litométické podoblasti byla stanovena vyrazngjsi variabilita.
To je pravdépodobné zpiisobeno velmi malym poctem vzorki z této lokality. Litoméficka vina
byla do testovani zatazena z diitvodli orientacniho porovnani moravské a ceské vinai'ské oblasti.
Vyzkum z této oblasti jiz dfive potvrdil, Ze lithium je velmi vhodny diskriminacni prvek
pro diferenciaci vin dle geografického pivodu (Coetzee a kol. 2005; Pérez-Trujillo a kol. 2003;
Suhaj a Korenovska 2005). Také olovo, pfirozené¢ se vyskytujici v hornindch a ptudach, je
vyznamnym diskriminacnim parametrem, jelikoz se jedna o produkt fetézu rozkladu

radioaktivnich prvkl v horninach, které se 1i$i v zavislosti na lokalité (Michlovsky 2014).
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Obr. 31: Krabicové grafy pro Mg/Ca, Sb, Sr, Bi, Sr/Mg, Katechin. VSechny koncentrace jsou
uvedeny v ug/l, kromé pomeéru, které nemaji rozmer

Parametry Mg/Ca, Sb, Bi, Sr, Sr/Mg a katechin patfily do skupiny statisticky velmi

vyznamnych parametrii s P<0,002 a F >5. Nejvétsi variabilitu vysledkli z této skupiny

vykazovala koncentrace katechinu. Tento fakt 1ze s nejvétsi pravdépodobnosti pfisoudit tomu,

ze se jedna o fenolickou slouceninu, jejiz produkce je vyraznéji ovlivnéna typem odrady nez

v

charakteristikou lokality a jelikoz je model zalozen na vinech rozdilnych odrtd, daji se vétsi
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rozptyly vysledki o¢ekavat. Predchozi vyzkum potvrdil, Ze stroncium je velmi Casto vyzivany
parametr pro diferenciaci vin dle geografického pivodu, coz se potvrdilo 1 v této praci (P
=0,0008, F = 5,78). Déle je stroncium vhodnym parametrem v poméru s hot¢ikem. Je to dané
pravdépodobné tim, ze stroncium je zachycovano kotfenovym systémem spolecné
s rozpustnymi zivinami, snadno dostupnymi révé (Marchionni a kol. 2013; Martin a kol. 2012;
Diaz a kol. 2003, Frias 2003; Castineira a kol. 2004; Pérez-Trujillo a kol, 2011; Angus a kol.
20006).
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Obr. 32: Krabicove grafy pro Na, Mg, kyselinu kavovou, Mo, V a kyselinu kumarovou,
Katechin. Vsechny koncentrace jsou uvedeny v ug/l

90



Dalsi skupinou parametrt, které dle ANOVA vykazovaly v priméru koncentraci
statisticky vyznamné rozdily mezi podoblastmi, byly proménné Na, Mg, kyselina kavova, Mo,
V a kyselina kumarova. Urovei vyznamnosti téchto parametr stale dosahovala pod prahovou
kritickou hodnotu P < 0,05 a hodnota vyznamnosti F byla v této skupiné >2,8. Do této skupiny
byly analyzou rozptylu zafazeny dva vyznamné makroprvky, Na a Mg, které byly v ramci
16 vybranych parametrii ve viné pfitomné v primeéru v nejvyssich koncentracich. Hot¢ik je
jednim z nejcastéji citovanych prvkii pouzivanych jako parametr pro stanoveni autenticity vin,
pfevazné pro autentifikaci geografického ptivodu a to pravdépodobné diky jeho znacné mobilité
piida — rostlina. (Greenough et al. 1997; Marengo a Aceto 2003; Sperkova a Suchanek 2005;
Thiel a kol. 2004). Dle vysledkt je patrné, ze nejvyssi primérnou koncentraci Mg maji vina
z velkopavlovické podoblasti. Tato podoblast je znamé vyssi obsahem tohoto prvku v ptdéch,
coz se projevilo i na méfenych vzorcich. Podobny obsah hot¢iku také vykazovaly vina
z litoméfické podoblasti. Co se tyce obsahu sodiku, nejvyssi primérné koncentrace sodiku byly
stanoveny u vin ze znojemské podoblasti, naopak nejméné sodiku v priméru obsahovala vina

z litomé&fické podoblasti.
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Obr. 33: Krabicovy graf obsahu Gd v ng/l
Ptedchozi vyzkum naznacil, Ze prvky vzdcnych zemin jsou moznym rozliSovacim
parametrem chemického slozeni vina vhodnym ke klasifikaci vin dle geografického ptivodu.

Tento predpoklad se vSak nepotvrdil v ptipadé testovanym bilych vin. Pouze parametr Gd byl

91



na hranici statistické vyznamnosti pro rozdéleni vin dle podoblasti (P = 0,09 a F = 2,2) a byl

zafazen do modelu.

5.3.1.3.  Shlukova analyza

V této kapitole jsou shrnuty vysledky shlukové analyzy 40 vzorkt bilych vin ze 4 moravskych
podoblasti. Vstupni data do analyzy byla zaloZena na proménnych vybranych analyzou
rozptylu. Jako slucovaci technika byla zvolena Wardova metoda a jako metrickd metoda
ctvercovych Euklidovskych vzdalenosti. Primarnim vystupem je dendrogram (obr. 34), ktery

vizualn¢ zobrazuje podobnosti a rozdilnosti mezi jednotlivymi vzorky.

Dendrogram - Shlukova analyza
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Obr. 34: Dendrogram shlukové analyzy vzorku bilych vin
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Z dendrogramu shlukové analyzy jsou na prvni pohled patrné dva zékladni shluky
(klastry) spojujici se na urovni rozdilnosti 2100000. Izolovany klastr 1 sdruzuje vSechny
testované vina ze znojemské podoblasti, které se dle hodnoty rozdilnosti vyrazné 1isi od zbytku
testovanych vzorkt. To vytvaii pfedpoklad, Ze znojemska vina maji v rdmci moravskych vin
velmi specifické chemické slozeni. Do tohoto klastru byl také zatazen jeden vzorek vina
z velkopavlovické podoblasti a to konkrétné vzorek 33. Komercni vzorek 33 odriady Muller
Thurgau byl opatien pouze oznacenim podoblasti, konkrétni popis vinaiské obce nebyl znadm.
Toto vino pravdépodobné pochazelo z hrani¢ni oblasti mezi VP a ZNO podoblasti.

Dalsi velky izolovany shluk tvofila vina ze slovacké podoblasti (klastr 2), ktery se
spojuje na urovni rozdilnosti 232000 s dal§imi 3 menSimi shluky. Klastr dva zahrnuje celkem
11 slovackych vin, tzn. 73% vzorki z této podoblasti. Vzdalené je do tohoto klastru piidruzen
jeden vzorek z mikulovské podoblasti (vzorek 11). Jednd se o smés odriid Sylvanské zelené,
Sauvignon a Veltlinské zelené. Cuveé nebylo michané z hroznii z jedné lokality mikulovské
podoblasti, coZ se podepsalo na klasifikaci shlukovou analyzou, nicmén¢ dalsi nejpodobnéjsi
skupinou vzorki jsou pravé vina mikulovské podoblasti v klastru 5.

Kromé téchto velkych shluki se zbytek vzorkl spojoval v tieti velké skuping, rozdélené
na 3 mensi shluky (klastry 3, 4 a 5). Do klastru 3 se seskupil zbytek vzorkli ze slovacké
podoblasti. Tti ze Ctyt slovackych vin této grupé nemélo na etiketé uvedenou presnou vinaiskou
obec a vini¢ni trat’. Testovani shlukovou analyzou odhalilo malou odchylku téchto vzorki od
hlavniho shluku slovackych vin, dal§imi analyzami (diskrimina¢ni analyza) byla tato vina
korektné klasifikovana do této podoblasti, coz je patrné zpisobeno vyrobnim procesem téchto
konkrétnich komercnich odradovych vin, pravdépodobné vyrobenych z hrozni ze slovacké
podoblasti, ale ze souboru rtiznych vinafskych obci. Klastry 4 a 5 zahrnovaly vzorky vin
z velkopavlovické a mikulovské podoblasti. Na dendrogramu je viditelné, Ze vina
z velkopavlovické podoblasti vykazuji jisté podobnosti jak s viny z oblasti slovacké, tak
1 mikulovské. Stejny vzor Ize vycist pohledem na geografickou mapu moravskych vinatskych
podoblasti. Velkopavlovicka podoblast je seviend mezi mikulovskou a slovackou podoblasti a
je mozné, ze tato vina mohou sdilet urcité spole¢né znaky. Pokud dojde k prolinani podobnych
znakd tak jako v tomto pfipad¢, je pravdépodobné, Ze techniky jako je shlukova analyza, které
nevyuzivaji diskriminatory, mohou klasifikovat jednotlivd pozorovani s mens$i piesnosti.
Nicméné, jiz na zaklad€ tohoto preliminarniho testovani ale 1ze usuzovat, Ze klasifikace do

jednotlivych podoblasti je mozna.
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5.3.14. Analyza hlavnich komponent — PCA

Analyza hlavnich komponent moravskych bilych vin slouzila k vizualizaci a vyhodnoceni
informaci z 16 proménnych vybranych analyzou rozptylu jako parametry statisticky vyznamné
pro rozdélovani do skupin dle moravskych vinafskych podoblasti. Informace z vybranych 16
parametri byly pomoci PCA (metoda Pearsonovy korelace) rozdéleny do 16 hlavnich
komponent. Mira ulozené variability v jednotlivych komponentech byla popsdna hodnotou
eigenvalue. Cim vyssi je eigenvalue dané komponenty, tim v&t§i je mnoZstvi informaci v této
komponenté ulozeno. Dle Kaiserova kritéria byly dale vyfazeny vSechny komponenty
s eigenvalue < 1, kdy mnozstvi informaci ulozené v takové komponenté odpovida informaci
parametru vychoziho, nebo je mensi. V tomto ptipad¢ bylo na zaklad¢ Kaiserova kritéria
stanoveno 5 hlavnich komponent popisujicich dohromady 77,96% celkové variability (viz

tabulka 32 a obr. 35).

Tabulka 32: Souhrn hlavnich komponent — bila vina

Komponent Eigenvalne Variabilita Souhrnnd %

F1 4,64 28,99 28,99 o
F2 2,63 16,44 4543 Sutinovy graf

F3 2,45 15,32 60,75 5

F4 1,62 10,15 70,90 5

F5 1,13 7,06 77,96 4

F6 0,86 536 83,32 35 g
F7 0,63 391 87,24 F 1
F8§ 0,50 3,10 90,33 HES K
F9 041 2,59 92,92 £ o g
F10 0,31 1,97 94,89 15 #
F11 0,24 147 96,36 :

F12 021 1,31 97,66 05

F13 0,14 0,87 98,53 0 |

Fi4 0711 0)68 99)21 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 FB FS F10 F11 F1Z F13 F14 F15 Flg

F15 0,07 0,44 99,65 Komponenty

Fl6 0,06 0,35 100,00

Obr. 35: Sutinovy graf demonstrujici vyznam jednotlivych hlavnich komponent

Na zakladé¢ hlavnich komponent byly sestaveny grafy (obrdzky 36, 37 a 38) zobrazujici

jednotlivé projekce do faktorového prostoru a faktorovych rovin.
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Obr. 36: Projekce vzorkii vin do faktorového prostoru hlavnich komponent 1, 2, 3
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Obr. 37: Rozptylovy graf - Projekce proménnych do faktorové roviny hlavnich komponent 1
a3
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Projekei vzorkil vin do faktorového 3D grafu (obrazek 36) bylo zjisténo, Ze nejlepsi
rozliSovaci schopnost pro jednotlivé podoblasti, pii projekci do 2D faktorové roviny, poskytuji
komponenty 1 a 3. Komponenty 1 a 3 vysvétluji 44% celkové variability. Hlavni komponenty
byly pozitivné nebo negativné korelovany vychozimi proménnymi (chemické slozeni). Tyto
vlivy jsou graficky zobrazeny v rozptylovém grafu 37. Komponenta 1 byla zna¢né pozitivné
korelovana parametry koncentraci Be, Sb, Pb, Bi, kyseliny kavové a Na. Naopak negativné byla
korelovana koncentraci V a Gd. Komponenta 3 byla nejvice ovlivnéna koncentraci Mo, V, Sr
a pomérem Sr/Mg. Negativné pak obsahem Na, kyseliny kumarové a kdvové. Jednotlivé
proménné dale korelovaly vice ¢i méné mezi sebou. Dle pfedpokladu diskutovaného v kapitole
o analyze rozptylu bilych vin spolu vzajemné souvisely proménné Mg, Sr, Mg/Ca a Sr/Mg.
Dalsi silnou korelaci bylo mozné pozorovat mezi prvky Pb, Bi a Sb. Je to dané tim, ze bismut
a antimon patii mezi chalkofilni prvky tvofici sulfidy, jejichz vyskyt je geochemicky tzce
spojeny s vyskytem olova, zinku a médi (Li a Thornton 1993). Dalsi korelaci mezi proménnymi
byla patrna v ptipadé¢ kyseliny kavové a kumarové. Tato spojitost je pravdépodobné dana velice
podobnou chemickou strukturou téchto dvou latek, respektive podobnym mechanismem

syntézy téchto latek v révé.

5 T

;jmm MK

Component 3

Component 1

Obr. 38: Projekce vzorkii bilych vin do faktorové roviny hlavnich komponent 1 a 3

96



Na obrazku 38 je graficky zndzornéna disperze jednotlivych pozorovani (vzorkll vin)
do faktorové roviny komponent 1 a 3. Je patrné, Ze na zaklad¢ této analyzy doslo k oddé¢leni
jednotlivych vzorkli vin do 4 zon. Skore vin ze znojemské podoblasti se pohybovaly ve 4
kvadrantu s pozitivnim skore u prvni komponenty a negativnim u komponenty 3. Pfi porovnani
s rozptylovym grafem se da usuzovat, ze tato vina obsahuji v primé&ru vys$si koncentrace sodiku,
beryllia a fenolickych latek. Naopak obsahuji mensi mnozstvi hoic¢iku, stroncia, lithia,
molybdenu, vanadu a gadolinia. U vin z velkopavlovické podoblasti se potvrdilo, Ze obsahuji
v priméru vyssi koncentrace stroncia a hot¢iku. Projekce PCA skore téchto vin do faktorové
roviny odpovidala oblasti rozptylového grafu, kde parametry Mg a Sr danym zpisobem
korelovaly s hlavnimi komponenty 1 a 3. Podobné jako u shlukové analyzy vykazovala
velkopavlovickd vina urcit¢ prechodové znaky mezi vSemi podoblastmi, coz je déano
geografickou polohou. Vina ze slovické podoblasti se profilovala tim, Ze dle PCA obsahovaly
v pruméru niz8i koncentrace vSech vybranych chemickych konstituentd. Tento fenomén je
viditelny 1 z krabicovych grafii v kapitole analyza rozptylu. Mikulovskd vina byla
charakteristicka vy$$im obsahem gadolinia, vanadu a spiSe menSim obsahem stanovovanych
fenolickych sloucenin.

Rozdéleni moravskych bilych vin dle geografického plvodu bylo pomoci analyzy
hlavnich komponent Gspésné. Da se ocekdvat, ze se vzristajicim poctem vzorka by také
vzrustala presnost klasifikace. Tato analyza poskytla presnéjsi klasifikaci nez shlukové analyza,
kde vzorky byly misto do 4 skupin klasifikovany do 5 skupin, s obasnym zatfazenim vzorka

do nespravné kategorie.

5.3.1.5.  Kanonicka diskriminacni analyza - DA

Kanonickou diskriminacni analyzou byly rozdélovany a klasifikovany vzorky bilych vin dle
geografického ptivodu, kdy klasifikacnim diskriminatorem byly jednotlivé vinafské podoblasti.
Narozdil od shlukové analyzy a analyzy hlavnich komponent tato parametrickd metoda vyuziva
znalosti o poctu skupin a pfislusSnosti vzorkd k maximalizaci rozdilnosti mezi vinaiskymi
podoblastmi a minimalizaci rozdilnosti vin patticich do stejné kategorie. Byly vymodelovany
diskriminacni a klasifika¢ni funkce pro jednotlivé podoblasti. Pro orienta¢ni zhodnoceni rozdila
mezi moravskou a ¢eskou vinafskou oblasti byla provedena dopliiyjici diskrimina¢ni analyza
zahrnujici vybrana Ceska vina.

Vstupni parametry byly do DA vybrany na zéklad€ analyzy rozptylu. Sekundarni tfidéni

proménnych dle vyznamu pro ptesnost klasifikace bylo provadéno pomoci kritéria Wilksovy

97



lambdy (Tabulka 33). Cim bliZe je lambda hodnoté 0, tim vyznamnéjsi vliv ma proménna
na klasifikaci. Krokovou doptednou selekci byly postupné ptidavany do modelu proménné
na zéklad¢ hodnoty lambda do té¢ doby, dokud rostla pfesnost modelu, respektive efektivita
rozdé€leni podoblasti. Nakonec byly do modelu zafazeny vSechny proménné vyselektované
analyzou rozptylu. Byly vypocitany tfi statisticky vyznamné diskriminacni funkce popisujici
vnitini propojeni mezi proménnymi a vzorky, kde Be bylo nejvyznamnéj$i korelacni

proménnou pro funkci 1, Mg/Ca pro funkei 2 a Mo pro funkei 3.

Tabulka 33: diskriminacni funkce a Wilksovy lambdy jednotlivych proménnych

Proménna Funkce 1 Funkce2 Funkce3 W.Lambda
Li -0,1373 0,5079 -0,3743 0,7082
Be 0,8593 -0,0829 -0,0354  0,3517
Sb 0,5776 0,2535 -0,1922 0,6398
Pb 0,6260 0,4608 -0,1648  0,4877
Bi 0,6484 0,0333 -0,0346 0,6327
\Y -0,2576  0,1661 0,3782 0,8324
Mg 0,2211 0,4686 -0,4773 0,6548
Sr 0,3184 0,4437 0,2438 0,7314
Na 0,7495 -0,3587 0,1966 0,3934

Kys. Kavova 0,6061  -0,1851 0,2712 0,6093
Kys. Kumarova 0,5018  -0,3794 0,1939 0,6527

Sr/Mg 0,2564 0,4050 0,1734 0,8047
Mg/Ca 0,4362 0,5916 -0,2574  0,5385
Gd -0,1337  0,2694 0,4869 0,7829
Mo -0,0518 0,3868 0,5215 0,7182
Katechin 0,5158 0,1647 0,3998 0,6484

Rozptylové grafy (viz obr. 39 a 40) vizualizuji rozdé€leni vzorka do jednotlivych skupin.
Dle centroidli a kruznic spolehlivosti (spodni ¢ast obrazku 40) je patrné Uplné rozdéleni
moravskych podoblasti. Znojemska podoblast, podobné jako u shlukové analyzy a analyzy
hlavnich komponent, tvoii izolovanou skupinu vyrazné vzdalenou od ostatnich grup. Zbylé tfi
podoblasti jsou si blize, ale stale dostate¢né mezi sebou rozlisSené se vzdalenosti centroida > 4
(viz tabulka 34). Nejvétsi vzdalenost mezi centroidy jednotlivych podoblasti byla stanovena
mezi podoblastmi slovackou a znojemskou (6,2838). Tyto dvé podoblasti tak nejsou vzdaleny
pouze geograficky, vyrazné se také 1isi i chemickym sloZenim vin. NejbliZe si byly centroidy
podoblasti mikulovské a slovacké a mikulovské a velkopavlovické. Tim se potvrdily vysledky
piechozich analyz, kdy vina z téchto geograficky si blizSich podoblasti vykazovaly urcité

vzéajemné podobnosti v chemickém sloZeni.
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Funkce 2 Funkce 1

Funkce 3

Obr. 39: 3D rozptylovy graf klasifikacnich funkci (a — MIK, b—SLO, ¢ — VP, d — ZNO)

Tabulka 34: Vzdadlenosti mezi centroidy v ramci jednotlivych podoblasti

Centroidy Vzdélenost mezi centroidy

MIK-SLO 4,2616
MIK-VP 4,3689
SLO-VP 4,8578
VP-ZNO 4,9394
MIK-ZNO 5,8925
SLO-ZNO 6,2838
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Obr. 40: Rozptylovy graf klasifikacnich funkci véetné zobrazeni centroidii a vzorkii

Primarnim vystupem diskriminacni analyzy jsou vytvotfené klasifikacni a predikéni
funkce (tabulka 35) matematicky popisujici jednotlivé podoblasti. Tyto funkce dale slouzi
ke klasifikaci vzorkli s nezndmym plvodem, kdy na zdkladé¢ dosazeni zméfenych
vyselektovanych proménnych lze s urcitou pravdépodobnosti zafadit vzorek do jedné ze 4
podoblasti, nebo konstatovat, nebo Ze dany vzorek pochdzi ¢i nepochazi z moravské vinaiské
oblasti. Samotna diskriminace a klasifikace vin byla zalozena na Mahalanobisovych
ctvercovych vzdalenostech pozorovani od centroidii a posteriornich pravdépodobnostech pro
kazdy vzorek a kazdou skupinu. Vina jsou tak rozdélovany do podoblasti na zaklad¢ vypoctu
vzdalenosti od modelovych centroidii z klasifikacnich funkci. Stanovené klasifikacni funkce

umoznily rozdéleni znamych vzorki vin dle podoblasti s 100% tspé&snosti (Tabulka 36).
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Tabulka 35: Predikcni klasifikacni funkce pro bila vina

MIK SLO VP ZNO

Intercept -141,27 -99,90 -144,39 -156,50
Li -1,7222 -1,3029 -0,9139 -1,5561
Be -2,0177 -0,8221  2,4528 2,7507
Sb -23,21  -30,83 -46,97  -59,41

Pb 1,8635 11,3296 2,1403  2,5777
Bi -4,362  -6,435 -18,880 -10,26

\Y 0,3734 0,4054 0,2836 0,3377
Mg 0,0009 0,0009 0,0009 0,0009
Sr -0,0571 -0,0828 -0,1175 -0,1258
Na 0,0004 0,0004 0,0004 0,0007
Kys. Kavova -0,0059 -0,0057 -0,0046 -0,0088
Kys. Kumarova 0,0146 0,0147 0,0129 0,0236
Sr/Mg 20555 21769 28226 28087

Mg/Ca 37,396 23,650 39,167 39,569
Gd 0,1055 0,0823 0,0846 0,0924
Mo 1,2845 -0,5208 -0,8424 -0,6292
Katechin 0,0011  0,0007 0,0006 0,0014

Tabulka 36: Klasifikacni matice modelu pro bila vina

MIK SLO VP ZNO Celkem | Sprdvnost zafazeni %
MIK 8 0 0 0 8 100,00%
SLO 0 15 0 0 15 100,00%
VP 0 0 7 0 7 100,00%
ZNO 0 0 0 10 10 100,00%
Celkem 8 15 7 10 40 100,00%

Pro ovéfeni spravnosti klasifikacniho modelu bylo tfeba provést kiizovou validaci.
Jedna se o testovani vyfazenim vzdy jednoho konkrétniho vzorku z modelu. Predikéni
schopnosti jsou po té ovéfeny na nove sestaveném modelu, podle kterého je konkrétni vyfazeny
vzorek klasifikovan. Vysledkem této validace bylo 100% zatazeni znojemskych a slovackych
vin. Vina z mikulovské podoblasti byla kiiZzovou validaci zatazena spravné v 87,5% piipadu.
Velkopavlovicka na tom byla, co se tyce predikce nejhtite - 71,4% spravné zatazenych vzork.
Snizujici se predikéni schopnost modelu pii této validaci je zptisobena malym poctem vzorki
z téchto dvou podoblasti. KfiZovou validaci se vzdy z modelu vyfadi jeden vzorek, coz
v ptipadé mikulovské podoblasti tvoti ubytek 12,5% vstupnich dat a v piipad¢ velkopavlovickeé
podoblasti dokonce 14,3%, coz vyrazné narusuje integritu modelu. Je jasné, Ze s rostoucim
poctem vstupnich dat roste i pfesnost modelu. V absolutnim poctu vin se vSak je jedna o celkem

tf1 Spatné zafazena vina. Kombinovanad predikéni ispesnost je 95%.
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Tabulka 37: Matice krizové validace modelu pro bila vina

MIK SLO VP ZNO Celkem | Spravnost zarazeni %
MIK 7 0 1 0 8 87,50%
SLO 0 15 0 0 15 100,00%
VP 2 0 5 0 7 71,40%
ZNO 0 0 0 10 10 100,00%
Celkem 9 15 6 10 40 95,00%

Diskriminaéni analyza je jednou z nejastéji vyuzivanych metod pro stanoveni
autenticity geografického plivodu bilych vin. Frias a kol. (2003) vyuzili linedrni diskrimina¢ni
analyzu k diferenciaci vin z Kanarskych ostrovli na zaloZzenou na prvkovém profilu. Dosahli
100% klasifika¢ni a 95,6% predikéni uspésnosti, tedy tspesnosti na podobné trovni jako zde
ptedkladany systém. Podobné vysledky publikovali Baxter a kol. (1997), kdy na zékladé
prvkové analyzy 112 Spanélskych a anglickych vin dosdhli modelovanim pomoci DA
kombinované uspésnosti klasifikace 93 %.

Vytvoteni dokonale fungujiciho diskrimina¢niho modelu pro urceni geografického
puvodu moravskych vin bude do budoucna vyzadovat rozSiteni databanky vzorkt, hlavné
z mikulovské a velkopavlovické podoblasti. Vysledky naznacily, ze vliv rozdilnych odrid lze
jednotlivymi statistickymi analyzami odfiltrovat. Podobn¢ tak i vliv odlisnych ro¢nikl vina.
Pro 100% jistotu je nutné model pravideln¢ aktualizovat novymi vzorky a testovat jeho
klasifika¢ni a predikcni efektivitu.

Pro demonstraci rozdili ve sloZzeni moravskych a ceskych vin byla zpracovédna
diskriminacni analyza rozsifend o 3 vzorky bilych vin z Ceské vinaiské oblasti, podoblasti
litométické. Z obrazku 41 je zfetelné vyrazné oddéleni litoméfické podoblasti od podoblasti
moravskych. Je to dano vyrazné¢ odliSnym profilem piid a podlozi Ceské vinaiské oblasti
ve srovnani s oblasti moravskou. V okoli Litoméfic prevladaji pldy s pfimési kamenitého
vulkanického skeletu. Metavulkanické je i slozeni hornin v této lokalit¢ (Linhart 2007).
Da se predpokladat, ze i dalsi vzdalengjsi vinaiské zony v okoli CR i dale ve svété nebude

obtizné diskriminovat od moravské vinaiské oblasti.
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Obr. 41: Rozptylovy graf klasifikacnich funkci moravské oblasti a litomérické podoblasti

5.3.2. Diskriminace a Kklasifikace moravskych cervenych vin dle geografického

pivodu

Podobné jako u klasifikace vzorki bilych vin dle geografického plivodu, tak i data z analyz
vzorkl Cervenych vin prochéazela vicestupfiovym vyhodnocovanim. Byl zpracovan Grubsiv
test odlehlych vysledkt, analyza rozptylu, shlukova analyza, analyza hlavnich komponent a
diskrimina¢ni analyza. Vychozi soubor vzorkli Cervenych vin obsahoval 28 vin ze 4

moravskych podoblasti.
5.3.2.1. Grubbsi test odlehlych vysledkii

Grubbsiiv test na ptitomnost odlehlych vysledkli v rdmci vzorkl Cervenych vin fazenych do

skupin dle ptivodu neodhalil u Zadného vzorkl extrémni parametry v relaci s primérnymi
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hodnotami z danych podoblasti. Data vykazovala dle histogramu normdlni gausovskou

distribuci. VSech 28 vzorki Cervenych vin bylo podrobeno dal§im statistickym analyzam.

5.3.2.2.  Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyzou rozptylu dat z méteni chemickych parametri ve vzorcich 28 Cervenych vin bylo
prokdzano, ze celkem 17 proménnych (23,9% z vychoziho poctu) vykazovalo statisticky
vyznamné rozdily v koncentracich mezi podoblastmi (P blizké nebo < 0,05 a F> Fiit; Ferie= 2,9).
Tyto vybrané proménné jsou uvedeny v tabulce 38 a sefazeny podle statistické vyznamnosti.
ANOVA byla nastavena na interval spolehlivosti 95%. VSechny statisticky vyznamné
parametry byly v koncentracich vyrazné€ vyssich nez LOD danych metod.

Pii pfimém porovnani ANOVA bilych a cervenych vin jsou vidét rozdily mezi
vyselektovanymi proménnymi. Spole¢nymi znaky mezi bilymi a ¢ervenymi viny jsou Na, Mo,
kyselina kavova a kumarova. To, Ze pro Cervend vina jsou vyznamné jiné parametry, nez pro
bild je zpisobeno pievazné piechodem jiného druhu a mnozstvi latek ze slupek pii delsi
maceraci, coz je proces charakteristicky pro tato vina (Jackson 2008). Grafické zobrazeni

rozptyll dat je ptehledné prezentovano na niZe uvedenych krabicovych grafech.

Tabulka 38: Chemické parametry vyselektované pomoci ANOVA, v ramci klasifikace

Cervenych vin dle geografického piivodu

Parametr F P

Na 67,5762 < 0,0001
Na/Fe 29,1440 < 0,0001
Na/Al 28,3116 < 0,0001
Na/Li 48,1562 <0,0001
Kvercetin 7,1133 0,0014
Mn/Fe 6,1663 0,0029
Fe 5,5614 0,0048
Mo 5,3398 0,0058
Kyselina Kavova 5,1960 0,0066
Fe/Ni 5,0488 0,0075
Eu/Dy 5,0051 0,0078
Eu/Er 4,6948 0,0102
Kyselina Kumarova 4,3574 0,0138
Mn 4,1261 0,0171
Pr 3,7549 0,0242
Fe/Al 3,7220 0,0250
Fe/Co 3,4845 0,0314
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Obr. 42: Krabicove grafy pro Na, Na/Fe, Na/Al, Na/Li. Jednotky koncentrace Na jsou v mg/I,
pomery jsou bezrozmérné

Podobné jako u analyzy rozptylu bilych vin (pro klasifikaci dle geografického piivodu)
je statisticky vyznamnym parametrem vykazujici rozdily mezi podoblastmi koncentrace
sodiku. V pfipad¢ cervenych vin se dokonce jedna o proménnou nejvyznamnéjsi, s F= 67,58,
coz je vyrazné vyssi hodnota nez Feri= 2,9. Opét se potvrdilo, Ze vina ze znojemské podoblasti
obsahuji vyssi koncentrace sodiku (v priméru 83 mg/l). To se samoziejmé projevilo 1 v rdmci
prvkovych pomért zahrnujici tento alkalicky kov. Poméry Na/Fe, Na/Al, Na/Li vykazovaly
vysokou uroven vyznamnosti s hodnotou F>28; P<0,0001. Pro klasifikaci znojemskych vin je
tak sodik rozdilovym prvkem. Mezi ostatnimi moravskymi podoblastmi nejsou rozdily
v primérnych koncentracich sodiku tak vyrazné. K podobnym vysledkiim se ve své praci dostal
i Skatupa pfi analyze rozptylu chemickych parametri moravskych ¢ervenych vin z roéniku

2010. Sodik tak jako v pfipad¢ této disertacni prace vykazoval statisticky velmi vyznamné
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rozdily mezi podoblastmi, kdy nejvysSi primérmé hodnoty byly pozorovatelné u vin ze
znojemské vinai'ské podoblasti (Skatupa 2012).

Dalsi statisticky vyznamné rozdily mezi podoblastmi s F> 2,9 a P< 0,05 byly analyzou
rozptylu stanoveny u prvkii Fe, Mo, Mn, Pr, Sb a pomért Mn/Fe, Fe/Ni, Eu/Dy, Eu/Er, Fe/Al
a Fe/Co. Molybden je spolecnym diskrimina¢nim znakem jak v pfipadé Cervenych tak i1 bilych
vin. Tento kov je vyznamnym rostlinnym kofaktorem pro redukci dusi¢nanti na NHs. Nejvyssi
primérné mnozstvi tohoto analytu 1ze pozorovat ve vinech z mikulovské podoblasti (4,4 pg/l
v Cerveném ving), nejnizsi poté ve vinech z podoblasti velkopavlovické a znojemskeé (2,1 a 1,9
pg/l). Dale se potvrdil pfedpoklad vyssiho obsahu Fe ve vinech ze znojemské podoblasti.
Vinohrady v této podoblasti jsou zaloZeny na spraSich obsahujici vétsi mnozstvi Fe (Kraus
1999). To se projevilo také na F hodnoté pro proménné zahrnujici Fe, kdy parametr Mn/Fe je
Sestym (F= 6,16) a Fe sedmym (F= 5,56) statisticky nejvyznamné¢j$im parametrem v ramci
rozdild mezi moravskymi podoblastmi.

Kromé prvka byly statisticky vyznamné rozdily mezi podoblastmi zaznamenany také
v pfipad¢ fenolickych latek, konkrétné v ptipad¢ kvercetinu, kyseliny kavové a kumarové. Tyto
rozdily jsou s nejvétsi pravdépodobnosti spjaty s efektem terroiru, tj. odliSnymi klimatickymi
podminkami a dostupnosti Zivin z piid a podlozi v jednotlivych vinatskych regionech (Bakker
a Clarke 2012). Rozdily mezi koncentracemi fenolovych kyselin byly pozorovany i v ptipadé
bilych vin. Kvercetin vSak byl zaznamenan ve vSech vzorcich pouze ve vinech cCervenych.
Tento Zluty pigment je pfitomny ve slupkach hroznt, kdy vEétsi mnozstvi téchto polyfenola
pfechazi do vina v prub¢hu macerace (Jackson 2008; Michlovsky 2014). Nejvyssi pramérna
koncentrace kvercetinu byla ve vinech ze Slovacké podoblasti (4 mg/l). Nejnizsi ve vinech ze
znojemské a mikulovské podoblasti (0,5 mg/l). Nejvétsi obsah kyseliny kavové a kumarové
mély vina z velkopavlovické podoblasti. Naopak nejnizsi vina ze znojemské podoblasti. To je
v rozporu s vysledky analyz bilych vin, kdy vina z této podoblasti mély relativné koncentrace
nejvyssi. Tyto rozdily jsou dany odliSnostmi mezi bilymi a ervenymi odriidami a také jinym
zpusobem zpracovani hroznti. Proto je nutné vytvaret samostatné modely pro bild a Cervend

vina.
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Obr. 43: Krabicové grafy pro Kvercetin (mg/l), Mn/Fe, Fe (mg/l), Mo (ug/l), Kyselinu Kavovou
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5.3.2.3. Shlukova analyza

V této kapitole jsou shrnuty vysledky shlukové analyzy 28 vzorkli Cervenych vin ze 4
moravskych podoblasti. Vstupni data do analyzy byly zaloZeny na proménnych vybranych
analyzou rozptylu. Jako slucovaci technika byla zvolena Wardova metoda a jako metricka
metoda ¢tvercovych Euklidovskych vzdalenosti. Primarnim vystupem je dendrogram (obr. 46),

ktery vizualné zobrazuje rozdilnosti a podobnosti mezi jednotlivymi vzorky.
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Obr. 46: Dendrogram shlukové analyzy cervenych vin

Z vyse prezentovaného dendrogramu jsou na prvni pohled viditelné dva zakladni shluky
(klastry 1 a 24+3+4) spojujici se na trovni rozdilnosti 6622848. Stejn¢€ jako v pripadé shlukové
analyzy bilych vin byly efektivné odd€leny vina ze znojemské podoblasti, které se shlukuji
v klastru 1. Tento klastr zahrnuje azZ na jednu vyjimku vSechna testovana vina z této podoblasti.
Znovu se tak potvrdilo, ze z této podoblasti pochdzi vina se specifickymi chemickymi
vlastnostmi a je tak relativné snadné je odliSit na zdkladé prvkového sloZeni v kombinaci
s analyzou fenolickych latek.
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Pti blizsi analyze dendrogramu je patrny znacny rozptyl klasifikace vin ze slovacké
podoblasti. Pravdépodobnou pii¢inou tohoto nepravidelného shlukovani je nizky pocet
vstupnich dat zptisobeny nedostate¢nym poctem vzorkl z této podoblasti. Slovacka vina byla
shlukovou analyzou zatfazena do klastri 2, 3 i 4. Vyjimkou je vzorek 64, ktery se na zdkladé
chemického sloZeni izoloval od vSech vytvofenych klastrii. Tento modry portugal pochazel
puvodem z Blatnice pod svatym Antoninkem, tedy z jihovychodni oblasti slovacké podoblasti
blizko Straznice. Ostatni vzorky ze slovacké podoblasti jsou z okoli Kyjova a tak nedoslo
ke slouceni jednotlivych pozorovani. Slovack4 podoblast je nejvétsi na Moravé a efektivni
klasifikace by vyZadovala vyrazn€ vy$$i mnoZzstvi vzorkll pro kompletni pokryti celého
prostoru. Dle starého ¢lenéni oblasti dle zékona ¢. 115/1995 Sb. byla Slovacka podoblast diive
¢lenéna na 6 mensSich zon. Kyjovskou, Muténickou, Podluzi, Bzeneckou, Uherskohradist'skou
a Straznickou. Pokud by bylo k dispozici alespoii 5 vin z kazdé z téchto menSich zon, byla by
klasifikace rozsahlé slovacké podoblasti, diky rovnomérnému pokryti vzorky, realizovatelna.
Podobnym zptsobem by bylo vhodné klasifikovat i ostatni moravské podoblasti.

Podobnosti vin z mikulovské podoblasti se projevily vytvorenim klastru 2 spojujici se
na urovni podobnosti 490932 s klastry 3 a 4. Podobnou miru podobnosti s mikulovskymi viny
vykazovaly také vzorky 63 SLO, 80 ZNO a 69 VP. Komerc¢ni vzorek 63 byl etiketou zatazen
do Slovacké podoblasti, nebyla vSak konkrétné uvedena vinaiskd obec ani trat. Piesnost
zafazeni tohoto vzorku bude déle testovana kiiZovou validaci v rdmci diskriminacni analyzy.
Vzorek 80, tj. Rulandské modré z Sanova byl zaiazen do shluku s mikulovskymi viny
pravdépodobné z diivodii geografickych. Sanov je vinafskd obec na vychodni hranici
znojemské podoblasti, hrani¢ici s podoblasti mikulovskou. Vzorek 69 pochazi ze Zabgic,
vinafské obce blizko hranice VP a MIK podoblasti. To je pravdépodobny ditvod zatazeni
vzorku 69 k mikulovskym vintim. Do klastrii 3 a 4 se dle Wardovy metody rozdé¢lily vina
z velkopavlovické podoblasti, doplnéné viny ze slovacké podoblasti. Tato vina ze slovacké maji
puvod v Hovoranech, v pfechodové oblasti mezi VP a SLO.

Z t&chto vysledki se da usuzovat, Ze shlukova analyza pro preliminarni priizkum vzorkt
podava uspokojivé vysledky. Podobné jako v pfipadée shlukové analyzy bilych vin byla vétSina
Spatné zatazenych vzorkll z pfechodovych zén mezi podoblastmi. Rozdélenim moravskych
podoblasti na mensi useky, charakterizované vys$Sim poctem pozorovani, by vyrazné vylepsilo

klasifika¢ni schopnosti modelu.
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5.3.24.

Analyza hlavnich komponent - PCA

Analyza hlavnich komponent moravskych ¢ervenych vin slouzila k vizualizaci a vyhodnoceni

informaci z 16 proménnych vybranych analyzou rozptylu. Hlavnim cilem bylo snizeni poctu

vychozich parametrti a zkoncentrovani vychozi informace do menSiho poc¢tu komponent.

Informace z vybranych 17 parametrti byly pomoci PCA (metoda Pearsonovy korelace, varimax

rotace) rozdéleny do 17 hlavnich komponent. Mira uloZené variability v jednotlivych

komponentech byla popsina hodnotou eigenvalue. Cim vyssi byla eigenvalue, tim vice

informaci bylo v dané komponent€ uloZeno. Dle Kaiserova kritéria byly dale vyfazeny vSechny

komponenty s eigenvalue < 1, kdy mnozstvi informaci ulozené v takové komponenté¢ odpovida

informaci parametru vychoziho, nebo je mensi. V tomto ptipad¢ byly na zéklad¢ Kaiserova

kritéria stanoveny 4 hlavni komponenty popisujicich dohromady 80,20% celkové variability

(viz tabulka 39 a obr. 47). Na zdklad¢€ hlavnich komponent byly sestaveny grafy (obrazek 48,

49 a 50) zobrazujici jednotlivé projekce do faktorového prostoru a faktorovych rovin.

Tabulka 39: Souhrn hlavnich komponent — cervend vina

Komponent  Eigenvalue  Vamabilita (%) Souhrnna %
F1 6,9586 40,9328 40,9328
F2 3,8509 22,6523 63,5851
F3 1,5891 93475 72.9326
F4 1,2350 7.2645 80,1972
F5 0,8041 47297 84,9269
F6 0,6322 3,7189 88,6458

7 0,5665 3,3326 91,9784
F8 0,5195 3,0557 95,0341
F9 0,3451 2,0301 97,0642
F10 0,1414 0,8320 97,8962
F11 0,1190 0,6999 98,5961
F12 0,0873 0,5135 99,1096
F13 0,0717 0,4215 99,5311
F14 0,0397 0,2334 99,7646
F15 0,0253 0,1486 99,9132
F16 0,0088 0,0518 99,9650
F17 0,0060 0,0350 100,0000

Eigenvalue
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Obr. 47: Sutinovy graf demonstrujici vyznam jednotlivych hlavnich komponent
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Projekci vzorkl vin do faktorového 3D grafu a néslednou rotaci os (Obr. 48) bylo
stanoveno, ze nejlepsi rozliSovaci schopnost pro jednotlivé podoblasti pii projekci do 2D
faktorové roviny poskytuji komponenty 1 a 2. Komponenty 1 a 2 vysvétluji 63,59% celkové
variability. Hlavni komponenty jsou pozitivné nebo negativné korelovany vychozimi
proménnymi (chemickym sloZenim). Tyto vlivy jsou graficky zobrazeny v rozptylovém grafu
49. Komponenta 1 byla nejvice pozitivné korelovana proménnymi Na, Na/Li, Na/Al, Fe,
Eu/Dy, Eu/Er, Fe/Co a Fe/Al. Naopak nejnegativné€ji byla korelovana proménnymi
vychdzejicimi z koncentraci kyseliny kumarové, kdvové, Pr a poméru Mn/Fe. Komponenta 2
byla nejvice pozitivné korelovana poméry Mn/Fe, Eu/Er, Eu/Dy, Na/Fe a koncentraci Mn.
Vyrazné negativné pak byla korelovana pomérem Fe/Ni, Fe/Al, Fe/Co, koncentraci Fe a
kvercetinu.  Jednotlivé proménné dale korelovaly vice ¢i méné mezi sebou. Nejsilnéjsi
meziparametrové souvislosti bylo mozné pozorovat mezi proménnymi zavislymi na parametru
koncentrace Na a Fe. Dalsi silna korelace byla patrna mezi fenolovymi kyselinami — kédvovou
a kumarovou. To je pravdépodobné dané podobnostmi v chemické struktuie téchto dvou latek
a pribuzném mechanismu jejich syntézy v rostlin€, podobné jako v ptipad¢ bilych vin, kdy byla
tato spojitost také pozorovana.

8 T T T T T T

Komponent 2

21

4t

©4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5

Komponent 1

Obr. 50: Projekce vzorkii cervenych vin do faktorové roviny hlavnich komponent 1 a 2
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Na obrazku 50 je graficky zndzornéna disperze jednotlivych pozorovani (vzorkll vin)
do faktorové roviny komponent 1 a 2. Je patrné, Ze na zaklad¢ této analyzy doslo k oddé¢leni
jednotlivych vzorkl vin do 4 zon. Skore vin ze znojemské podoblasti byly distribuovany
do faktorové roviny v rdmci 2 a 4 kvadrantu, s vyrazné pozitivnim skoére u prvni komponenty
a v pruméru neutrdlnim u komponenty 3. Pfi porovnani s rozptylovym grafem projekce
proménnych se da usuzovat, ze tato vina obsahuji obecné vyssi koncentrace sodiku, zeleza
(v€etné pomeérii téchto prvka) a také poméry Euw/Er a Eu/Dy. K podobnym vysledkim
se dopracoval i Skafupa ve své praci, kdy projekci vin ze znojemské podoblasti do faktorové
roviny hlavnich komponent doslo ke korelaci se sodikem a pomérem Fe/Al (Skafupa 2012).
Vina ze znojemské podoblasti naopak obsahovaly, v porovnani s viny z ostatnich podoblasti,
menSi mnozstvi fenolovych kyselin, praseodymu, molybdenu a kvercetinu. Disperzi
pozorovani z ostatnich moravskych podoblasti vznikly 3 tésné oddélené zony, kdy dochazi
k castecnym piekryvim vzorkd z jednotlivych podoblasti. Pozorovani byla distribuovana
v zaporné hemisféte komponenty 1. Dle rozptylového grafu byla vina ze slovacké podoblasti
charakteristicka vys$s$i hodnotou poméru Mn/Fe a relativné niz§im obsahem kvercetinu. Vina
z mikulovské podoblasti byla dle PCA specifickd vy$§im obsahem fenolovych kyselin.
Relativné dobie oddéleny shluk velkopavlovickych vin byl vyrazné pozitivné korelovan
obsahem praseodymu a nejvice negativné korelovan sodikem a zelezem. Jedinym znacné
odlehlym vzorkem byl podobné jako v pfipadé€ shlukové analyzy identifikovan vzorek ¢islo 64,
z vychodniho cipu slovacké podoblasti. I dle PCA se opét projevila slabina déleni moravské
vinafské oblasti na pouhé 4 podoblasti. Na vzorku ¢islo 64 z Blatnice pod svatym Antoninkem
s ovéfenym puvodem vina origindlni certifikace Blatnice, se dd dobfe demonstrovat
nehomogenita podoblasti. Tento vzorek se svym chemickym slozenim vyrazné odliSuje
od slovackych vin z okoli Kyjova, ktera byla v modelu v pfevaze. Jedinym efektivnim feSenim
je, jak bylo jiz dfive zminéno, roz€lenéni na mensi geografické useky, v idedlnim piipadé
po vzoru Vin originalni certifikace, jako jsou kromé blatnickych VOC, VOC Znojmo, VOC
Mikulov, VOC Modré hory, VOC Palava, kdy jsou vytvofeny jasn¢ ohrani¢ené oblasti
se specifickym terroirem.

Podobné jako pfi analyze bilych vin, i vina ¢ervena bylo mozné analyzou hlavnich
komponent diskriminovat a charakterizovat podle geografického pivodu hroznti. V ramci 4
vytvofenych shlukti byly do faktorové roviny nespravné dispergovany pouze 2 vzorky vin, coz

je vyrazné presnéjsi vysledek nez klasifikace zalozena na shlukové analyze.
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5.3.2.5. Kanonicka diskriminacni analyza — DA

Kanonickou diskriminac¢ni analyzou byly rozdé€lovany a klasifikovany vzorky €ervenych vin
dle geografického piivodu pomoci s pomoci diskriminatorii (moravské vinatfské podoblasti). Na
rozdil od shlukové analyzy a analyzy hlavnich komponent tato parametrickd metoda vyuziva
znalosti o poc¢tu skupin a piislusnosti vzorkti k maximalizaci rozdilnosti mezi vinatfskymi
podoblastmi a minimalizaci rozdilnosti vin patficich do stejné kategorie. Byly vytvofeny
diskriminac¢ni a klasifika¢ni funkce popisujici jednotlivé podoblasti, vyuzitelné k urceni ptivodu
zndmych i nezndmych vzorkd.

Vstupni parametry byly do DA vybrany na zaklad¢ analyzy rozptylu. Sekundarni tfidéni
proménnych dle vyznamu pro presnost klasifikace bylo provadéno pomoci kritéria Wilksovy
lambdy (Tabulka 39). Cim bliZe je lambda hodnoté 0, tim vyznamn&jsi vliv ma proménna na
klasifikaci. Krokovou dopfednou selekci byly postupné ptfidavany do modelu proménné na
zaklad¢ hodnoty lambda do té doby, dokud rostla ptfesnost modelu, respektive efektivita
rozdéleni podoblasti. Nakonec byly do modelu zafazeny vSechny proménné vyselektované
analyzou rozptylu (W. Lambda <1). Byly vypocitany tfi statisticky vyznamné diskriminacni
funkce popisujici vnitini propojeni mezi proménnymi a vzorky, kde Na byl nejvyznamné;jsi

korela¢ni proménnou pro funkci 1, kvercetin pro funkci 2 a Fe/Ni pro funkci 3 (Tabulka 39).

Tabulka 39: Diskriminacni funkce a Wilksovy lambdy jednotlivych proménnych

Proménna Funkce 1l Funkce 2 Funkce 3 Lambda
K. Kavova -0,4984 0,1063 -0,4482 0,6062
K. Kumarovda -0,5838 0,1753 0,0343 0,6474
Kvercetin -0,3168 0,5344 0,4402 0,5293
Pr -0,4935 0,3145 -0,0845 0,6806
Mo -0,3643 -0,5141 0,2804 0,5997
Mn 0,4723 -0,1534 -0,3837 0,6597
Fe 0,5885 0,0563 0,3219 0,5899
Na 0,9621 -0,0849 -0,0371 0,1059
Na/Fe 0,8922 -0,1492 -0,0696 0,2154
Na/Al 0,8986 -0,0759 -0,0368 0,2203
Fe/Al 0,3853 0,1853 0,4494 0,6825
Na/Li 0,9412 -0,1010 -0,0095 0,1425
Fe/Ni 0,2921 0,1148 0,6356 0,6131
Eu/Er 0,6087 -0,0803 -0,1139 0,6302
Mn/Fe -0,2421 0,0130 -0,7211 0,5647
Eu/Dy 0,6282 -0,0629 -0,0681 0,6151
Fe/Co 0,4455 -0,0545 0,3898 0,6966
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Rozptylové grafy (viz obr 51 a 52) vizualizuji rozdéleni vzorka do jednotlivych skupin.
Dle centroidii a kruznic spolehlivosti (spodni Cast obrazku 52) je patrné uplné rozdé€leni
moravskych podoblasti. Znojemska podoblast, podobné jako u shlukové analyzy a analyzy
hlavnich komponent, tvoii izolovanou skupinu vyrazné vzdalenou od ostatnich grup. Zbylé tfi
podoblasti maji centroidy lokalizované té€snéji, ale stale dostatecné mezi sebou rozliSené (viz
tabulka 40). Nejvétsi vzdalenosti mezi centroidy jednotlivych byly naméfeny k podoblasti
znojemské (>9), ¢imz se potvrdily jak vysledky z analyz bilych vin, tak 1 shlukové analyza a
PCA vin Cervenych. V porovnani s bilymi viny byly posteriorni vzdalenosti centroidi mezi
znojemskym regionem a ostatnimi moravskymi regiony dokonce vyrazné vyssi. NejbliZe si
byly centroidy podoblasti slovacké a velkopavlovické (4,7349). Databaze slovackych vin byla
zalozena pievazné na vinech z okoli Kyjova a hrani¢ni oblasti s oblasti velkopavlovickou. Tim
se vysvétluje tato nejmensi vzdalenost mezi centroidy. Pfedchozi analyzy ukézaly
problematické zatfazeni vin ze slovacké podoblasti zpisobené malym poctem vzorki a jejich
nehomogennim pokrytim regionu. Spolehliva klasifikace nebyla mozna jak s pomoci shlukové

analyzy a PCA. S pouzitim diskriminatori se jiZ podafilo tato vina spravné klasifikovat.

Funkce 2 Funkce 1

Funkce 3

Obr. 51: 3D rozptylovy graf klasifikacnich funkci (a — MIK, b — SLO, ¢ — VP, d — ZNO)
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Tabulka 40: Klasifikacni matice modelu pro cervend vina

Centroidy Vzdalenost mezi centroidy

SLO-VP 4,7349
MIK-VP 5,5730
MIK-SLO 6,3848
SLO-ZNO 9,1534
VP-ZNO 9,8038
MIK-ZNO 10,2754
Pozorovani {osy F1 and F2: 91,12 %) Pozorovani (osy F1 and F3: 85,28 %)
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Obr. 52: Rozptylovy graf klasifikacnich funkci véetné zobrazeni centroidii a vzorkii

Hlavnim vystupem kanonické diskriminacni analyzy byly vytvofené klasifikacni

predikéni funkce (tabulka 41), matematicky popisujici jednotlivé podoblasti. Tyto funkce dale

slouzi ke klasifikaci vzorkdl s nezndmym plvodem, kdy na zidkladé¢ dosazeni zmétenych

vyselektovanych proménnych lze s urcitou pravdépodobnosti zafadit vzorek do jedné ze 4
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podoblasti, nebo konstatovat, nebo Ze dany vzorek pochazi ¢i nepochédzi z moravské vinaiské
oblasti. Samotna diskriminace vin byla zalozena na Mahalanobisovych c¢tvercovych
vzdalenostech pozorovani od centroidii a posteriornich pravdépodobnostech pro kazdy vzorek
a kazdou skupinu. Vina jsou tak klasifikovana do podoblasti na zdkladé vypoctu vzdalenosti
od modelovych centroidii z klasifikacnich funkci. Stanovené funkce umoznily rozdéleni

znamych vzorkl cervenych vin dle podoblasti s 96,43% uspéSnosti (tabulka 42).

Tabulka 41: Predikcni klasifikacni funkce pro geografickou klasifikaci cervenych vin

MIK SLO VP ZNO
Intercept -129,2164 -142,8658 -129,5757 -172,0510
Kyselina kavova 0,3514 -0,5596 0,0718 -0,6187
Kyselina kumarova 7,9845 6,4026 5,5513 1,0320
Kvercetin -5,1735 5,7799 1,1344 5,9564
Pr -0,1037 -0,0578 -0,0399 -0,0320
Mo 5,0606 1,2699 1,0381 -0,5687
Mn 3,2398 -33,0655 -29,0879 -39,7374
Fe 51,7480 73,3926 64,2255 65,9116
Na 0,4140 0,4946 0,7310 0,9142
Na/Fe 3,6518 3,9729 3,0982 4,7142
Na/Al -1,4208 -1,3340 -1,3678 -1,1016
Fe/Al 0,1717 -16,9014 -9,2714 -21,1043
Na/Li -15,5636 -16,2514 -16,1729 -13,9044
Fe/Ni 471,2978 682,3183 630,2236  812,8696
Eu/Er 22,0103 27,1950 25,9733 39,5842
Mn/Fe 91,6899 142,8226 155,1546  166,1887
Eu/Dy -25,1480 -27,7829 -27,5378 -42,8996
Fe/Co -22,7130 -44,1017 -45,8070 -13,3544

Tabulka 42: Klasifikacni matice modelu pro cervend vina

MIK SLO VP ZNO Celkem Spravnost zarazeni %
MIK 5 0 0 0 5 100,00%
SLO 0 5 0 0 5 100,00%
VP 0 1 7 0 8 87,50%
ZNO 0 0 0 10 10 100,00%
Celkem 5 6 7 10 28 96,43%

Stejné jako v ptipad¢ bilych vin, 1 pro ¢ervena vina byla pro ovéfeni spravnosti modelu
provedena kiizova validace. Jednalo se o testovani vyfazenim vzdy jednoho konkrétniho vzorku
z modelu. Predik¢éni schopnosti pak byly ovéfeny na nové sestaveném modelu, podle kterého

byl konkrétni vytazeny vzorek klasifikovan. Vysledkem této validace bylo 100% zatazeni
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znojemskych vin. Relativné vysokd tuspéSnost kiizové validace byla také vypocitana
pro klasifika¢ni modely mikulovskych (80%) a velkopavlovickych (87,5%) vin. Horsi vysledek
byl stanoven v pfipadé modelu klasifikujiciho Cervend vina ze slovacké podoblasti. Kiizova
validace vykazovala neuspokojivé vysledky, kdy bylo spravné zpétné klasifikovano pouze 40%
vzorkill. Pfi blizSim zhodnoceni matice kiizové validace je patrné, Ze se vzrustajicim poctem
vzorkli v modelu roste 1 jeho ptesnost. Kiizova validace umociiuje nepiesnosti modelu
zpusobené malym mnozstvim vstupnich dat tim, ze je zalozena na mechanismu vyfazovani
vzdy jednoho vzorku z databaze. V pfipadé Cervenych vin z MIK a SLO, kterych bylo
k dispozici pouze 5 vin, $lo o propad zdrojovych dat modelu o 20% (1 vino z 5). Model
mikulovské podoblasti si diky vétSim posteriornim vzdalenostem centroidii zachoval relativni

robustnost a zafadil spravné 80% vzorkd.

Tabulka 43: Matice kiiZové validace modelu pro ¢ervena vina

MIK SLO VP ZNO Celkem | Spravnost zatfazeni %
MIK 4 1 0 0 5 80,00%
SLO 1 2 2 0 5 40,00%
VP 0 1 7 0 8 87,50%
ZNO 0 0 0 10 10 100,00%
Celkem 5 4 8 11 28 82,15%

Nedostatecny predikéni potencial modelu pro slovacka cervend vina jen potvrdil vysledky
pfedchozich statistickych analyz. Ani pomoci diskrimina¢ni analyzy se nepodafilo spravné
predikovat geograficky pivod a takto sestaveny klasifikacni model bude pro tuto podoblast
fungovat jen s omezenou piesnosti. Da se ocekavat, ze rozSifenim modelu o dal$i geograficky
homogenné distribuované vzorky by se funkénost modelu znaéné vylepsila. Diskriminacéni a
klasifika¢ni systém pro bila vina zahrnoval 15 vzorkd vin ze slovacké podoblasti, coz byl

dostate¢ny pocet pro 100% efektivni predikci ptivodu.

5.3.3. Odrudova autenticita

V teoretické ¢asti, v kapitolach 1.3.1. a 1.4 byla nastinéna moznost vyuziti prvkové analyzy
v kombinaci s organickou analyzou k vytvofeni diskriminac¢niho a klasifikaéniho modelu
odridové autenticity. Mechanismus diskriminace odridovych vin je zaloZen na fyziologickych
rozdilech jednotlivych odrid révy. Urcité rozdily mezi odriidami se daly oCekdvat v piijmu

anorganickych a organickych latek kofenovym systémem a také v charakteristice rostlinnych
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metabolickych drah (v syntéze zejména sekundérnich rostlinnych metabolickych produkti)
(Eshel a Beeckman 2013; Gregory 2006). K vytvoteni pilotniho modelu pro diferenciaci a
klasifikaci vin dle odrid bylo pouzito stejné¢ho datasetu jako v pfipadé modelu pro urceni
geografického piivodu vin. Vychozi soubor odriidovych vin ¢ital 24 bilych vin tfi odriid (VZ,
RR, MT), vybranych dle ¢etnosti osdzeni na moravskych vinicich (Situa¢ni a vyhledova zprava

réva vinna a vino 2014).

5.3.3.1.  Grubbsuv test odlehlych vysledkii

Grubbstiv test na piitomnost odlehlych vysledki v ramci vzorki odridovych bilych vin,
fazenych do skupin dle odrid, neodhalil u Zadného vzorkd extrémni parametry
v rdmci prumérnych hodnot danych odriidovych kategorii. Data vykazovala dle histogramu
normdlni gausovskou distribuci. VSech 24 vzorkdl bilych vin bylo podrobeno dal$im

statistickym analyzam.

5.3.3.2.  Analyza rozgptylu (ANOVA)

Analyzou rozptylu dat (ANOVA byla nastavena na interval spolehlivosti 90%) z méfeni
chemickych parametriit ve vzorcich 24 bilych odradovych vin bylo prokazano, ze celkem 7
proménnych (10,6% z vychoziho poctu 66 parametrit) vykazovalo statisticky vyznamné rozdily
v hodnotach parametrii mezi testovanymi odriidovymi skupinami (P < 0,1 a F> Ferig; Ferie= 2,42).
Tyto vybrané proménné jsou uvedeny v tabulce 44, graficky zobrazené rozptyly jsou
demonstrovany na krabicovych grafech (obrazky 53 a 54) a sefazeny podle statistické

vyznamnosti.

Tabulka 44: Chemické parametry vybrané pomoci analyzy rozptylu, v ramci diskriminace a

klasifikace bilych vin dle odriid

Parametr F P

Tm/Yb 5,0668 0,0160
Al 4,3627 0,0260
Yb/Lu 4,3330 0,0266
Gd 3,3261 0,0556
Mo/Sn 3,2413 0,0593
Sn 3,1259 0,0648
Mn/Cr 3,0051 0,0712
Tb 2,6033 0,0977
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Jak je patrné z tabulky 44, mezi parametry vykazujici statisticky vyznamné rozdily
v primérnych hodnotach mezi odridami VZ, RR a MT patii ptfevazné prvky vzacnych zemin
(REE — rare earth elements) a jejich pomérné koncentrace a kovy Al, Sn a poméry Mo/Sn a
Mn/Cr. Analyzou rozptylu dat z méteni odriiddovych vin byl mezi zékladnimi kovy statisticky
nejvyznamnéj$im diskriminatorem urcen hlinik (P=0,0260 a F=4,3627). Rostliny maji vyvinuty

ochranny mechanismus branici proti toxickym vlivim AI**

. Citlivost na tyto toxické vlivy se
1181 mezi rostlinami, stejné tak mezi odriidami. Tyto rozdily popsal Foy a kol. (1992) ve své
studii. Protektivni mechanismus je zaloZen na uvoliiovani organickych kyselin kofenovym
systémem, ktery zptisobuje zakomplexovani (imobilizaci) hliniku (Eshel a Beeckman 2013).
Timto tématem se také zabyvala skupina védcti vedena Delhaizem (1993, ktera zkoumala
mechanismus tolerance Al u rostlin, a bylo zjisténo, ze uvolnéni organickych kyselin je
zprostfedkované aktivaci kanalii na plazmatické membrané kofenovych bunck, iniciované
prave ionty Al. Drobné rozdily ve funkci kotfenového systému a genetické vybave kofenovych
bunék byly pravdépodobné diivodem vzniku rozdila v primérnych koncentracich Al ve vinech
v ramci tii testovanych odrad.

Dalsi statisticky vyznamné prvky pro odridovou autenticitu byly analyzou rozptylu
namétfenych dat rekrutovany ze skupiny prechodnych prvki —Mo, Mn a Cr. VSechny tyto prvky
maji vysokou tendenci tvorby komplexii s rostlinnymi a mikrobidlnimi organickymi ligandy,
které zvySuji mobilitu zemina — voda — rostlina (Barker a Pilbeam 2007). Vyskytuji se v zemské
kute ve vetsing ptripadd v uzkém spojeni. PfedevSim Mn a Cr jsou Casto vazany v ramci jedné
rudy (Bauer a Velde 2014). Pro rostlinu maji tyto elementy vyznam v netoxickych
koncentracich, kdy jsou soucasti metaloproteini moderujicich oxidacné — redukcéni déje
v rostliné (Heldt 2005). Opét se da piedpokladat, Ze tyto malé, ale statisticky vyznamné rozdily
mezi tfemi testovanymi odriidami jsou zptisobeny rozdilnou aktivitou kofenového systému
v uvolnovani latek ovlivitujicich mobilitu prvka v pade a porové vode.

Z hlediska vybranych parametri REE se jako vyznamné ukézaly byt poméry Tm/Yb, Yb/Lu a
prvky Gd a Tb. Prvky vzacnych zemin se Casto v zemské kiife vyskytuji spolecné, vétSinou
v minerdlech slozenych z fosfatd, uhli¢itant, fluoridi a kfemicitanti. Tyto prvky se vyskytuji
jak v povrchovych, tak i v hloubkovych zonach litosféry (Alex a kol. 1998). Byly potvrzeny
jak pozitivni, tak negativni efekty prvkll vzacnych zemin na zivotaschopnost rostlin. Naptiklad
Fashui a kol. (2002) na zaklad¢ experimentl vytvotil hypotézu, ze REE (v pfipad¢ této studie
konkrétné Ce®") vstupuji do chloroplasti, kde nahrazuji Mg?" ionty a vytvafi tak Ce-chlorofyl.
Tato substituce byla pozorovana na Spenatu, ktery vykazoval ve srovnani s kontrolou vyraznéjsi

rustovou aktivitu. Gadolinium a dal$i prvky patiici do skupiny REE také prokazatelné blokuji
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kanaly uvolnujici vapnik v endoplazmatickém retikulu (Klusener a kol. 1995; Schwenke a
Wagner 1992; Johannes a kol. 1992). Uvedené ptiklady jsou jen malym vyctem efektti REE na
rostlinu. KdyZ pomineme tyto konkrétni vlivy na fyziologii a biochemii rostlin, z vySe
uvedeného je patrné, Ze vyskyt REE v rostlinach je bézny a jejich zdrojem je primarné ptida a
podlozi. Transport do rostliny je tak realizovan a ovliviiovan aktivitami kofenového systému
rostlin. Jak bylo zminéno vyse, struktura a funkce kotfenového systému je siln¢ zavisla na
genetické vybave rostliny a da se opét oc¢ekavat, Ze odliSné odridy révy mohou pfijimat REE
rozdilnym zpisobem. Tyto prvky jsou v rostlin€ distribuovany s klesajici koncentraci od kofenti
k plodim. Ve vinech jako takovych jsou REE obsaZeny v ultrastopovych koncentracich,
nicméné dle ANOVA se da usuzovat, Ze tyto malé nuance lze vyuzit k diskriminaci podle

odrud.
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Obr. 53: Krabicoveé grafy pro poméry Tm/Yb a Yb/Lu a prvky Al (ug/l) a Gd (ng/l). Poméry

jsou bezrozmérné
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Obr. 54: Krabicové grafy pro pomery Mo/Sn a Mn/Cr a prvky Sn (ug/l) a Tb (ng/l). Pomeéry

jsou bezrozmeérné

Analyzou namétfenych dat se nepotvrdil predpoklad vlivu rozdilnych odrid na obsah
polyfenolickych latek, alespoii ne na skupinu méfenych sloucenin v testovanych vinech. Je
pravdépodobné, ze v piipad¢ vin ¢ervenych, které obsahuji vyrazn€ vys$si mnozstvi téchto latek,

by mohl vyznam téchto parametrti vzrustat.
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5.3.3.3.  Shlukova analyza

V této kapitole jsou shrnuty vysledky shlukové analyzy 24 bilych vin tii odrid (VZ, RR, MT).
Vstupni data do analyzy byly zaloZeny na proménnych vybranych analyzou rozptylu. Jako
slucovaci technika byla zvolena Wardova metoda a jako metrickd metoda Chebychevovych
vzdalenosti. Primarnim vystupem je dendrogram (obr. 55), ktery vizualné zobrazuje rozdilnosti

a podobnosti mezi jednotlivymi vzorky odriadovych vin.
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Obr. 55: Dendrogram shlukové analyzy bilych odriidovych vin

Jak je viditelné z dendrogramu shlukové analyzy, doslo sice k rozdéleni do 3 oddé€lenych
shluki, nedoSlo vSak k u¢innému shlukovéni vin stejnych odrid. V jednotlivych majoritnich
klastrech 1,2 a 3 ptesto existuji ur€ité konexe mezi viny. Vina odridy Miiller-Thurgau se témét
vyhradné vyclenila v prvnim klastru spole¢né s viny odridy Ryzlink rynsky. Toto spojeni ma
zfejmeé puvod v kiiZzeni odrid révy vinné. MT je kiizencem pravé RR s Madlenkou kralovskou.

Dale jsou vina distribuovdna v clusterech viceméné bez viditelnych propojeni. Tento
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nedostate¢ny diskriminacni vysledek Ize pficitat faktu, Ze shlukové analyza nevyuziva k hledani
podobnosti a odliSnosti diskrimindtoru, v tomto pifipadé znalosti o odridach vzorkti. Rozdily
v parametrech naméfenych ve vinech tak nejsou dostatecné vyrazné, aby doslo k dokonalému
shlukovani dle odrid. K tomu, Ze se neoddélila ani vina odridy Veltlinské zelené
pravdépodobné piispiva i to, ze je tato odrida geneticky podobna odriiddm Tramin, ze kterych
byl kiiZenim vyslechtén RR, ktery je soudasti tohoto testu. Tyto tii testované, v CR velice
populérni odridy tak sdileji urcita geneticka propojeni, ke kterym se vazi i fyziologické
a metabolické podobnosti (Sedlo a Ludvikova 2014). Existuje zde ptfedpoklad, ze odridy

autochtonni a specifické bude mozné diskriminovat s vyssi uspésnosti.

5.3.3.4.  Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent bilych odridovych vin slouzila k vizualizaci
a vyhodnoceni charakteristik vzorkii zalozenych na 8 proménnych vybranych analyzou
rozptylu. Hlavnim cilem bylo sniZeni poc¢tu vychozich parametri a zkoncentrovani vychozi
informace do mensiho po¢tu komponent. Informace z vybranych 8 parametrti byly pomoci PCA
(metoda Pearsonovy korelace, varimax rotace) rozdéleny do 8 hlavnich komponent. Mira
uloZené variability v jednotlivych komponentech byla popsana hodnotou eigenvalue. Cim vyssi
byla eigenvalue, tim vice informaci bylo v dané komponenté uloZzeno. Dle Kaiserova kritéria
byly dale vyfazeny vSechny komponenty s eigenvalue < 1, kdy mnozstvi informaci ulozené
v takové komponenté odpovidé informaci parametru vychoziho, nebo je mensi. V tomto piipadé
byly na zaklad¢ Kaiserova kritéria stanoveny 3 hlavni komponenty popisujicich dohromady
79,29% celkové variability (viz tabulka 45 a obr. 56). Na ziklad¢é hlavnich komponent byly
sestaveny grafy (obrazek 57, 58 a 59) zobrazujici jednotlivé projekce jak proménnych tak vin

do faktorového prostoru a faktorovych rovin.
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Tabulka 45: Souhrn hlavnich komponent — odriidova vina

Sutinowy graf

Komponenta Eigenvalue Variabilita (%) Souhrnna %
F1 3,1966 39,9572 39,9572
2 1,7999 22,4936 62,4558
F3 1,3469 16,8367 79,2926 g
F4 0,7598 9,4974 88,7899 E
F3 0,3598 44377 93,2876 E"
F6 0,3061 3,8258 97,1134
F7 0,2173 2,7167 99,8301
F& 0,0136 0,1699 100,0000

F1 FZ F3 Fd 5 F& F7 F&

Komponenty

Souhrnna variabilita (%)

Obr. 56: Sutinovy graf demonstrujici vyznam jednotlivych hlavnich komponent

Komponenta 1

Komponenta 2

Komponenta 3

4 -3

Obr. 57: Projekce vzorkii vin do faktorového prostoru hlavnich komponent 1,2 a 3
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Obr. 58: Rozptylovy graf — Projekce proménnych do faktorove roviny 1 a 2

Disperzi faktorovych skore jednotlivych odriadovych vin do faktorového 3D grafu
(Obrazek 57) a naslednou varimax rotaci os bylo stanoveno optimalni dvourozmérné zobrazeni
faktorové roviny komponent 1 a 2. Komponenty 1 a 2 zahrnuji 62,45% celkové variability
z pavodniho souboru dat. Tyto komponenty jsou pozitivn¢ a negativné korelovany vychozimi
proménnymi (chemickym slozenim odridovych vin). Tyto vlivy jsou graficky definovany
v rozptylovém grafu (obrazek 58). Komponenta 1 byla nejvice korelovana prvky vzacnych
zemin a jejich poméry. Naopak mirnd negativni souvztaznost byla pozorovana s Sn a pomérem
Mn/Cr. Komponenta 2 byla vyrazné korelovana poméry Mn/Cr a Mo/Sn a siln€ negativné
cinem. Slaba negativni korelace druhé hlavni komponenty s proménnymi také byla
s parametrem Al.

Jednotlivé proménné dale korelovaly vice ¢i méné mezi sebou. Nejsilngjsi
meziparametrové propojeni se dle predpokladi dalo pozorovat u prvkil vzacnych zemin. Tyto
prvky maji vzijemné velice podobné chemické a fyzikdlni vlastnosti. Dal§i vyznamné

meziparametrové souvztaznosti jiz nebyly patrné.
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Obr. 59: Projekce vzorkii odriidovych vin do faktorové roviny komponent 1 a 2

Z grafického zobrazeni disperze PCA skore jednotlivych odriidovych vin, do faktorové
roviny hlavnich komponent 1 a 2, je na prvni pohled zfejmé rozd€leni pozorovani do 3 oblasti
sdruzujici az na nékolik vyjimek vina vzdy jedné odrady. Skore jednotlivych vzorkl vin odrady
Veltlinské zelené byly zatazeny do 1. kvadrantu faktorové roviny s pozitivnim skére u druhé
komponenty, Ryzlink rynsky do 2. a 4. kvadrantu s pozitivnim skore jak u prvni, tak u druhé
komponenty a relativné Sirokd oblast grafu v 3. a 4. kvadrantu v byla obsazena pozorovanimi
z kategorie vin Miiller Thurgau v z6n€ negativniho skore 1. 1 2. komponenty. Propojenim 2D
rozptylovych grafi proménnych a vzorku Ize vyhodnotit (obrazek 58 a 59), v ¢em jsou
jednotlivé odriidy specifické relativné k ostatnim studovanym. Vzorky vin odridy RR maji
pozitivni skore pro komponentu 1, coz znamend, ze obsahuji v priméru vyssi koncentrace
prvkil vzacnych zemin, nez vina MT a VZ. Vina odridy MT maji zaporné skore jak pro prvni
tak 1 druhou komponentu, které jsou v této oblasti korelovany koncentraci Sn. To znamena, ze
vina MT v priméru obsahuji vy$8§i mnozstvi cinu relativné k ostatnim testovanym odradam.

Z pozice v rozptylovém grafu lze také vycist, Ze tato vina obsahuji relativné mens$i mnozstvi
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RRE nez vina RR. To stejné plati pro vina odridy VZ. Ty jsou dale oproti ostatnim
analyzovanym odridédm dle PCA charakteristické vyssi primérnou hodnotou poméru Mn/Cr.
Pti podrobnéjsim studiu PCA faktorové roviny lze dale pozorovat, ze ne vzdy doslo
k uplnému rozdéleni vzorkd do skupiny, kam dle oznaceni patii. Do zény vin Veltlinské zelené
byl na zéklad€ PCA zatazen i jeden vzorek Ryzlinku rynského a jeden vzorek Miiller Thurgau.
Podobné prolinani $patné zatfazenych vin bylo pozorovano i do izolované oblasti PCA grafu
odpovidajici vinim odrady Ryzlink rynsky. Jak jiz bylo zminéno v diskusi v kapitole 4.3.3.2.,
rozdily mezi témito tfemi odridami nejsou, co se tyce prvkového slozeni, ptilis velké. Kromé
faktori ovliviiujicich prvkové slozeni vina mohou do vysledného faktorového skore PCA
promluvit 1 malé chyby pfi analyze v laboratofi. PCA 1 shlukova analyza charakterizuji vina a
jejich vzajemné podobnosti a rozdilnosti bez pouziti diskrimindtoru, tedy bez znalosti skupiny,
do které vzorek patii. Nepiikladaji tak vétsi ¢i mensi vdhu proménnym, aby maximalizovaly
pravdépodobnost spravného zatrazeni, vSechny piivodni proménné maji vzdy shodny vyznam.
Pomoci PCA tak nedoslo k dokonalé diskriminaci vSech analyzovanych vin, piesto byla

uspesnost na urovni 83,3%.

5.3.3.5.  Kanonicka diskriminacni analyza

Diskriminaéni analyzou byly diskriminovany a klasifikovany vzorky vin dle odriidy révy vinné,
kdy klasifikacnim diskrimindtorem byly pravé jednotlivé vybrané odriidy (Miiller thurgau,
Veltlinské zelené a Ryzlink rynsky). Na rozdil od shlukové analyzy a analyzy hlavnich
komponent tato parametricka metoda vyuziva znalosti o poctu skupin a piislusnosti vzorkt
k maximalizaci rozdilnosti mezi odriidami a minimalizaci rozdilnosti vin stejné odrady. Byla
provedena diskriminace bilych vin dle odrid a vytvofeny diskriminacéni a klasifika¢ni funkce
popisujici matematicky vlastnosti jednotlivych odriid a jsou vyuzitelné k ur€eni odridy
znamych 1 nezndmych vzorkd.

Vstupni parametry byly do DA vybrany na zaklad¢€ analyzy rozptylu. Sekundarni tfidéni
proménnych dle vyznamu pro piesnost klasifikace bylo provadéno pomoci kritéria Wilksovy
lambdy (Tabulka 46). Cim bliZe je lambda hodnoté 0, tim vyznamn&jsi vliv ma proménna na
klasifikaci. Krokovou dopfednou selekci byly postupné piidavany do modelu proménné na
zaklad¢ hodnoty lambda do té doby, dokud rostla ptfesnost modelu, respektive efektivita
rozdé€leni podoblasti. Nakonec byly do modelu zarfazeny vSechny proménné vyselektované

analyzou rozptylu. Byly vypocitany dvé statisticky vyznamné diskrimina¢ni funkce popisujici
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vnitini propojeni mezi vzorky vin a proménnymi. Podil Mo/Sn bylo nejvyznamnéjsi korelacni

proménnou pro funkci 1 a pomér Yb/Lu pro funkcei 2 (Tabulka 46).

Tabulka 46: Diskriminacni funkce a Wilksovy Lambdy jednotlivych proménnych z modelu

Proménna Funkce 1 Funkce 2 W.Lambda

Sn -0,5019 0,2249 0,7706
Gd -0,1227 0,6390 0,7594
Al -0,5973 0,1251  0,7065

Mn/Cr 0,4605 -0,3084 0,7775
Mo/Sn 0,4950 0,2681 0,7641
Tm/Yb -0,2693 0,6914 0,6745
Yb/Lu 0,1519 0,6992 0,7079
Tb -0,0745 0,5891 0,8013

Rozptylovy graf (obr. 60) vizualizuje rozdéleni vzorkli do jednotlivych skupin podle
diskriminacénich funkci. Dle centroidl a kruznic spolehlivosti (spodni ¢ast obrazku 60) je patrné
témet uplné rozdéleni testovanych odrid. VSechny tii grupy jsou dostateéné mezi sebou
rozliSené se vzdalenosti centroidii > 3 (tabulka 47). Nejvétsi vzdalenost mezi centroidy
jednotlivych odridovych skupin byla stanovena mezi Veltlinskym zelenym a Miiller thurgau
(4,55). Nejblize jsou si v modelu grupy zahrnujici pozorovani vin odrid RR a MT. Jak jiz bylo
diive zminéno v kapitole o shlukové analyze odridovych vin (4.3.3.3.), odrida MT ma
genetického piedka pravé RR, ktery byl kiizen s odridou Madlenka Kralovskd (Sedlo
a Ludvikova 2014). Toto kiizeni bylo pravdépodobné hlavnim divodem relativné malych

vzdalenosti mezi centroidy v modelu.

Tabulka 47: Vzdalenost mezi centroidy jednotlivych odrud

Centroidy Vzdalenost mezi centroidy

RR -MT 3,0258
VZ -RR 3,3693
VZ-MT 4,5452
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Obr. 60: Rozptylovy graf klasifikacnich funkci véetné zobrazeni centroidii a vzorkii

Primarnim vystupem diskrimina¢ni analyzy jsou vytvorené klasifikacni predikcni
funkce (tabulka 48), matematicky popisujici jednotlivé podoblasti. Tyto funkce slouzi
ke klasifikaci vzorkli zndmého ptivodu i vzorkl s nezndmym piivodem, kdy na zaklad¢ dosazeni
zméienych vyselektovanych proménnych lze s urcitou pravdépodobnosti zatadit vzorek
do jedné z 3 odradovych skupin, nebo konstatovat, nebo ze dany vzorek pochdzi ¢i nepochazi
z dané odridy hrozni révy vinné. Samotnd diskriminace a klasifikace vin byla zaloZena

na Mahalanobisovych ¢tvercovych vzdalenostech pozorovani od centroidlii a posteriornich
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pravdépodobnostech pro kazdy vzorek a kazdou skupinu. Vina jsou tak klasifikovana do skupin
na zaklad¢ vypoctu vzdalenosti od modelovych centroidu z klasifika¢nich funkci. Stanovené

funkce umoznily klasifikaci znamych vzorki vin dle odrtd se 95,83% Uspésnosti (tabulka 49).

Tabulka 48: Predikcni klasifikacni funkce pro odriidova vina

MT RR VZ

Intercept -214,5646 -244,6373 -218,0577
Sn 1,9640 2,7521 1,5888

Gd -0,7181 -0,7268 -0,7679

Al 0,0008 0,0042 0,0133
Mn/Cr -0,2186 -0,2683 -0,2238
Mo/Sn 7,1596 6,6215 1,6538
Tm/Yb 1047,3139 1270,7157 1295,0912
Yb/Lu 62,9148 62,4405 53,2910
Tb 1,7782 1,8392 2,1929

Tabulka 49: Klasifikacni matice modelu pro odriidova vina

Odrada MT RR \'74 Celkem | Spravnost zarazeni %
MT 8 0 0 8 100,00%
RR 1 7 0 8 87,50%
VZ 0 0 8 8 100,00%
Celkem 9 7 8 24 95,83%

Pro ovéteni spravnosti klasifikaéniho modelu bylo tfeba provést kfiZzovou validaci.
Jedna se o testovani vyfazenim vzdy jednoho konkrétniho vzorku z modelu, ktery se poté chova
jako neznamy vzorek. Predik¢ni schopnosti jsou po té ovéfeny na nové sestaveném modelu,
podle kterého je konkrétni vyrazeny vzorek klasifikovan. Vysledkem této validace bylo
zatazeni ,,nezndmych* vzorkl se 70,83% Uspésnosti. Snizujici se predikéni schopnost modelu
oproti zakladni klasifikaci, kterd byla téméf stoprocentni, je zpiisobena dvéma faktory.
Vyfazeny nezndmy vzorek neni klasifikovan s pomoci diskriminatoru konkrétni odridy.
Druhym vyznamnym vlivem je fakt, Ze kiiZovou validaci se vzdy z modelu vytfadi jeden vzorek.
V piipad¢, ze je model postaveny na 3x 8 vzorcich odridovych vin, vzdy dojde pfi jednotlivych
krocich ktiZové validace k poklesu modelovych dat 0 12,5% v ramci skupiny ze které je vzorek
odebran. V absolutnim poctu vin se jedna o 7 nespravné zatfazenych vzorkl z 24. Stejné jako
v ptipadé autentifikace vin dle geografického ptiivodu se da ocekavat, Ze rozSifenim databaze

by se zvySovala robustnost klasifikacniho modelu.
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Tabulka 50: Matice kirizové validace modelu pro bila vina

Odrada MT RR VZ Celkem Spravnost zarazeni %
MT 5 3 0 8 62,50%
RR 2 6 0 8 75,00%
VZ 0 2 6 8 75,00%
Celkem 7 11 6 24 70,83%

Existuje cela fada publikaci (viz. teoretickd ¢ast) zabyvajici se klasifikaci odridovych
vin. Zadna vsak nemodeluje systém pouze pomoci parametrii s prvkové analyzy. Ve vétsing se
ptipadl se jedna o hybridni model z parametrii elementarni analyzy a kuptikladu NMR nebo
organické analyzy. Tematicky nejbliZsi studii k této dizertacni praci je publikace vypracovana
Charltonem a kol. (2010), kteti aplikovali vicerozmérné diskrimina¢ni systémy ke klasifikaci
vin dle odriid a ro¢nikii. Experimenty provadéli na vzorcich vin z Ceské republiky, Mad’arska,
Rumunska a Jihoafrické republiky. Skupina vin z Ceské republiky zahrnovala stejné odrady
jako tato dizertacni prace, ¢ili MT, RR a VZ. Pracovali vSak s vyrazn¢ vyS$§im poctem vzorkil
a to celkem se 151 vzorky z CR. Data zpracovavali pomoci alternativnich klasifikaénich technik
— technikou klasifika¢niho a regresniho stromu (CART) a parcidlni diskriminace nejmensich
ctvercli (DPLS). Jako prvkové parametry pro rozd€leni vin dle odriid byly urceny Ca, Li, Fe a
Si a z organickych parametrii kyselina Sikimova a etanolamin. Na zédkladé¢ CART analyzy byli
schopni klasifikovat vina s pfiblizn€ 65% uspésnosti a pomoci DPLS analyzy byli uspéSni témet
na 100 %.

Z vysledku této dizertacni prace i z vysledkl rznych studii z tohoto oboru je ziejmé, Ze
autentifikace dle odriid je moZznd a Ze existuje celd fada rozdilnych pfistupli k vytvoteni
klasifikaénich modelt. Souc¢asny model postaveny pouze na elementarnim profilu bude tieba
roz§ifit o organické latky riznych druhli. Pfedevsim tékavé latky vytvatejici charakteristicky

aromaticky profil specifickych odriid by mohly byt silnym diskriminaénim parametrem.

5.3.4. Vyhodnoceni moZnosti vyuziti prvkové analyzy a analyzy celkové

antioxidacni aktivity k urceni systému produkce hroznii

Srovnani vlivu jednotlivych agrotechnik na prvkové sloZeni a antioxidacni vlastnosti vin a révy
je zékladnim ptfedpokladem k vytvofeni autentifikacniho modelu slouziciho ke klasifikaci vin
vyrabénych z hroznl z odliSnych zemé&délskych produkénich systémil. V podkapitoldch budou
postupné prezentovany vysledky porovnani bio agrotechniky a integrované produkce hrozn

v ramci vlivu na prvkoveé sloZeni révy a vina. Kromé& prvkového slozeni byl zhodnocen vliv
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rozdilnych pfistupil pi péstovani révy na antioxidaéni aktivitu vin z hroznl z experimentéalniho

vinohradu.

5.34.1.  Prvkovd analyza

Vysledky srovnéani agrotechnik, zahrnujici praimérné koncentrace vybranych prvka v listech,
bobulich a vinech jsou shrnuty v tabulkach 51, 52 a 53. Porovnéavani vlivu produkéniho systému
na prvkové sloZeni bylo provadéno za pfedpokladu, ze vSechny vzorky listli a bobuli byly
odebirany z keit velice blizkého staii na vinohradech s témét identickymi vlastnostmi ptdy,
podloZi a stejnymi klimatickymi podminkami ristu. To plati 1 pro vzorky vin vyrobenych
z hroznli ze stejné produkce. VSechny tyto zminéné vlivy tak byly vyfazeny a jakékoliv
statisticky vyznamné rozdily v prvkovém sloZeni byly pfisouzeny rozdilim v produkénich
systémech. Pro vylouceni vlivu odriidy byly testy na rostlinnych vzorcich provadény separatné

na dvou odrtidach a to Rulandském modrém (RM) a Sauvignonu (SAU).

Tabulka 51: Prumérné koncentrace stanovovanych prvkii ve vzorcich listu v ug/g

lzotop RM Bio RM IP SAU Bio SAU IP

BNa 42,2+54 52,2+2,8 81,3+2,8 46,6 +12,8
Mg 2635 +93 1679 + 39 2238+ 31 2611+ 174
27p0 60,9+5,1 54,0+ 1,7 98,2+9,1 39,2+15

39K 13716 £ 638 12469 +398 12079+ 1177 14242 + 1992
48Ca  14952+412 18307 +411 17913 +1070 18245 +988
Mn 58,6+2,7 150+ 8 93,4+5,5 110+4

Fe 13616 146+ 4 135+ 8 112+7

Co 0,095+0,002 0,104 +0,003 0,15+0,01 0,102 + 0,005
®Nj  8,48+1,88 10,8+0,6 289+7,1 5,79+0,24
85Cu  325+19 1705 713 t61 1045

6%6zZn  12,9+0,7 26,4+0,8 19,0+1,2 27,14+ 1,6
»As  0,773+0,03 0,820+0,024 1,075+0,036 0,736+ 0,010
8gr 83,9+2,3 80,921 81,8+5,8 84,1+3)9
%Mo 0,318 +0,018 0,219+ 0,005 0,174 + 0,014 0,628 +0,23
111cd 0,031 +0,004 0,037 £0,002 0,06 +0,005 0,026+ 0,002
137Ba  9,38+0,41 23,5+0,5 143+1,5 13,2+0,3
208pp 0,500 + 0,036 0,615+ 0,067 0,77+0,09 0,382 + 0,023

Hodnoty jsou priméry + smérodatnd odchylka 36 separatné piipravenych vzorkd (18

odbérovych mist. Vzorky ptipraveny v duplikatech)
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Tabulka 52: Priimerné koncentrace stanovovanych prvkii ve vzorcich bobuli v ug/g

Izotop RM Bio RM IP SAU Bio SAU IP

BNa 6,65%0,79 5,2+0,73 4,13 + 0,40 7,18 +1,91
Mg 413 +6 434 +9 274+ 6 351+5

2Z7p| 45,7+ 3,4 72,1+0,8 44,4+ 0,9 46,7 + 7,2

39K 13399 £ 1095 13854 +392  12429+296 12756+ 373
%8Ca 657+33 783 +18 527 +10 575+33
»Mn 1,73+0,02 2,12+ 0,09 2,86+0,066 3,6%+04

Fe 17,3112 11,6 £1,0 12,4+0,29 12,1+3,5
*Co 0,002 + 0,0002 0,004 +0,0005 0,002 +0,0004 0,007 + 0,002
8Nj  <LOD 3,24+0,37 <LOD <LOD

8Cu 7,81+0,38 4,45 +0,33 4,56 £ 0,22 2,85+0,14
%Zn 1,6+0,08 2,29+0,25 1,15+0,015 1,77+0,17
SAs 0,024 +0,003 0,031+0,0003 0,016 +0,001 0,17 +0,027
88gr 3,11+0,12 2,86 + 0,06 1,55+ 0,04 2,19+0,07
%Mo 0,045+0,005 0,038+0,003 0,013+0,001 0,12+0,009
lcd 0,028 +0,004 0,018 +0,003 <LOD <LOD

137Ba 0,467 +0,022 1,16+0,03 0,64+0,034 0,461 +0,020
208pp  <LOD 0,033+0,006 <LOD <LOD

Hodnoty jsou priméry + smeérodatna odchylka 36 separatné ptipravenych vzorkl

(18 odbérovych mist. Vzorky ptipraveny v duplikatech)

Tabulka 53: Prumérné koncentrace stanovovanych prvkii ve vzorcich vin v ug/l

lzotop SAU Bio SAU IP

Mg 68550 +300 737752975
3K 713+ 11 618 £ 25

“8Ca 169+8 172+6

SMn  311+21 380+ 15

6Fe 321+9 312 +11
*Co 0,882 +0,425 0,873 +0,043
50N 18,7 + 0,19 22,1+0,10
55Cu 931 + 37 354+ 24

6%6Zn 508 +6 567 + 24

SAs  22,3+4,6 27,3+0,18
88gy 162+0,6 135+4,5
%Mo <LOD <LOD

1cd  <LOD <LOD

137Ba  30,2+0,2 350+1,1
208ply 2,353 + 0,048 2,18 + 0,045

Hodnoty jsou primér + smérodatna odchylka 5 méfeni. K a Ca jsou uvedeny v mg/1.
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Nejvyraznéjsi rozdily byly pozorovany v rezidudlni koncentraci médi ve vSech typech
vzorkl. Primérnéa koncentrace médi v listech, hroznech a viné byla statisticky vyznamné vyssi
(P < 0,05) ve vzorcich z ekologické produkce. Primérna koncentrace v listech z bioprodukce
byla 325 + 19 ug/g Cu pro odridu Rulandské modré a 713 + 61 ug/g Cu pro Sauvignon.
V listech z révy oSetfované zpisobem integrované produkce hroznt byly naméteny koncentrace
170 £ 5 ug/g Cu (Rulandské modré) a 104 + 5 ug/g Cu (Sauvignon). Primérnd koncentrace
médi v bobulich byla vyrazné niZ$i nezZ v listech. Ve srovnani s listy maji bobule podstatné nizsi
postiikovou zachytnou plochu v poméru s hmotnosti. Méd je také vyznamnou soucasti
metaloproteinll a enzymi zodpovédnych za redox procesy v rostlinnych butikach a tyto latky
jsou prevazné pritomny v listech (Barker a Pilbeam 2007). Porovnani primérnych koncentraci
médi v bobulich opét ukédzalo vyssi podil ve vzorcich z Ekologické produkce hroznii. Bio
bobule obsahovaly 7,81 + 0,38 ug/g Cu (Rulandské modr¢) a 4,56 + 0,22 ug/g Cu (Sauvignon)
mezitim co bobule z Integrované produkce obsahovaly primérné 4,45 + 0,33 ug/g Cu
(Rulandské modré) a 2,85 + 0,14 ug/g Cu (Sauvignon). Tento vyznamny rozdil byl nakonec
potvrzen i ve vzorcich vina, kdy bio Sauvignon vykazoval téméf 3x vyssi koncentraci médi nez
Sauvignon vyrobeny z hroznl z Integrované produkce (931 + 37 ug/l proti 354 + 24 ug/l).
Residuum médi v téchto biovinech bylo velice blizko limitu 1 mg/l stanoveného legislativou.
Vysoké koncentrace médi mohou zptisobit sviravou chut’ vina a mohou byt zdrojem vzniku
zakall, prevazné ve vinech s vy$$im podilem tanint v prosttedi vySsiho pH (Peynaud 1987;
Kment a kol. 2005).

Tyto vysledky odpovidaji diive publikovanym poznatkim. Vrcek a kol. (2011) stanovili
vyss$i koncentraci médi v chorvatskych biovinech v porovnani s viny z konven¢ni produkce.
Vina spliiovala limitni koncentraci 1 mg/l. Martins a kol. (2014) vyhodnocovali dopad aplikace
bordeaux smési (CuSOs + Ca(OH)2) na obsah médi v hroznech a mostu. Mnozstvi a aplikacni
davky byly zaloZeny na standardnim postupu oSetfovani bio vinic. Bobule z révy oSetfované
bordeaux smési vykazovaly 7 — 14x vyS$si koncentraci médi nez v kontrolnich vzorcich a
testovany most obsahoval 4x vyss§i koncentraci nez v kontrole. Fakt, ze ekologicky zptisob
oSetfovani révy miize zapficinit relativné zvySeny obsah médi v rostliné a nasledné ve viné je
pravdépodobné zpiisoben legislativnim povolenim vysSich davek fungicidli na bazi médi (ve
srovnani s IP). Pro Bio produkei je legislativné stanoven limit 6 kg/ha ¢isté médi oproti 2 kg/ha
v ramci [P. Tento zvySeny limit je kompenzaci zdkazu ostatnich G€innych syntetickych
fungicidu, které je vyuzivat v IP. Méd je tak jedinym G€innym prostiedkem proti plisnim

na biovinicich.
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Je dilezité zminit, Ze aplika¢ni davka fungicidii na bazi médi neni jedinym faktorem
ovliviujici zbytkovou koncentraci médi v réve a ve ving. Garcia-Esparza a kol. (2006) studovali
vliv poctu jednotlivych aplikaci, celkové davky a ¢asu mezi poslednim posttikem a sklizni na
obsah médi v bobulich a vinech. Objevili korelaci mezi obsahem médi a dobou mezi poslednim
postiikem a sklizni. Primérna koncentrace mé&di v hroznech se zvySovala v zavislosti
na zkracujicim se intervalu mezi posledni aplikaci a sklizni. Tento vysledek podporuje data
z této dizertacni prace. Posledni aplikace Cu fungicidu Kocide 2000 na bio vinici v Ivaiii byla
32 dni pted sbérem hrozni oproti 41 dnlim na vinici oSetfované systémem [P.

Kromé vyznamnych rozdilli v koncentracich médi byly odlisné pfistupy v oSetfovani
révy odzrcadleny také v koncentraci zinku a manganu. Relativné vyssi koncentrace téchto
prvkl byly pozorovany ve vzorcich z IP. Kontrast v koncentracich zinku a manganu mezi Bio
a IP vzorky nebyl tak vyrazny jako v pfipadé médi, ale byly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily (P <0,05). Primérné koncentrace zinku v listech bio révy byly 12 + 0,7 ug/g (Rulandské
modré) a 19 + 1,2 ug/g (Sauvignon). V porovnani, listy révy z IP obsahovaly 26,4 + 0,8 ug/g
Zn (Rulandské modré) a 27,14 + 1,6 ug/g Zn (Sauvignon). Bobule z EP obsahovaly primérné
mnozstvi 1,6 + 0,17 ug/g Zn (Rulandské modré) a 1,15 £ 0,015 ug/g Zn (Sauvignon), mezitim
co bobule z IP vykazovaly koncentrace 2,29 + 0,25 ug/g (Rulandské modré) a 1,77 + 0,17 ug/g
(Sauvignon). Vina vyrobena z téchto hrozni obsahovala v priméru 508 + 6 ug/l (Bio
Sauvignon) a 567 & 24 ug/g (IP Sauvignon) zinku. Obvykle vina obsahuji 200 — 500 ug/1 zinku,
kdy zvySena koncentrace tohoto prvku miize zpiisobovat trpkou chut’, kterd se vSak projevuje
az v koncentracich nad 5 mg/l, coZ je také limit dany legislativou (Michlovsky 2014).

Co se ty¢e obsahu manganu, primérnad koncentrace v listech bio révy byla 58,6 + 2,7
ug/g (Rulandské modré), 93,4 + 5,5 ug/g (Sauvignon), mezitim co listy z révy oSetfované
systémem IP byly stanoveny koncentrace 150 + 8 ug/g (Rulandské modré) a 110 = 4 ug/g
(Sauvignon). Bobule z bio hroznli obsahovaly 1,73 + 0,02 ug/g (Rulandské modré) a 2,86 +
0,066 ug/g (Sauvignon), ve srovnani s 2,12 £+ 0,09 ug/g (Rulandské modré) a 3,57 + 0,7 ug/g
(Sauvignon). Bio Sauvignon v priméru obsahoval 311 £+ 21 ug/l manganu — mén¢ nez v IP
Sauvignonu, ktery vykazoval v priméru koncentraci 380 + 15 ug/l. Mangan ve vin¢ se obvykle
pohybuje v koncentracich v rozsahu od 300 do 400 ug/l. Krom¢ kontaminace ochrannymi
prostfedky je koncentrace vyrazné zavisld na obsahu tohoto prvku v pidé. Napiiklad pady ve
Francouzské oblasti Beaujolais jsou velmi bohaté na mangan, coz se projevuje i na vinech z této
lokality, kdy koncentrace manganu dosahuje az Grovni 4 mg/l (Michlovsky 2014).

Relativné vyssi koncentrace zinku a manganu ve vzorcich z Integrované produkce

hroznii jsou pravdépodobné spojeny s aplikaci ochranného prosttedku Ridomil Gold MZ 68
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WP, coz je fungicid na bazi dithiokarbamatu mancozeb [C4HsN2SsMn]x(Zn)y, obsahujici zinek
a mangan v komplexni form&. V Ekologickém vinohradnictvi je pouziti téchto latek striktné
zakéazéano.

La pera a kol. (2008) ve své publikaci dosli k podobnym zavérim. Zabyvali se vlivem
pouziti fungicidi na bazi mancozebu, zoxamidu a oxichloridu médnatého na koncentraci
Mn, Zn, Cu, Cd a Pb v Italskych vinech a bobulich. Vzorky z oblasti testovaciho vinohradu
oSetfovanych mancozebem vykazovaly podstatné vyssi koncentrace zinku v hroznech a vinech
z nich vyrobenych v porovnéani s neoSetfovanymi vzorky. Koncentrace zinku se podobné jako
v piipadé¢ médi zvySovala se zkracujicim se intervalem mezi postfikem a sklizni. Mangan
vykazoval podobny trend. Aplikace vySe zminénych prostiedkii bylo reflektovano zvysSenim
koncentrace Pb a Cd jak ve vzorcich bobuli, tak 1 ve viné. Tento vysledek nebyl potvrzen.

Obsah ostatnich namétenych elementii v listech, bobulich a ve vinech v nékterych
ptipadech odhalil drobné rozdily mezi testovanymi agrotechnikami, ale po hlubsim rozboru jiz
nebyly nalezeny smysluplné propojeni. Koncentrace dalSich, potencialné toxickych prvka
neptesahly v testovanych vinech limity stanovené legislativou.

Z vysledki je patrné, ze stanoveni prvkového profilu vin ma potencial k vytvoreni
modelu ke klasifikaci biovin, pfipadné k diferenciaci vin na zéklad€ rozdilného procesu
produkce hroznl. Koreniovskd a Suhaj (2012) s uspéchem vyuzili prvkovou analyzu
k diskriminaci slovenskych biovin a vin z konven¢ni produkce. Analyza byla zaloZena na
métenich 10 bilych a 5 Cervenych biovinech a 17 bilych a 10 ¢ervenych vinech z konven¢ni
produkce. Krokovou diskrimina¢ni analyzou urcili jako nejvyznamnéjsi diskriminacni parametr
koncentraci Fe, Cu, Ag a K. Kanonickd diskrimina¢ni analyza v ramci testovanych vzorkt
vykazovala efektivitu 92,9% spravné zarazenych vzorkl biovin a vin z konvencni produkce.
Je patrné, Ze i mensi pocet vzorkli mize postacit k formaci diskrimina¢niho modelu. Konvenéni
zpusob oSetfovani hrozni, jak bylo v teoretickém tvodu zminé€no, je ale na ustupu a je tieba se
zam¢iit misto na konvencni vina na vina z Integrované produkce hroznti, které jiz v soucasnosti
tvorfi vétSinu z kvalitni produkce na trhu. D4 se ofekavat, Ze diskriminace této agrotechniky
vyznavaji podobnou filosofii minimalizace aplikaci ochrannych prostfedki. Moznosti
se oteviraji v oblasti analyz organickych konstituentt, kdy vétsi rozdily obou agrotechnik jsou
v ptistupu ke hnojeni a upraveé samotného vinohradu. To se projevuje na Zivotaschopnosti révy,
respektive na obsahu organickych konstituentli. Spojenim elementarni analyzy s vhodnou

separacni technikou by tak mohlo byt cestou k vytvofeni fungujiciho kontrolniho mechanismu.
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5.3.4.2. Celkova antioxidacni aktivita

Vysledky srovnani antioxidacni aktivity vin vyrdbénych z hroznll péstovanych odliSnym
zpisobem jsou prezentovany v tabulce 54. Prib¢h kinetiky reakce roztoku DPPH s vinem

vykazoval vice nez 50% ubytek DPPH radikalt béhem prvnich 3 minut experimentu.

Tabulka 54: Prumérna relativni koncentrace DPPH v case t = 25 min po smichani roztoku

radikalu s vinem v % a konverze na TEAC (Ekvivalent troloxu) v mmol/L troloxu.

Bio Sauvignon IP Sauvignon
Relativni koncentrace DPPH [%] 14,34 + 0,65 16,3+1,1
TEAC [mmol/I troloxu] 1,1+ 0,05 1,08 + 0,07

Hodnoty jsou primér + smérodatnéd odchylka 5 méteni

Z vysledkt je zjevné, Ze oba testované typy vin vykazuji témét identickou schopnost
terminovat volné radikaly. Antioxidac¢ni aktivita Sauvignonu z bioprodukce byla stanovena na
1,1 = 0,05 mmol/l TEAC, zatimco Sauvignon z Integrované produkce 1,08 + 0,07 mmol/l
TEAC. Celkova antioxidacni aktivita je obvykle zavisla na odriid¢ a standardné se u bilych vin
pohybuje v rozmezi od 0,3 — 1,2 mmol/l TEAC (Stasko a kol. 2008). Na zaklad¢ tohoto rozsahu
se d& usoudit, ze oba testované vzorky vykazuji relativné vysokou antioxidacni aktivitu.

Prestoze nebyly pozorovany vyznamné rozdily v antioxidacnich vlastnostech
testovanych vin, existuje nékolik studii na t¢éma vlivu riznych zptsobl péstovani révy na tvorbu
latek s antioxida¢nimi vlastnostmi. Tunttunen a Lehtonen (2001) porovnavali biovina s viny
z konven¢ni produkce a zaméfili se na koncentraci trans-resveratrolu. Biovina v primeéru
obsahovala 2x vyss§i obsah tohoto stilbenoidu. Vréek a kol. (2011) na zdkladé experimentii
poukazali na pozitivni vliv ekologického vinohradnictvi na tvorbu kyseliny gallové, 4-hydroxy-
3,5-dimethoxybenzoové, chlorogenové, flavonoidi a resveratrolu v bobulich. Tyto vysledky
také korelovaly s vysledky analyz vina z bioprodukce . Vyssi produkce téchto latek je
pravdépodobné spojena s problematikou vyuzivani ochrannych prostiedki pii oSetfovani révy.
Syntetické pesticidy jsou v ekologickém zeméd€lstvi zakazané a rostlina je tak vice zavisla na
vlastni produkci phytoalexint. Naptiklad jednim z ptirodnich phytoalexint je prave resveratrol,
ktery ma protiplisiové u¢inky. Syntéza polyfenoli je také ovlivnéna dostupnosti zakladnich
zivin rostliné. Bylo prokdzano, ze vyssi dostupnost fosforu a dusiku v pudach z biofarem

ovliviiuje miru tvorby flavonoidii v rostlinach (Mitchel a kol. 2007).
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Vysledky analyz antioxidantli z této dizertacni prace neprokazaly rozdilny vliv
testovanych agrotechnik na antioxida¢ni vlastnosti vin. Na rozdil od studii citovanych vyse vSak
nebyla porovnavana ekologicka produkce hroznli s konvencni, ale s integrovanou produkci
hroznti, ktera vyuziva podobnych, environmentalné¢ privétivych ptistupti k péstovani. Byla také
testovana pouze bila vina odridy Sauvignon. Rozdily v antioxidac¢ni aktivit¢ by mohly byt
vyrazn€j$i u Cervenych vin, které obsahuji vyrazné¢ vyssi mnozstvi latek s antioxidacnimi
ucinky, prevazné na polyfenolické bazi (Jackson 2008). Toto je oblast, do které by mohl byt
sméfovan dal$i vyzkum rozvijejici moznosti diskriminace biovin. Parametry antioxidacni
aktivity a koncentrace latek s antioxida¢nimi vlastnostmi by mohly ve spojeni napiiklad

s prvkovou analyzou tvofit funk¢éni klasifikacni systém.
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6. ZAVER

Na zékladé analyz vybranych moravskych vin byly s vyuzitim vicerozmérnych statistickych
technik (Shlukova analyza, PCA, DA) vytvofeny diskriminacni a klasifikaéni modely pro
autentifikaci vin podle geografického pivodu a odriidy. Databaze vzorki se sestavala z 53
bilych a 27 ¢ervenych odriidovych vin. Vzorky byly vybrany tak, aby rovhomérné pokryvaly
vSechny moravské vinatfské podoblasti. Pro stanoveni odrtidové autenticity byly vybrany
vzorky nejéast&ji zastoupenych odriid v CR. Pro zvyseni robustnosti modelu bylo tieba do
modelu zafadit vina z rliznych ro¢nikd pro minimalizaci vlivii starnuti vina a rozdilnych
klimatickych podminek v jednotlivych obdobich. Nejvice zastoupené ro¢niky v modelu byly
2011 a 2012, nejstar§im vinem bylo Rulandské modré z Dolnich Dunajovic z roku 2006,
nejmladsi vina byla z produkce 2013.

Nejvetsi cast zdrojovych dat byla tvofena vysledky prvkové analyzy vin (stanovené
pomoci ICP-MS a ICP-OES), doplnéna o data z analyz vybranych polyfenolickych latek
(stanovené pomoci HPLC). Byly zpracovany dva separatni modely pro urceni geografického
ptvodu moravskych vin, pro bilé a ¢ervend vina. Analyzou rozptylu namétenych chemickych
parametrti byly vybrany statisticky vyznamné proménné pro diskriminaci a klasifikaci vin dle
geografického plvodu. Pro bilad vina bylo vybrano celkem 16 parametrii a pro Cervena
parametr 17. Pomoci kanonické diskriminacni analyzy poté byly vypocitany diskriminacéni a
klasifika¢ni funkce. Klasifikacni model pro bila vina umoznil rozdéleni zndmych vzorki vin do
podoblasti se 100% uspésnosti. Kiizovou validaci modelu poté byla urena predikéni efektivita
modelu na 95%. Model pro ¢ervena vina vykazoval o néco horsi vysledky s 96,43 % spravné
zatfazenych znamych vzorkll a 82,15% uspésnosti predikce plivodu neznamych vzorki. Pii
bliz§im zhodnoceni matice kifizové validace bylo patrné, Ze se vzriistajicim poctem vzorki
v modelu roste i jeho pfesnost. Model pro bila vina byl postaven na 53 vzorcich, zatimco model
pro Cervena pouze na 27, coz se projevilo na predikéni uspéSnosti. DalSim vyznamnym
faktorem, ktery vyrazn¢ ovliviloval robustnost modelu, byla homogenita rozlozeni vzorkl
v podoblasti. Jednotlivé moravské vinaiské podoblasti jsou zony, které¢ maji urcita specifika ve
slozeni ptd, podlozi a klimatickych podminkéch. Samotné vinaiské regiony se ale skladaji
z vinaiskych obci, které mohou byt i v ramci jedné podoblasti vzdalené desitky kilometra.
Pokud neni celd podoblast homogenné pokryta vzorky ze vSech usekti, nebude ani predik¢ni
model fungovat spolehlivé pii uréovani pivodu neznamych vzorkd. Resenim je roz&lendni na

mensi geografické Useky, v idedlnim piipad€ po vzoru Vin originalni certifikace, jako jsou
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kromé¢ blatnickych VOC, VOC Znojmo, VOC Mikulov, VOC Modré¢ hory, VOC Palava, kdy
jsou vytvoteny jasn¢ ohranicené oblasti se specifickym terroirem.

Kromé¢ autentifikace geografického pivodu vin byl také zpracovan model pro
diskriminaci a klasifikaci odridovych vin. Mechanismus diskriminace odridovych vin byl
zalozen na fyziologickych rozdilech jednotlivych odrid révy. Urcité rozdily mezi odriidami se
daly ocekavat v pfijmu anorganickych a organickych latek kofenovym systémem a také
v charakteristice rostlinnych metabolickych drah. Vychozi soubor dat ¢ital 24 bilych vin tii
odriid — Veltlinské zelené, Ryzlink rynsky a Miiller Thurgau. Analyzou rozptylu bylo ur¢eno
celkem 7 statisticky vyznamnych parametri pro rozdéleni vin dle odriid. Jednalo se Cisté o
parametry z prvkového slozeni, rozdily v obsahu stanovovanych organickych latek mezi
odridami v tomto pfipadé nebyly zaznamenany. Klasifikacni model z kanonické diskriminaéni
analyzy pracoval s uspéSnosti 95,83% spravné zatazenych znamych vzorki podle odridy.
Predik¢ni schopnosti pro zatfazeni neznamych vzorki byly testovany pomoci kiizové validace.
Zde model prokazal neuspokojivou spravnost zatfazeni — 70,83%. Je patrné, Ze souc¢asny model
postaveny pouze na prvkovém slozeni bude tieba rozsitit o organické latky riznych druht.
Piedevsim tekavé latky vytvarejici charakteristicky aromaticky profil specifickych odrid by
mohly byt silnym diskrimina¢nim parametrem.

Posledni oblast, do které¢ byl sméfovan vyzkum v ramci této dizertatni prace bylo
vyhodnoceni moznosti vyuziti prvkové analyzy a analyzy celkové antioxidacni aktivity vin
k urceni systému produkce hroznii. Byl srovndvan vliv dvou odlisnych agrotechnik (bio a
integrovana produkce hroznll) na prvkoveé sloZeni révy a vina a na antioxidacni aktivitu vin.
Vysledky naznacily, Ze mnozstvi a zplsob aplikace pesticidi je velice vyznamny faktor
ovliviiyjici prvkovy profil v révé vinné (listy a bobule) 1 ve vin€. Réva péstovana na stejné
vinici obdélavané odliSnym zplsobem se liSila hlavné v obsahu Cu, Mn, Zn. Byla vytvotfena
hypotéza, Ze obsah téchto prvkid by mohl byt zakladnim kamenem ke zkonstruovani
klasifikaéniho modelu pro stanoveni zemédélského systému produkce hrozna. Stejny trend byl
potvrzen 1 ve vinech. Rozdilny vliv obou agrotechnik na antioxida¢ni aktivitu vin nebyl

pozorovan.
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Abstract

Black elder is a deciduous shrub widely used in medicine, pharmacy and food industry.
This study presents a comparison of the elemental composition of fruits (berries) from the Black
elder (Sambucus nigra L.) cultivars Albida, Bohatka, Dana, Heideggl13, Mammut and Sambo,
grown in the Czech Republic and harvested in two seasons (2011 and 2013). The fruits were
collected at full maturity from an experimental orchard at the Research and Breeding Institute
of Pomology, Holovousy Ltd. The raw material was decomposed using hot nitric acid and the
determination of the elemental content (Ca, K, P, Zn. Cu, Mn, Na, Mg) was performed by induc-
tively coupled atomic emission spectrometry in accordance with a valid ISO standard.

Concentration of all the analyzed elements in the various Sambucus nigra cultivars was dif-
ferent, and the differences were statistically significant (p < 0.05). All the investigated cultivars
were a good source of major and trace elements. The concentration of the analyzed elements in
Sambucus nigra decreased in the following order K > Ca > P > Mg > Na > Fe > Mn > Zn > Cu. The
results demonstrated that Sambucus nigra fruits can be used as functional food in prevention and
treatment of diseases associated with deficiency of elements in the human diet. On average, 100 g
of Sambucus nigra fruits can cover about 20% of the recommended dietary allowance of main ele-
ments for women and men. In terms of the content of individual elements, the cultivars Albida and
Sambo have proven to be most promising. The chemical composition of Sambucus nigra varied with
the year of harvest, but the variation in the elemental content did not exceed 20% in most cases.
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INTRODUCTION

Black elder (Sambucus nigra L.) is one of the neglected crops in the
Czech Republic, but with great potential for use. From a total of approxima-
tely 25 species of the genus Sambucus naturally widespread or introduced in
all regions around the world, only Sambucus nigra bearing edible fruit which
has a natural range of occurrence covering the Czech Republic.

Sambucus nigra is a tall, tree-like shrub, native to Europe, Asia and
North Africa, and naturalized in the USA. In the USA, it is known as Sam-
bucus nigra L. ssp. canadiensis (CHARLEBOIS et al. 2010). The shrub blooms
during the early summer with small, white flowers creating flat, compound
umbels that develop into shiny, purplish-black berries by late summer and
early fall (ArkiNsoN, ATkINSON 2002, CHARLEBOIS et al. 2010). Elder flowers
and fruits have been known for centuries for their healing properties. Elder
flowers and berries are rich in beneficial ingredients such as flavonoids, poly-
phenolic compounds, different organic acids, anthocyanins or ascorbic acid,
which help to prevent or treat cancer, cardiovascular diseases or neurodege-
nerative disorders (Ma, Wu 2012, Caviro et al. 2013, FoLMER et al. 2014).
Elder flowers are used mainly for preparation of extracts rich in flavonoids
and phenolic compounds (CHRISTENSEN et al. 2008); other than that, elder
berries are also widely used in food industry to produce elderberry jam,
yoghurt, juice or wine (Kaack, AusteDp 1998, Kaack et al. 2008, CHARLEBOIS et
al. 2010, ScamiTzER et al. 2010). Owing to the high content of anthocyanins,
elderberry juice is also used as a natural food colouring agent (ZAFRILLA et al.
1998, HUBBERMANN et al. 2006).

Whereas the composition of elder berries in terms of organic matter is
very well described by many authors (JAKOBEK et al. 2007, MraTiNic, FoTIRIC
2007, Leg, FiNN 2007, OcHMIAN et al. 2009, VEBERIC et al. 2009), there is a
shortage of studies dealing with the elemental composition of elder berries,
although some of the metals they contain play an important role in the hu-
man body. Therefore, this study’s aim has been to investigate the elemental
composition of Black elder (Sambucus nigra L.) berries from six different
Sambucus nigra cultivars grown in the Czech Republic.

MATERIAL AND METHODS

For the calibration of an ICP-OES instrument, certified solutions of the
target metals (1 g dm3, Astasol, Analytika, Czech Republic) were used. Nitric
acid (Analpure, Analytika) served for digestion of Sambucus nigra samples.
All water used in this study was ultrapure water prepared in an ELGA sta-
tion (Veolia Watter systems Ltd., UK). Quality control material (QCM) ME-
TRANAL No. 3 containing different metals in strawberry leaves matrix
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(Analytika) was used to verify the proper function of the ICP-OES instru-
ment.

All the analyzes were performed on an ICP-OES (Ultima 2, Horiba Jobin
Yvon, France) equipped with a Mainhard-type nebuliser and a cyclonic spray
chamber. Before the analyses, the ICP—OES operating conditions were opti-
mised by measuring the ratio of the intensities of the magnesium 280 and
285 nm spectral lines and by measuring the ratio of signal and background
(SBR). The optimal wavelengths were chosen from the international stan-
dard CSN EN ISO 11885 in order to achieve sufficient sensitivity and the
least interference. The optimal conditions for the ICP—OES analysis were:
peristaltic pump rotation 20 rpm, nebuliser pressure 0.29 MPa and generator
power 1200 W. The chosen wavelength and the results from the analyses on
QCM are summarized in Table 1. For sample weighing, an analytical balan-
ce AND HA-202M (A&D Company, Japan) was used. Samples were shaken
in a GFL 3006 shaker (Gesselschaft fiir Laboratortechnik mbH, Germany)
and heated on a Gerhardt heating plate (Gerhardt Bonn, Germany).

All of the Sambucus nigra cultivars were grown in the Czech Republic,
at the Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd.
(50°22'29" N, 15°34'38” E, 321 m alt.), in an experimental orchard esta-
blished in autumn 2008. The soil in the experimental orchard is heavy loamy
clay soil with the minimum thickness of 60-80 cm. The bedrock consists of
clay stone. The average annual temperature in the locality is 8.14°C. The
average annual rainfall 1s 655 mm and the average rainfall during the plant
growing period is 379 mm. No pesticides were used during the cultivation.
The Sambucus nigra berries were harvested at full maturity, at the end of
August 2011 and 2013, and stored at —18°C prior to the analyses, which

Table 1

An overview of the wavelengths used for sample analyses on an ICP-OES and results from
the analysis of quality control material Metranal 3 (arithmetic mean + standard deviation)

ICP-OES .QCM QCM Recovery
Element wavelenght certified Yalue Real Va1ue %)
(nm) (mg kg (mg kg

Zn 206.191 27.1+1.8 24.4+1.6 90
Mn 257.610 187+ 18 174 £ 21 93
Fe 259.940 912 + 90 866 + 55 95

Mg 285.213 4210 + 420 4294 + 379 102
Cu 324.750 8.68 +0.76 8.33 +0.69 96
p 213.618 n.a. * *
Ca 422.673 n.a. * *
Na 588.900 n.a. * *

K 766.490 21200 + 2100 22472 + 1932 106

n.a. — not available
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were performed as soon as possible. The analyzed cultivars of Sambucus
nigra were: Albida, Bohatka, Dana, Heideggl3, Mammut and Sambo. Basic
characterisation of the cultivars is given in Table 2.

Characterization of Sambucus nigra cultivars examinated in this study fable
Cultivars Fruit(;lass* Dr}z;ﬂr;ass Rgg;;irslg ’I;ictir(;i?,lgie
(%) (g kg")
Albida 22.2 16.1 5.2 27.2
Bohatka 38.5 14.3 4.9 25.7
Dana 39.6 13.6 5.2 22.8
Heidegg 13 39.6 15.3 3.0 32.7
Mammut 39.3 14.5 5.4 30.4
Sambo 39.4 14.6 2.8 44.0

*— infructescences mass, ** — expressed as citric acid — all values are expressed as an average

Approximately one gram of Sambucus nigra berries was weighed out
on an analytical balance and each sample was transferred to a 0.05 dm?*
Erlenmayer flask. A total amount of 0.02 dm™ of nitric acid was added to
each sample and the samples were shaken overnight. After shaking, the
Erlenmayer flasks with the samples were transferred on a heating plate and
heated for 60 min until complete decomposition of the samples. After cooling
down, the samples were transferred into 0.1 dm volumetric flasks and filled
up with deionised water. Each of the Sambucus nigra cultivar was decompo-
sed and analyzed three times. The same procedure was applied to prepare
quality control material samples.

All concentrations were expressed as means and the standard deviation.

The concentrations in mg kg! were calculated from the equation 1:
c,=c, Vim,

where ¢, is the concentration of a given element in mg kg, ¢, — the concen-
tration of this element in the analyzed solution (mg dm), V — the volume of
the analyzed solution (dm?®) and m — the weight of the sample used for the
analysis (kg). The data were further analyzed with the XLStat and Microsoft
Excel software. Testing for the significance of mean effects and interactions
on all variables was accomplsihed using Anova analysis of variance and the
Tukey’s test. Statistical significance was set at P = 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

The results from the analyses of Sambucus nigra cultivars harvested in
2011 are summarized in Table 3. The content of all the elements, except cop-



553

Table 3
Mineral content in Sambucus nigra cultivars harvested in 2011 (mg kg fresh weight)
Cultivar
Element
Albida Bohatka Dana Heideggl3 | Mammut Sambo
Ca 1008+32%¢ 1080+64° 885+12¢ 906+20°¢ 938+15¢ 1528+30¢°
K 4979+680 4461+£211¢ 4397+50¢ 4673+114% 492450 5494162
Na 53+1°6 18.8+0.8¢4 34+1¢ 146+5° 20+1¢ 19.0+0.9¢
P 872+23% 735+21¢ 823+17° 818+31% 1077+5¢ 1131+36¢
Mg 575+13° 448+11°¢ 419+19 408+67 572+5° 73946
Mn 9.5+0.4¢ 5.9+0.5° 4.7+0.3% 3.6+0.4¢ 3.9£0.4¢ 3.8+0.4¢
Fe 17.6+0.4% 19+1° 17.7+0.6¢ 14+0,6¢ 29.8+0.4¢ 16.1+0.4¢
Zn 11.3+0.5 5.1+0.4¢ 6.6+0.4% 5.4+0.3%¢ 6.4+0.4b< 7.1+0.4°
Cu 1.81+0.22¢ 1.9+0.3¢ 1.7+0.4¢ 1.8+0.4¢ 2.0+0.5% 1.9+0.4¢

Values in the same row with different letters are significantly different at p < 0.05.

per, varied between the cultivars, and the differences were statistically sig-
nificant (p < 0.05). All of the analyzed cultivars had high concentrations of
potassium, calcium, magnesium and phosphorus. The highest content of
these elements was found in the cultivar Sambo. The concentration of sodi-
um in Heideggl3 was approximately 7 times higher (146 mg kg!) than the
amount of sodium in the other five cultivars. The cultivar Mammut con-
tained the highest concentration of iron (29.8 mg kg'). The highest concen-
trations of zinc (11.3 mg kg'!) and manganese (9.5 mg kg!) were found in cv.
Albida. In comparison with the other analyzed elements, the concentration of
copper in all Sambucus nigra cultivars was low, 1.9 mg kg! on average.

The results from the analyses of Sambucus nigra berries harvested in
2013 are summarized in Table 4. Similarly to the data obtained from the

Table 4
Mineral content in Sambucus nigra cultivars harvested in 2013 (mg kg fresh weight)
Cultivar
Element
Albida Bohatka Dana Heideggl13 | Mammut Sambo
Ca 977+£23 885+25° 944+45% 585+38¢ 574+28¢ 1009+33¢
K 3165+34< 2953+74 3199+101°¢ 3863+8° 4201+53¢ 4221+86
Na 35+3¢ 13.0£0.4¢ 18.3+0.6° 13.7+0.3¢ 13.4+0.4¢ 13.1+0.5¢
P 1230+£19° 997+16¢ 1085+16¢ 983+17¢ 1337+21¢ 12344120
Mg 636+3* 403+57 426+2¢ 396+5¢ 526+2° 533+1°¢
Mn 8.1+0,4¢ 6.3+0.4° 6,2+0.4° 4,7+0.4¢ 5.4+0.4%¢ 6.7+0.4°
Fe 21+2¢ 16.5+0.5¢ 84.7+0.6¢ 46.6+0.8° 12.4+0.4¢ 44.3+0.7°
Zn 3.3+0.4¢ 3.4 £0.4¢ 2.86+0.22° 1.9+0.3¢ 2.0+0.4¢ 1.9+0.4¢
Cu 1.9+0.4¢ 1.8+ 0.5° 2.4+0.4° 1.9+0.4¢ 2.9+0.4° 1.7+0.3°

Values in the same row with different letters are significantly different at p < 0.05.
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2011 season samples, the elemental concentrations were significantly dif-
ferent (p < 0.05) between the cultivars. The highest concentrations of potas-
sium (4221 mg kg') and calcium (1009 mg kg!) were found in Sambo culti-
var and the highest concentration of phosphorous was detected in Mammut
(1337 mg kg?). Fruits of cv. Albida contained the highest concentration of
magnesium (575 mg kg?), sodium (53 mg kg'!) and manganese (9.5 mg kg?),
while fruits of cv. Dana contained the highest concentration of iron (84.7 mg kg™?).
Concentrations of copper were comparable in all the cultivars, 2 mg kg! on
average. A higher concentration of zinc was found in Albida and Bohatka
(3.4 mg kg?).

Comparing berries from the different cultivars of Sambucus nigra
harvested in 2011 and 2013, it was found that the average content of zinc,
magnesium, calcium, sodium and potassium was higher in the 2011 season.
The berries of Sambucus nigra cultivars harvested in 2013 had higher ave-
rage concentrations of manganese, iron, phosphorus and copper than
harvested in 2011. The climatic conditions for the harvest years are summa-
rized in Figure 1. The average monthly temperature and precipitation were
comparable in both harvest years. The average monthly duration of sunshi-
ne, however, was higher in 2011. The higher average monthly duration of
sunshine in 2011 probably supported the photosynthetic processes in Sambu-
cus nigra, which could have affected the content of some elements in Sambu-
cus nigra fruits (ATKINSON et al. 2006).

In the present literature, there is scarcity of information on the elemen-
tal composition of Sambucus nigra. This study has shown that Sambucus
nigra is an important source of macro- and microelements, especially magne-
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Fig. 1. Temperature (°C), precipitation (mm) and sunshine (h) during the cultivation
of Sambucus nigra (data from the Czech Hydrometorological Institute)
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sium, phosphorous, manganese, iron and copper. Magnesium, iron, phospho-
rous and manganese are needed in human nutrition for healthy teeth, nor-
mal blood clotting, proper nervous system functioning, energy metabolism
and formation of haemoglobin (Lukaski 2004, PRENTICE et al. 2006, TAKEDA et
al. 2012), while copper is present in a large variety of enzymes with many
functions, and is important for proper brain function (SCHEIBER et al. 2014,
SIERPINSKA et al. 2014). On average, 100 g of Sambucus nigra fruits can cover
10% recommended dietary allowance for women and men (RDA) of potas-
sium and calcium, 0.2% RDA of sodium, 15% RDA of phosphorous and ma-
gnesium, 30% RDA of manganese, 20% RDA of iron, 2% RDA of zinc and
25% RDA of copper. CHIRIGIU et al. (2012) analyzed copper, zinc and iron in
Sambucus ebulus L. The concentration of iron and zinc in Sambucus ebulus
was significantly higher than in Sambucus nigra cultivars analyzed in this
study; however, the concentration of copper was comparable in both elderber-
ry species. KoLopzIEJ et al. (2012) found a higher concentration of potassium,
calcium and magnesium in Sambucus nigra compared to Sambucus nigra
cultivars investigated in this study, while the concentrations of iron, manga-
nese, copper and zinc were comparable to the average concentrations of those
elements in Sambucus nigra cultivars determined in this study. Significantly
lower concentrations of calcium and phosphorous in Sambucus nigra compa-
red to this study were published by CHARLEBOIS et al. (2010).

CONCLUSION

This study revealed that Black elder fruits, in addition to being a good
source of organic compounds, can also supply consumers with major and
trace elements. Consumption of 100 g of Black elder fruits covers about
0.2-30% of the recommended dietary allowance of calcium, potassium,
sodium, phosphorous, magnesium, manganese, iron, zinc and copper for wo-
men and men. The highest concentration of these elements was found in the
cultivars Albida and Sambo. The elemental composition of Black elder fruits
can differ with the year of harvest; however, the observed deviation in the
mineral composition was usually less than 20%. The results of this research
can create additional criteria for selection of suitable cultivars grown by far-
mers for processing by the food industry as well as for local production and
home processing.
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The ascorbic acid, total polyphenols, total anthocyanins and mineral content, together with antioxidant activity, was
determined in five Czech, two Ukrainian and two Austrian cultivars of cornelian cherry (Cornus mas L.) widely
grown in the Czech Republic. Ascorbic acid content varied between 199433 mg kg™, total polyphenols between
2174-6143 mg kg, and total anthocyanins between 61-253 mg kg'. All fruits were good sources of major metals
(K, Ca, Mg, Fe, and Mn) and trace elements (Cu, Zn, and Cr). The antioxidant activity was determined by EPR and
DPPH radical scavenging assay and ranged from 29.5% to 67.2%. There was a linear relationship between
antioxidant activity and total polyphenol content. Based on the obtained results, Ekotisnovsky, Fruchtal, and
Ruzynsky cultivars were recommended for further investigation and breeding programme of cornelian cherry fruit
in the Czech Republic.
Keywords: cornelian cherry, antioxidant activity, mineral elements, ascorbic acid, polyphenols

The significance of less common fruit trees is not negligible. Most of them have modest
demands for growing conditions and grow well in extreme habitats. They can be harvested
every year, and their fruit have a high biological value with beneficial effects on human
health.

Cornelian cherry (Cornus mas, L.) is 2—-8 m high shrub cultivated mainly in Central and
Southern Europe, in Asia Minor, and in the Caucasus. The fruit of cornelian cherry are two-
seeded, red coloured, oval shaped, 10-30 mm long drupes with a weight of 2—5 g, containing
many nutritive substances (KarRADENIZ et al., 2002; DEMIR & KaLyoncu, 2003; PAPRSTEIN et
al., 2009). They are suitable for direct consumption, however, they are mostly processed into
various products, such as jams, jellies, marmalades, stewed fruit, yogurts, juice, syrups, and
liquors.

In earlier times cornelian cherry was widely cultivated in southern regions of the Czech
Republic, nowadays it is nearly forgotten, although it still wildly grows in this locality. One
of the reasons is the fact that cornelian cherry is still not mentioned in the Czech National List
of Varieties and thus it is out of interest for the farmers.

The aim of this work was to determine five nutritional parameters in nine cornelian
cherry cultivars that predominantly grow in the Czech Republic, to compare each variety on
the basis of the obtained results, and to select the best cultivar for a breeding programme of
cornelian cherry fruit in the Czech Republic.
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1. Materials and methods

1.1. Samples

Fruit were harvested within the period of 2009-2010 in the experimental orchards of Brno
Mendel University in Zabgice (approx. 20 km south of Brno city, Czech Republic). Average
altitude of this locality is 185 metres, mean precipitations oscillate in from 450 to 550 mm
per year and average year temperature reaches 9.3 °C. The soil type in the orchard was
classified as sandy-clay alluvial soil consisting mostly of marginal weathered material rich in
organic compounds. Samples were stored under —18 °C prior analysis and analysed as soon
as possible. The samples represented nine varieties of cornelian cherry: Ekoti§novsky,
Olomoucky, Ruzynsky, Sokolnicky, Tisnovsky (Czech cultivars), Fruchtal, Joliko (Austrian
cultivars), and Lukjanovskij and Vydubeckij (Ukrainian cultivars). Before the analysis, thirty
randomly chosen fruit were mixed together and used for the analyses. From the selected fruit
purée was made using a mixer and the final average sample was obtained by dividing into
quarters.

1.2.Chemical analysis

Ascorbic acid was determined after homogenization of 5-6 g of cornelian cherry sample with
2% metaphosphoric acid. Homogenized samples were filtered through 0.45 um nylon filter
before the analysis on High Performance Liquid Chromatograph (Waters 1515, Waters
Corporation, USA). The L-ascorbic acid standard was used to calibrate the chromatograph.
Total amount of 20 pl filtered solution was injected on Gemini Reversed Phase C18 column
(150 x 4.6 mm; 5 um; Phenomenex) with Security Guard Cartridges (Gemini C18 4 x 3 mm,
Phenomenex). Mobile phase consisted of 0.1 M KH,PO, and contained 10% (v/v) of
methanol. The isocratic flow of mobile phase was set to 1 ml min~!. Analysis was performed
at 30 °C and the analyte was detected using UV-VIS detector (Waters 2487, Waters
Corporation, USA) at 254 nm.

The extract for total polyphenols and anthocyanins analysis was prepared from 20 g of
fruit purée and 100 ml of ultrapure water acidified by 0.1 M HCI. After thorough mixing, the
mixture was centrifuged at 6000 r.p.m. for 10 min and filtered. Total polyphenols were
determined by UV-VIS spectrophotometer (Helios Gamma, Thermo Fisher Scientific) using
Folin-Ciocalteu reagent (Porovic et al., 2012). Gallic acid was used as standard.

Total anthocyanins were measured at 510 and 700 nm in two buffers at pH 1.0 and 4.5
using pH-differential spectrophotometric method (Porovic et al., 2012).

Antioxidant activity was performed using electron paramagnetic resonance spectrometer
(Miniscope MS 300, MagnetTech, Germany) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
radical scavenging assay (PoLovka, 2006). Each sample extract was diluted 50 times prior
the addition of "DPPH solution (concentration cpppy in ethanol=0.63 mmol 1'). Antioxidant
activity of the sample was quantified by comparison of ‘DPPH relative concentration after 14
minutes from mixing the "DPPH solution with the sample. The antioxidant activity was
expressed as a decrease of relative ‘DPPH concentration.

The mineral content was determined after wet-ashing of 500 mg dry weight fruit sample
in a microwave oven (Milestone1200, Bergamo, Italy) using 6 ml of a mixture (2:1) of nitric
acid and hydrogen peroxide and a defined time performance program. Analysis of all samples
was performed on Q-ICP-MS (X-series, Thermo Scientific) with the following conditions:
plasma gas flow 13 1 min', auxiliary gas flow 0.7 1 min', nebuliser gas flow 0.9 1 min!,
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forward power 1300 W. Collision cell containing Ar-He gas mixture (5 ml min') was used
during the measurement to reduce the spectral interferences. The instrument was calibrated
using multielemental standard solution prepared by mixing standards of individual elements
of interest.

1.3. Statistical analysis

The data obtained were analysed statistically in Statistica 10.0 software (Stat Soft, Inc.) and
the results were displayed in mean values with standard deviation (n=3). Significance of the
differences among the numbers was determined by Duncans multiple range test at P<0.05
significance level.

2. Results and discussion

The results from analyses of selected cultivars are given in Tables 1 and 3.

The highest content of ascorbic acid (vitamin C) was measured in EkotiSnovsky cultivar
(433 mg kg), while the lowest in Vydubeckij cultivar (198 mg kg™). These results are in
accordance with the results obtained by the Research and Breeding Institute of Pomology
Holovousy Ltd. (Czech Republic) during the years 2004-2006 (PAPRSTEN et al., 2009). On
the other hand, Rop and co-workers (2010) measured almost 10 times higher ascorbic acid
content in 12 different cornelian cherry cultivars (6 of them were the same as in this study)
harvested in the experimental orchard of Tomas Bata University Zlin (Czech Republic)
within the period of 2007-2009. For the comparison, the contents of ascorbic acid in cornelian
cherries grown in other parts of Europe and Asia are shown in Table 2. As can be seen the
ascorbic acid content in the studied cultivars can be compared with other cultivars grown in
the other part of world, however some cornelian cherries, mainly from Azerbaijan, Greece,
and Turkey, can be richer in ascorbic acid compared to our studied cultivars. In the average,
consumption of 100 mg of investigated fruit cultivars can cover about 30% of recommended
dietary allowance of vitamin C for woman and men (DRriskgLL, 2009).

Table 1. Total anthocyanins (c,cy), ascorbic acid (c,,), total polyphenols (cpp) content and antioxidant activity
(AOA) of cornelian cherry cultivars

Cultivar Cacy, mg kg™! Can, Mg kg™! ¢rp, Mg kg™ AOA, %
Ekotisnovsky 22043¢ 4334369 6143+£195¢ 67.25+1.25¢
Fruchtal 194+5¢ 365+24¢ 4117+84¢ 60.95+0.15¢
Joliko 61472 233414 2174£77° 37.343.5°
Lukjanovskij 347+4¢ 214+43® 1823+10° 37.340.6°
Olomoucky 160+6° 335+30° 2438+35% 29.55+1.75*
Ruzynisky 253.842.9¢ 348+12° 4259+131¢ 52.0+3.6°
Sokolnicky 99.240.4° 390+18% 3621494 41.61£1.20°
Tisnovsky 153.4+1.3¢ 249+19° 2683+13¢ 41.4+0.7°
Vydubeckij 109.8+0.8° 199+17° 4782+172f 51.6+1.6°

Values in the same column with different letters are significantly different at P<0.05

Acta Alimentaria 2014



4 CETKOVSKA et al.: NUTRITIONAL PROPERTIES OF CORNELIAN CHERRY CULTIVARS

Table 2. Comparison of ascorbic acid content in different cornelian cherry cultivars grown around the world

Cultivar Location Ascorbic acid, Reference
mg kg™!

Ekotisnovsky, Olomoucky, Czech Republic, South Moravia 199433 This study
Ruzynsky, Sokolnicky,
Tisnovsky , Fruchtal, Joliko
Lukjanovskij, Vydubeckij
n.a. Alborz Mountain Chain, Guilan, 446 HasHEMPOUR et al., 2010

North Iran
Cl4, C15, C24, C25,C26,C27  Arasbaran, East Azerbaijan 1655-2995  HassaNPOUR et al., 2011
01, 02, 03, 05, 06, 07, 08, 09, 10, Coruh valley, Turkey 437-767 GULERYUZ et al., 1998
12,15
n.a. Konya region, Turkey 730 Karyoncu et al., 2009
n.a. Samsun, Turkey 160888 TuraL & Koca, 2008
14-09, 44-01, 44-05, 44-16, Western Black Sea and Inner 290-1120 YiLmaz et al., 2009
44-18, 44-20, 44-24, 44-26, Anatolia regions, Turkey
67-01, 77-04, 77-05, 77-06,
77-09, 77-10, 78-03, 78-05
n.a. North-eastern Anatolia, Turkey 372 ASLANTAS et al., 2007
CPC16,KCl1, KC2, Backa, Serbia 149-388 BukLic et al., 2011
RI1,PPC1, KDC1, KDC3, KKC1
260 different genotypes Gemer region, Slovakia 164-385 BrinDza et al., 2009
n.a. Georgia 505-1280  MAGHRADZE et al., 2009
Bolestraszycki, Dublany, Poland 342-750 KucHarska et al., 2011
Florianka, Juliusz, Kresowiak,
Paczoski, Podolski, Raciborski,
Stowianin, Szafer
Vermio Veria, Northern Greece 1633 PaNTELIDIS et al., 2007

n.a.: not available

Total polyphenol content was the highest in Ekoti§novsky cultivar (6143 mg kg') and
the lowest in Lukjanovskij cultivar (1823 mg kg™'). The obtained results were within the
limits of the values published by several authors for cornelian cherries from Czech Republic,
Poland, Turkey, or Iran (TuraL & Koca, 2008; YiLMAz et al., 2009, HasHEMPOUR et al., 2010,
Rop et al., 2010; KucHarskaA et al., 2011), but were lower than the values reported by
PanTELIDIS and co-workers (2007) in Vermio cultivar from Greece (15 920 mg kg™'). The
differences in total polyphenol content may be caused by the different extraction method
used in that study compared to the other studies. It is well known that water extracts may
have a lower extraction yield compared to application of organic solvents (KRATCHANOVA et
al., 2010), however in food industry the cornelian cherry products are processed without
support of organic compounds and thus water extraction can provide useful information in
relation to the absorption of these substances by the human metabolism. The total polyphenol
content correlated well with the antioxidant activity (Fig. 1., R?=0.7985), which confirms the
hypothesis that consumption of cornelian cherry can strengthen the immune system and
generally may have positive effect on human health.
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Fig. 1. Correlation between total polyphenols content (cTP) and DPPH radical activity (AOA)

The content of total anthocyanins ranged from 61 mg kg™ (Joliko cultivar) to 347 mg kg
(Lukjanovskij cultivar). These results are in agreement with the results published by SEERaM
and co-workers (2002) and BueLic and co-workers (2011) who analysed cornelian cherries
from Serbia and the USA. Significantly higher anthocyanin concentrations (1068—4421 mg
kg') were measured in cornelian cherries from Turkey, Iran (TuraL & Koca, 2008; YiLmAZ
et al., 2009; Hassanpour et al., 2011), and Greece (PANTELIDIS et al., 2007).

The highest antioxidant activity was observed in EkotiSnovsky cultivar (67.2%), while
the lowest in Olomoucky cultivar (29.5%). In other similar studies the antioxidant activity
ranged from 31% to 94.3% (Yimaz et al., 2009; Hassanpour et al., 2011), although it was
determined by different analytical methods.

The dominating mineral element in cornelian cherry cultivars was potassium. The
potassium concentration varied between 4425 mg kg and 9729 mg kg'. Other important
major elements related to human health are calcium, magnesium, iron, and manganese. In the
average, the analysed cornelian cherry cultivars contained 931 mg kg™' Ca and 277 mg kg
Mg. The iron and manganese contents were about 1 mg kg'. The results of elemental analysis
showed that all cornelian cherry cultivars are rich in essential metals (0.40—4.48 mg kg™')
except for chromium that was present in trace amount (0.023-0.23 mg kg™'). There are
relatively few studies dealing with the mineral content of cornelian cherry. Karyoncu and
co-workers (2009) reported significantly higher concentrations of major elements compared
to this study. Nevertheless it can be said that the measured results are in agreement with the
published data (AsLanTas et al., 2007; ButLic et al., 2011). All measured major and minor
metal concentrations are below the tolerable upper intake levels and it can be concluded that,
in the average, consumption of 100 mg cornelian cherry fruit cover about 6-25% of the
recommended dietary allowance of potassium, calcium, iron, manganese, copper, zinc, and
chromium for woman and men (DRiskeLL, 2009).
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3. Conclusion

This study showed that Czech cultivars of cornelian cherry are comparable with the cornelian
cherry cultivars grown around Europe and Western Asia in terms of ascorbic acid, polyphenols,
anthocyanins, and mineral contents and antioxidant activity. The minor differences in the
content of the studied compounds can be caused by several factors, soil type, geographical
and environmental conditions, degree of fruit ripeness, manipulation during fruit processing,
and selection of analytical methods. From the analysed cultivars the Ekotisnovsky, Fruchtal,
and Ruzyinisky cultivars were evaluated as best in terms of the evaluated parameters and they
can be recommended for the breeding programme of cornelian cherry fruit in the Czech
Republic.

This work was supported by the National Agency for Agriculture Research, grants No. QH82232 and QI111A141.
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Abstract

Aim: The aim of this study was the comparison of organic viticulture system with viticulture controlled by
integrated pest management (IPM) in terms of their influence on elemental composition of grapevine leaves,
grapes and wine from one specific vineyard. In addition to elemental analysis, differences in total antioxidant

activity of wines from organic grapes and from grapes grown by IPM were studied.

Method and results: The determination of 17 elements, which were selected on the basis of plant nutrition,
toxicological and dietary point of view was performed. Elemental analysis of samples was carried out by
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-Q-MS) technique. For comparison of radical scavenging

activity, electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) with DPPH method was used.

Conclusion: Results of this study showed that quantity and manner of pesticide application is very important
factor affecting the final elemental composition of the grapevine and wine, especially the content of copper, zinc
and manganese. However, both farming systems examinated in this study were able to produce grapes for
winemaking which meets quality and safety standards according to Czech and European legislation. In the case
of this study, the influence of vine growing under different farming systems on the total antioxidant activity of

wine was found to be insignificant.

Significance and impact of the study: Previous studies, presented in this field, showed, that farming practice is
very important factor affecting final chemical composition of wine. However, most of them are comparing old
conventional approaches with organic. Presented study is focused on comparison of currently the most widely
used sustainable viticulture systems - integrated pest management and organic viticulture, in terms of the impact
on elemental composition and antioxidant activity, which bring useful informations about food safety and also

gives feedback for farmers how specific way of treatment is influencing the vine and wine.



Keywords: Wine, Elemental analysis, Antioxidant activity, Organic viticulture, Integrated pest management,

Pesticides

Résumé

Objectif: Le but de cette étude est de comparer des systémes issus de viticulture biologique avec ceux basés sur
les principes de la Protection Intégrée des Cultures (PIC), en termes d’influence sur la composition ¢lémentaire
des feuilles de vigne, des raisins et du vin d'un vignoble spécifique. En plus de l'analyse élémentaire, une
comparaison de l'activité antioxydante totale des vins issu de la viticulture biologique et de la viticulture utilisant

la Protection Intégrée des Cultures (PIC) a été réalisé.

Méthodes et résultats: 17 éléments constitutifs ont ¢té sélectionnés sur la base de la nutrition des plantes, d’un
point de vue toxicologique et alimentaire. L’analyse de ces ¢éléments a été réalisé par spectrométrie de masse
couplée a un plasma inductif (ICP-Q-MS). La comparaison du piégeage des radicaux libres a été réalisé grace a

la spectroscopie par résonance paramagnétique électronique (RPE) et a la méthode DPPH.

Conclusion: Les résultats de cette é¢tude montre que la quantité et le mode d'application de pesticides est un
facteur trés important qui influe sur la composition élémentaire finale de la vigne et du vin, en particulier pour la
teneur en cuivre, en zinc et en manganése. Néanmoins, les deux systémes d'exploitation étudiés sont capables de
produire des raisins pour la vinification qui répondent aux normes de qualité et de sécurité selon la l1égislation
tcheque et européenne. Dans le cas de cette étude, I'influence des différents systémes d'exploitation sur 'activité

antioxydante totale de vin a été jugée insignifiante.

Signification et impact de 1'étude: Des ¢tudes réalisées antérieurement dans ce domaine montrent que le type
d’agriculture est un facteur important affectant la composition chimique finale du vin. Cependant, la plupart
d’entre elles comparent des approches conventionnelles anciennes avec ’agriculture biologique. Cette étude
porte sur les systémes de viticulture durables les plus utilisés et leur comparaison en termes d’impact sur la
composition élémentaire et I’activité antioxydante. Ces données fournissent des informations utiles relatives a la
qualité sanitaire et informent en retour les agriculteurs quant a la maniére dont des traitements spécifiques

peuvent influencer la vigne et le vin.



Mots clés: Vin, analyse élémentaire, activité antioxydante, viticulture biologique, protection intégrée des

cultures, pesticides

INTRODUCTION

Wine is a popular alcoholic beverage made from grapes of Vitis vinifera or other genus of Vitis, such as
Vitis labrusca (Jackson, 2008). Grape cultivation is dating back to more than 7500 years (McGovern et al.,
1996). Throughout this years, demands for better wine started the process of improvement in viticulture,
winemaking and storage in order to satisfy the requirements of the consumers and to obtain the maximum yield
of desired quality (Jackson, 2008; Francis, 2000). The agriculture in the 1950's and 1960"s emphasized usage of
mechanization, synthetic fertilizers and pesticides, which resulted in very high yields of crops sold at a very low
cost, but the reality was that the price did not reflect issues like pollution problems, environmental damage etc.
That creates concerns about long-term sustainability of this conventional system leading to the development of
new sustainable agriculture approaches (Thomas et al, 2014). In general, there are two main alternative
viticulture systems replacing conventional principles of winegrowing in the countries registered in International
Organisation of Vine and Wine (OIV) - the Organic viticulture (OV) and the viticulture managed by the rules of
Integrated pest management (IPM) (Willer et al., 2014).

The essential points of organic agriculture are described by the International federation of organic
agriculture movement (IFOAM). Specifics about labeling and certification undergoes to local legislation
prescriptions, for example in European union to Council Regulation (EC) No 834/2007 and No 889/2008, in
USA it is defined by regulations of US Department of Agriculture. Offerman and Nierberg estimated
approximately 20% lower overall input costs of organic farms by lowering amounts of fertilizers, chemicals and
energy, even when labor costs are much higher in comparison with conventional agriculture (Offermann et al.,
2000). Also, it is proven, that organic food contains less contaminants (Baker et al., 2002; Kristiansen et al.,
2006) and higher level of secondary plant metabolites (Birzele et al., 2002; Brandt et al., 2004). Organic farming
focuses on minimizing of damage to the environment by avoiding of usage of most mineral salt fertilizers and
agrochemical pesticides. Instead, it uses beneficial insects, pheromones or hand weed to reduce pests and
disease. It also builds natural soil fertility by feeding soil instead of plant (Weigle et al., 2014). If there is a real
threat to a crop, only authorized plant protection produds can be used. All produds or substances shall be of
plant, animal, microbial or mineral origin, except where products from such sources are not available in

sufficient quantities or if alternatives are not available. List of protection substances is included in European



regulation (EC) No 834/2007 Annex IIB. For example, copper and sulfur based agents are approved to control
major pests and diseases (Fragoulis ef al., 2009).

Integrated pest management was initially developed more from problem solving, than from a focus on
protecting the environment integrates several control strategies to reduce reliance on pesticides. Targeted
chemical crop protection can be applied if biological methods are not satisfactory and maximal application doses
are set by the European Initiative for Sustainable Development in Agriculture (EISA) and by the regulations
subjected to local initiatives of IPM, which is doing supervision and grants the permit for using IPM label on
products. Timing of application of protective agents was greatly improved by development of pest and disease
outbreaks prediction computer software, geographical information system and by usage of solar-powered
weather stations (Worth et al., 2012). Cliff Ohmart defined IPM as a sustainable approach for managing pest by
combining biological, cultural and chemical tools in a way, that minimizes economical, environmental and
health risks (Ohmart, 2011). Cowell and Clift presented the suggestion, that yields of integrated farming are
somewhere in the middle between high yields of conventional agriculture and the lower of organic (Cowell et
al., 1995). This implies an idea, that IPM can be accepted as a third way for agriculture, which is economically
realistic and friendly to environment.

Both agricultural systems emphasize different strategies of growing and protecting of grapevine, which
is reflected in the final quality and quantity of production. One of the most important quality standards that can
be easily quantified is elemental composition of grapes and wine because the elemental composition of grapes is
influenced by viticulture practice, grapevine cultivar, environmental pollution, soil and climatic conditions
(Jackson, 2008; Kabata-Pendias, 2011). Elemental analysis is very useful tool for determining of nutritional
valu e and tox tolog tal safety o fthe piodut Macro and micro elements sud as Ca, Cr, Co, K, Se, Zn,
presented in grapes and wines are important cofactors in vitamins and enzymes and have beneficial effect for
human organism in optimal concentrations. On the other hand As, Cd, Pb and Br are potentially toxic in higher
concentrations (Jackson, 2008; Monaci et al., 2003). Some of the elements can have negative impact on
sensorical properties of wine. Higher concentrations of copper and iron can cause metallic and astringent tastes
and they catalyze oxidative reactions which modifies taste and may induce haziness (Jackson, 2008). Another
application of elemental analysis was used by Salvo used the elemental analysis to determine the correlation
between the usage of specific protective agents in viticulture and the concentration of Cd, Cu, Pb, Zn in wine. It
was proven, that application of different protective agents reflects in elemental profile of grapes and wines

(Salvo et al., 2003).



Another important parameter associated with the quality of wine is fotal antioxidation activity. The
antioxidation properties of wines are mainly connected with polyphenolic compounds (Stasko et al., 2008). It's a
large group of more than 8000 substances for which it is proven to have some human health beneficial effects,
like insulin resistance, depression of blood fat, inhibition of destruction of collagen and others (Jackson, 2008;
Chiva-Blanch ef al., 2001; Djilas et al., 2009; Arvanitoyannis, 2006; Moure ef al., 2001; Ju et al., 2005; Co et
al., 2009). Phenolic compounds also protects and enhance wine itself because they are removing oxygen and
reducing redox potential which is important effect of wine-bottle maturation. In addition to that, polyphenols
have a significant effect on sensorical characteristics of wines like appearance, taste, mouth-feel and fragrance
(Jackson, 2008). These compounds, mostly flavonoids are initially accumulated in leaves and they are
transported into grapes in the stage of ripening and finally, those compounds are transported to the wine during
winemaking process (Revilla ef al., 1998; Luque-Rodriguez et al., 2007; Cortell et al., 2007). Beside the
polyphenolic compounds, carotenoids also participates on the total antioxidant activity of wine. Previous work
showed, that pesticide application, fertility of soil and overall health condition of plant may have significant
effects on content those secondary metabolites (Brandt et al., 2001; Rapisarda et al., 2005). Vrcek in her
research demonstrated that wines from organic grapes shows a higher phytochemical concentration and a higher
antioxidant activity than wines from conventionally growned grapes (Vréek et al., 2011).

The aim of this study is the comparison of organic and integrated viticulture systems in terms of their
influence on elemental composition of grapevine leaves, grapes and wine from one vineyard estate after 7 years
from reorientation from conventional viticulture. The determination of 17 elements, which were selected on the
basis of plant nutrition, toxicological and dietary point of view was performed. Elemental analysis of samples
was carried out by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-Q-MS) technique thanks to its high
sensitivity and speed (Stroh et al., 1994; Nardi et al., 2009). In addition to elemental analysis, differences in total
antioxidant activity of wines from organic grapes and from grapes grown by IPM were studied. For comparison
of radical scavenging activity, electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR), which is more selective and
sensitive than commonly used UV-VIS spectroscopy, was preferably used (Unno et al., 2002; Kilmartin et al.,

2001; Valcic et al., 2000).



MATERIALS AND METHODS

1. Site Details

Vineyard estate Aeibis which was taken into this study is situated at village of Ivan (Figure 1) which
belongs to Mikulov wine region and it is owned by Holének winery which runs both organic and integrated
farming systems on its vineyards. At 2006 vast majority of land was converted from conventional viticulture to
integrated pest management and approximately 20 % of vineyards were converted to organics. From 2009,
vineyards achieved certification according to regulations of the Ministry of Agriculture of Czech republic and
Association of integrated and ecological production of grapes and wine (EKOVIN). Organic and integrated

sections are separated by a distance of 180 m.
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Figure 1 - Map of the situation of vineyards

All tested blocks, which were selected for comparison of farming systems, have very similar soil type
and bedrock characteristics. Major proportion of soil is chernozem with high contribution of humus and iron and

bedrock is formed by loamy sediments.



Average altitude of selected sampling blocks is 177 m above sea level, long-term average of
precipitation is 543 mm and long-term average temperature is 8,4°C. In the year 2013, when samples were
gathered for this study, total precipitation was higher than normal, 716 mm and average temperature was slightly
lower, 8,1°C. Thanks to the higher winter temperatures and significantly higher precipitation over the vine
growing season, there was a high pressure of peronospora and oidium infections which were suppressed by
application of protecting agents. Poor weather conditions forced the farmers to use the limit doses of fungicides
set by legislation.

Organic vineyards were treated by the combination of copper and sulfur based fungicides with
pheromone protection against parasites. Sodium silicate was used for fortification of the plant in the time of the
worst fungi infections. Also natural agents made from seaweed were used for improvement of immunity of vine.
Vineyards administrated by Integrated pest management system were treated by inorganic and organic
fungicides based on copper and zinc. Complete list of protective products with application doses is presented in
Table 1. Plots were fertilized by the same system, using only organic fertilizers to manage optimal levels of N,
P, K in soil and the same crop rotation cycles were used. Viability of plants through season did not require

addition of mineral preparates.

Table 1 - List of the protective agents used on tested plots

System Product Name Activity Application Based on Dose
ov Isonet L Plus Pheromone 2 CAS No. 84364-62-4 -
oV Kocide 2000 Fungicide 8 Cu(OH), 5,5 kg/ha of Cu
ov Sulikol K Fungicide 5 Sulfur 4 kg/ha of S
ov Vitisan Fungicide 4 KHCO; 3 kg/ha
ov Aqua Vitrin Plant Protection 2 Water glass 2,5 I/ha
ov Alginure Fungicide 2 Algae extract -
IPM Kocide 2000 Fungicide 6 Cu(OH), 2 kg/ha of Cu
IPM Falcon 460 EC Fungicide 2 CAS No. 288-88-0 0,3 I/ha
IPM Folpan 80 WDG Fungicide 6 CAS No. 73771-08-1 1 kg/ha
IPM Discus Fungicide 2 CAS No. 248582-68-5 0,2 kg/ha
IPM  Ridomil MZ GOLD Fungicide 2 CAS No. 8018-01-7 2,5 kg/ha

2. Sampling and sample preparation

Sauvignon blanc and Pinot noir cultivars of Vitis Vinifera from each viticulture system were chosen for
comparison and sampled after full véraison. The organic fruits were gathered one week after the integrated
counterpart. The systematic cluster sampling procedure from different part of vine was used. This sampling

approach is more accurate than berry sampling, because in case of berry sampling, there is a tendency to pick the
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more mature berries. Mixed sample from clusters gives more representative results (Iland ef al., 2004; Kasimatis
et al., 1985). A sample blocks of 96 vines in 6 rows were allocated. Samples were gathered evenly at the start,
middle and at the end of the row. Three clusters were gathered from each vine, three samplings in every row, so
total amount of samples was 54 clusters from each cultivar and viticulture system. Samples of leaves were
collected together with clusters, from bottom, center and top of the vine. Transport to laboratory was performed
in plastic bags under dry ice conditions.

For the comparison of wines, 2013 Sauvignon from organic and IPM production was sampled from
stainless steel tanks into glass bottles. In total, six 0,7 1 bottles of wine from each agritechnique were collected.
Wines were stabilized by SO,. Unfortunately, Pinot noir wine from 2013 organic and IPM production was not
available for experiments because yields from this cultivar were not sufficient for winemaker to produce separate
production from both farming systems.

Unwashed berries from clusters were purged from solid impurities and dried. After seed separation,
berries were grounded in liquid nitrogen into a powder. Every sample was created by mixing of grapes from 3
clusters from one vine. The amount of 300 + 5 mg of such sample was weighed directly into PTFE vessels and 5
ml of HNO; (65 %, v/v, Analytica Praha, Czech republic) and 2 ml of H,O, (30 %, v/v, Analytica Praha, Czech
republic) was added. Samples were digested using a microwave digestion system Milestone 1200 (Milestone
Inc., Shelton, USA). Digested solutions were quantitatively transferred into 25 ml volumetric flasks and diluted
by a purified water (ELGA, UK). 36 samples from each cultivar and viticulture were prepared. All samples were
digested in 2 independent replicates. The air- dried leaves samples were prepared by the same way as in the case
of berries.

Wine samples were prepared separately for elemental analysis and for analysis of total antioxidant
activity. For elemental analysis, wine samples were diluted in ratio 1:1 with purified water. That reduces the
ethanol concentration to the level, which is sufficiently low for elimination of problems with matrix effects and
plasma instability on ICP-MS. The microwave digestion method for a sample preparation was not used in order
to minimize the sample contamination and to obtain the best detection limits (Coetze et al., 2005). Dilution
method provides better detection limits without increased risk of the contamination and is faster and simpler. For
the EPR experiments, wine samples were diluted with purified water in ratio 1:5 just before mixing it with DPPH

solution. Dilution ratio was determined experimentally, to obtain reasonable rate of radical termination reaction.



3. Multielemental analysis

Multi-elemental analysis was carried out on a Thermo X-series inductively coupled plasma mass
spectrometer (ICP-Q-MS) with hexapole collision cell working on He/H mode (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). Both sample and skimmer cones were made from nickel. The instrument was
equipped with autosampler connected to MicroMist concentric nebulizer with Scott-type spray chamber for
sample introduction. Experimental data were acquired by Plasma lab software (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA).

Optimization of the ICP-Q-MS method was focused on maximizing of sensitivity on desired masses
while maintaining oxide ratio for CeO/Ce < 0.01. Typical sensitivity on '°In mass was > 50 000 cps on 1ppb
standard of In. The power of radiofrequency generator was set to maximum power of 1400 W. Flow of collision
gas and collision cell setting was tuned for assuring < 500 cps on mass 80 to prevent interferences caused by
polyatomic species formed in plasma. As internal standards, 8¢, '°In, #**Th (standards 1 g/L, Analytika Praha,
Czech republic) were used for matrix and drift corrections. Introduction of internal standards was performed by
Internal standard kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). For elimination of influence of
matrix effects, the calibration was prepared by the method of standard addition into the wine. Calibration
standards were prepared from 1g/L stock standards (Astasol, Analytika Praha, Czech republic). Data were
aquired in peak jump mode with 300 ms dwell time with 100 sweeps. Before the analysis, the ICP-MS method
was validated. The limits of detection were calculated from the analytical signal of blank sample and three times
standard deviation obtained by the analysis of the blank sample. To check the accuracy of the analysis, the
quality control material (Metranal 3, Strawberry leaves, Analytika Praha, Czech republic) and spiked wine
samples were analyzed. The average recovery for elements of interest varied between 92 % to 102 %. The RSDs
% (n = 5) of all measurements were below 3% for all elements. Analysis of all samples was performed in

triplicates and results were expressed as mean + SD (n = 5).

4. Total antioxidant activity analysis

Determination of radical scavenging activity of organic and integrated wines was performed by EPR
spectrometer Magnettech MS300 (Magnettech, GmbH, Berlin, Germany). 2-2-diphenyl-picrylhydrazyl (DPPH)

experimental system has been used (Garcia-Alonso et al., 2005; Arvanitoyannis et al., 2006; Petrisor et al.,



2007). DPPH was preferred instead of ABTS', because it can be acquired directly without preparation, so is
faster and more suitable for this comparative type of work (Labrinea et al., 2004).

Measurement was performed in flat cuvettes to suppress dielectric effect of polar solutions (Weil et al.,
2007). Stability test of the reference system (water + DPPH) showed minimal termination of radicals in time of
30 min. Volume of 0.5 ml of diluted sample of wine was mixed with 0.5 ml of ethanolic solution of DPPH (cpppy
= 0,517 mM). Mixture in cuvette was inserted into the spectrometer cavity for measurement. Magnetic field of
EPR spectrometer was set to 3360 G with 5000 mG modulation and 10 dB of microwave atten. Sweep time of
one scan was | 1s Termination of DPPH radicals was observed as lowering of amplitudeof spectra which is
directly proportional to the concentration of DPPH. Set of 12 spectra with a start in third minute after the
addition of DPPH into the diluted wine sample was gathered for each replicate (n = 5). As reference system, the
purified water was used instead of sample. Comparison of antioxidant properties of organic and integrated wines
were evaluated by two quantification methods. By the comparison of relative concentration of DPPH in time t =
25 min after mixing with samples and by the conversion to Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) for

concentration of DPPH in time t = 25min from the start of experiment.

5. Statistical analysis

The statistical evaluation of experimental data was carried out by Excel table processor (Microsoft,
USA) and Statistica software (Statsoft, USA). Differences between the viticulture systems were evaluated on the
basis of the hypothesis pooled variance T-test. Means of the concentration of elements were compared separately
for leaves, grapes and wine of both cultivars and both viticulture systems. Level of significance was set to 95 %,

respectively a = 0,05.

RESULTS AND DISCUSSION

1. Elemental analysis

The results of the comparison, including mean concentrations of selected elements in leaves, grapes and
wine, standard deviations are given in Table 2 and 3 and 4. All comparisons in this study were made with the

assumption that all samples were gathered from the plants of the similar age on the plots with almost identical
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soil and environmental and climatic conditions. All these influences were excluded in this study and any

significant differences were associated to the vineyard practice.

Table 2 - Mean concentrations of selected elements in samples of leaves in png/g

Isotope Pinot n. OFS  Pinot n. IFS Sau. OFS Sau. IFS
BNa  422+54 522+2.8 81,3+2,8  46,6+12,8
Mg 2635+93 1679 + 39 2238+31  2611+174
g\ 60,9 + 5,1 54,0+1,7 98,2+9,1 39.2+1,5

YK 13716+ 638 12469 +398 12079+ 1177 14242 + 1992
BCa  14952+412 18307 +411 17913+ 1070 18245+ 988
“Mn  58,6+2,7 150 +8 934+55 110+ 4
*Fe 136 + 6 146 +4 135+8 112 +7
¥Co  0,095+0,002 0,104+0,003 0,15+0,01 0,102+ 0,005
ONi  8,48+1,88 10,8+ 0,6 289+7,1  579+0,24
5Cu 325+ 19 170+5 713 £61 104 +5
7Zn  12,9+0,7 26,4+0,8 19,0+1,2  27,14+1,6
SAs  0,773+0,03 0,820+0,024 1,075+0,036 0,736+ 0,010
8BSy 83,9+23 80,9 +2,1 81,8+5,8 84,1+3,9
Mo 0,318+0,018 0,219+0,005 0,174+0,014 0,628 +0,23
"ed  0,031+0,004 0,037+0,002 0,06+ 0,005 0,026 + 0,002
B'Ba  9,38+041  23,5+0,5 143+1,5 13,2+0,3
28pp 0,500+ 0,036 0,615+0,067 0,77+0,09 0,382+ 0,023

Values are mean + SD of 36 separately prepared samples (18 sample gathering points; samples prepared in
duplicates)
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Table 3 - Mean concentrations of selected elements in samples of grapes in pg/g

Isotope Pinot n. OFS  Pinot n. IFS Sau. OFS Sau. IFS
BNa  6,65+0,79 5,2+0,73 4,13+0,40  7,18+1,91
Mg 413+6 434+9 274+ 6 351+5
g\ 45,7+ 3,4 72,1+0,8 44.4+0,9 46,7+7,2
YK 13399+1095 13854+392  12429+296 12756 + 373
BCa 657 +33 783 + 18 527+ 10 575+33
“Mn  1,73+0,02 2,12+£0,09  2,86+0,066 3,604
*Fe 173+1,2 11,6 1,0 12,4 +0,29 12,1 43,5
¥Co 0,002 +0,0002 0,004 +0,0005 0,002 +0,0004 0,007 + 0,002
ONj <LOD 3,24+0,37 <LOD <LOD
Cu  7,81+0,38 4,45+ 0,33 4,56+022  2,85+0,14
87Zn 1,6 +0,8 2,29+ 0,25 1,15+£0,015 1,77+0,17
SAs 0,024 +0,003 0,031 +0,0003 0,016+0,001 0,17 +0,027
8Sr  3,11+0,12 2,86+ 0,06 1,55+0,04  2,19+0,07
Mo  0,045+0,005 0,038+0,003 0,013+0,001 0,12+ 0,009

Meq 0,028 40,004 0,018 + 0,003 <LOD <LOD
B3'Ba  0,467+0,022 1,16+0,03  0,64+0,034 0,461+ 0,020
28py, <LOD 0,033 £ 0,006 <LOD <LOD

Values are mean + SD of 36 separately prepared samples (18 sample gathering points; samples prepared in

duplicates)

Table 4 - Mean concentrations of selected elements in wine samples in pg/L

Isotope Sauvignon OFS Sauvignon IFS

2N,
2Mg
2741
%
BCa
SMn
S6pe
9Co
LONS
5Cu
671
SAs
88
Mo
ey
137g,

208Pb

not measured
68550 + 300
not measured
713 +11°
169 + §°
311 +£21
321+9
0,882 £ 0,425
18,7+0,19
931 +£37
508 +£6
22,3+4.6
162 £ 0,6
<LOD
<LOD
30,2+0,2
2,353 £0,048

not measured
73775 £2975
not measured
618 +25°
172 £ 6°
380+ 15
312+ 11
0,873 £0,043
22,1+0,10
354 +24
567 £ 24
27,3+0,18
135+4,5
<LOD
<LOD
35,0+ 1,1
2,18 £ 0,045

Values are mean + SD of 5 measurements; K and Ca are presented in mg/L



Most significant differences were observed in residual concentration of copper in all kind of samples.
The mean concentrations of copper in leaves, grapes and wine were significantly higher (P < 0,05) in organic
samples. Mean concentration of copper in organic leaves was 325 + 19 pg/g for Pinot noir cultivar and 713 + 61
ng/g for Sauvignon cultivar. In leaves from plants treated by IPM mean concentration of 170 + 5 pg/g (Pinot
noir) and 104 = 5 pg/g (Sauvignon) was found. Mean copper concentration in berries was much lower. In
comparison with leaves berries have smaller capture area proportional to the mass. Copper is also very important
part of metalloproteins and enzymes responsible for some oxidative and reductive processes in plant cells and
these compounds are mostly present in leaves (Barker ef al., 2007). The copper concentration in berries exhibited
again statistically important difference depending on the farming system. Organic berries contained 7,81 + 0,38
png/g Cu (Pinot noir) and 4,56 £+ 0,22 pg/g Cu (Sauvignon) while IPM berries contained 4,45 £+ 0,33 ng/g Cu
(Pinot noir) and 2,85 + 0,14 pg/g Cu (Sauvignon). Different copper concentrations in berries finally caused
different copper concentration in wine samples. Organic Sauvignon wine showed almost 3 times higher
concentration of copper than in its counterpart from IPM production (931 + 37 pg/L against 354 + 24 pg/L). The
copper residue in organic wine was very close to the 1 mg/L limit set by legislation. Higher concentration of
copper may cause astringent taste of wine and can lead to the formation of cupric cloudiness, especially together
with high content of tannic substances and high pH (Peyanaud et al., 1996; Kment et al., 2005).

Results from this study are consistent with those published by other authors. Vréek et al. found higher
concentration of copper in Croatian organic wines, compared to the conventional production. However, copper
residues were still under the limit of 1mg/L (Vrcek et al., 2001). Martins et al. studied the impact of application
of bordeaux mixture (CuSO, + Ca(OH),) on copper levels in grape berries and grape juice (Martins et al., 2014).
Amounts and number of applications were based on regular vineyard management of commercial organic farms.
Grapevines treated by bordeaux mixture showed 7-14 times higher concentration of copper than in control fruits
and juice made from treated grapes showed 4 times higher concentration than in the control. The fact that
organic viticulture practice may result in higher residues of copper in plant and also in wine is probably caused
by the permition of higher application dose (compared to IPM) in organic farming. In organic farming system it
is allowed to use 6 kg/ha of pure Cu compared to 2 kg/ha in IPM. This permission is build on the fact that copper
salts are the only efficient fungicide approved in organic viticulture. IPM, on the other hand, can utilize wider
spectrum of synthetic protective agents and it is not so reliable only on copper based substances.

It is important to note here that application dose of copper based fungicides is not the only one factor

influencing the residual concentration of copper in grapevine. Garcia-Esparza et al. studied the effect of the
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number of applications, total applied doses and the time between the last application of fungicide on vineyard.
Garcia-Esparza found the weak correlation between copper residue level in grapes and wines and the total
amount of cooper applied and the time between the last application and harvest. The average concentration of
copper in grapes was rising in dependence on the shrinking time interval between last application of fungicide
and harvest (Garcia-Esparza et al., 2006). These results also supports the data from our study. Last application of
copper fungicide Kocide 2000 on organic plots was 32 days before harvest against 41 days on IPM plots.

Another important factor influencing the residues of copper in leaves and grapes may be the rainfall.
Unfortunately, there are no reliable data for Vitis vinifera, however Gaskin et al. studied the effect of rainfall on
copper spray residues in kiwi leaves and fruits and they concluded that the concentration of copper in plant
samples was highly dependent on rainfall level (Gaskin et al., 2013). Higher rainfall resulted in lowering of
copper concentration in leaves and fruits. The 50 mm of rain applied on leaves were able to decrease the total
amount of copper in samples by 2/3. The residual concentration of copper in leaves reflected the total dose of
protective agent however it was proved that dependence of copper residue level is not linear with addition of
higher amounts of copper based fungicides. Gaskin et al. tried to apply extreme four times higher than the
recommended amount of copper on plant and it was not resulted in adequate increase of copper concentration in
foliage neither in fruit. The research of Gaskin et.al. implies an idea, that most of the copper residues are adhered
on the surface, not inside of the plant itself as copper has quite limited mobility in plants. It is proven, that soil
copper levels are correlating very poorly with plant accumulation. Most of the copper extracted from the soil is
fixed in the root tissues and it is not transported in high amounts through the plant to the leaves and berries
(Barker et al., 2007). From this reason, the copper presented in soil is not the most important source of copper in
the final product but it is very important as a toxic, persistent contaminant of the whole ecosystem. The rainfall
effect in the case of our study did not play an important role in residual concentration of copper, because there
was no rain in the interval between the harvest of IPM and OV samples.

In addition to the copper residues differences, different strategies of pest management were reflected
in the concentrations of zinc and manganese in our analyzed samples. Relatively higher concentration of those
elements were observed in IPM samples and it is probably associated with application of Ridomil GOLD MZ 68
WP which is fungicide based on dithiocarbamate Mancozeb [C4H¢N>S:Mn]x(Zn),, containing zinc and
manganese in organic complex form. In organic farming system, the usage of this group of pesticides is strictly
prohibited. Contrast in zinc and manganese concentrations between the farming systems is not so expressive as

in the case of copper, but still the trend of higher concentration in IPM samples is statistically important and it is
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observable in plant samples and also in wine samples. Mean zinc concentrations in organic leaves were 12,9 +
0,7(Pinot noir) and 19 + 1,2 pg/g (Sauvignon). In contrast to organic leaves IPM leaves contained 26,4 + 0,8
ng/g (Pinot noir) and 27,14 + 1,6 pg/g (Sauvignon) of zinc. Organic berries contained mean zinc concentrations
of 1,60 £+ 0,77 pug/g (Pinot noir) and 1,15 + 0,015 pg/g (Sauvignon) while IPM berries contained 2,29 + 0,25 pg/g
(Pinot noir) and 1,77 + 0,17 pg/g (Sauvignon) of zinc. In the final wine product mean zinc concentration was 508
+ 6 pg/L in the case of organic Sauvignon compared to 567 + 24 pg/L in IPM Sauvignon. Usually, wines
contains 200 to 500 pg/L of zinc. High concentration of zinc may cause astringent taste and for that reason, limit
concentration of zinc in wine is set to 5 mg/L (Michlovsky, 2014).

Average manganese concentration in organic leaves was 58,6 + 2,7 pug/g (Pinot noir), 93,4 + 5,5 ng/g
(Sauvignon) while in IPM leaves 150 + 8 pg/g (Pinot noir) and 110 + 4 ng/g (Sauvignon). Organic berries
contained 1,73 = 0,02 pg/g (Pinot noir) and 2,86 + 0,066 pg/g (Sauvignon) compared to 2,12 £ 0,09 pg/g (Pinot
noir) and 3,57 + ug/g (Sauvignon) in IPM samples. Organic Sauvignon wines contained 311 + 21 pg/L of
manganese, less than wines from IPM 380 = 15 pg/L. The manganese content in the wine usually ranges from
300 to 400 pg/L. Beside the contamination from protective agents, concentration of manganese is strongly
dependent on content of this metal in soil. For example, Beaujolais region soils are very rich on manganese and
in the wine from this area concentration of manganese up to 4 mg/L can be found (Michlovsky, 2014).

The observed differences in the content of zinc and manganese are in accordance with research
conducted by La Pera et al. who studied the influence of mancozeb, zoxamide and copper oxychloride
fungicides treatment on Mn, Zn, Cu, Cd and Pb residual concentration in Italian red wines and in grapes (La Pera
et al., 2008). Samples from plots treated with mancozeb showed notable higher concentration of zinc in wine and
grapes compared to the untreated samples. Significance of the difference was influenced by the time of last
mancozeb application. Later application resulted in higher amounts of zinc in wine. Manganese concentrations
showed similar trend. Application of above mentioned pesticides also increased the concentration of Pb and Cd
in grapes and wine. This was not confirmed in our research.

The content of other studied elements in leaves, berries and in wine showed in some cases slight
differences between two tested farming systems, however after more detail analysis no meaningful links to the
agritechnique practice were found probably due to the high level of variability of individual samples within the
group. Concentration of elements in wine that are regulated by legislation did not exceeded allowed limits in all

samples.
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2. Total antioxidant activity

The results of comparison of antioxidant activity are presented in Table 4. Kinetic output of the experiment
showed that more than 50% of DPPH radicals were terminated in first three minutes of the experiment. From the
results presented in Table 4 it can be seen that both tested wines have almost identical radical scavenging
abilities. Radical termination ability of organic sauvignon was 1,10 + 0,05 mmol/L of TEAC. Sauvignon from
IPM showed antioxidant activity equal to 1,08 + 0,07 mmol/L of TEAC. Total antioxidant activity is dependent
on grapevine cultivar, but usually total antioxidant activity of white wine varies from 0,3 — 1,2 mmol/L of TEAC
[19]. Based on this range it can be concluded that the tested wine samples have relatively high antioxidant

activity.

Table 4 - Mean relative concentrations of DPPH in time t = 25 min after mixing of radical with samples in
% and conversion to Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC). TEAC values are in mmol/L of
trolox.

Organic Sauvignon IPM Sauvignon

% RC 14,34 + 0,65 16,3+1,1
TEAC 1,1+ 0,05 1,08 £ 0,07

Values are mean + SD of 5 measurements

However results of presented study did not showed any significant difference in antioxidant properties
of wines from organic and IPM farming systems, several studies have shown that cultivation practice can have
important effect on formation of compounds with antioxidant properties. Tinttunen and Lehtonen concluded that
organic wine contains higher concentration of trans-resveratrol (in average 5,6 mg/L in organic against 2,9 mg/L
in conventional wine) (Tinttunen et al., 2001). Vréek ef al. pointed out that organic farming has positive effect of
on formation of gallic acid, syringic acid, chlorogenic acid, flavonols, flavanols and resveratrol in berries which
correlates with higher antioxidation activity of organic wine (Vréek et al., 2011). Higher production of those
compounds is probably connected with the absence of synthetic pesticides in organic viticulture. Plant is
therefore more dependent on metabolically synthesized phytoalexins. For example, resveratrol is natural
phytoalexin with antifungicidal effects. The synthesis of polyphenols can be affected also by the availability of
basic nutrients. It was found that higher availability of phosphorus in soils from organic farming is enhancing
production of those substance or that the amount of nitrogen in soil influences the rate of flavonoids synthesis
(Mitchel et al., 2007).

The difference between our results and above mentioned research could be related by fact that previous

research did not compare organic farming with integrated pest management in viticulture but compared organic
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farming with conventional farming. Unlike the organic and conventional farming systems, the differences
between organic and IPM systems are much smaller. In addition, the same crop rotation management was used
on both types of vineyards included in this study and in 2013 no synthetic fertilizers were used on plots

cultivated under integrated pest management.

CONCLUSION

This study was aimed on comparison of two sustainable systems emphasizing ecological way of
farming using different crop growing and protection strategies. Results of this study showed that quantity and
manner of pesticide application is very important factor affecting the final elemental composition of the
grapevine and wine, especially content of copper, zinc and manganese. The influence of vine growing under
different farming systems on the total antioxidant activity of wine was found to be insignificant in this study.
Both farming systems examinated in this study were able to produce grapes for winemaking which meets quality
and safety standards according to Czech and European legislation. All standards have been met even in difficult
conditions which affected the samples used in this study. The samples were collected in 2013 which was
climatically extreme year, when doses of protection substances were on the limit to sustain profit-making yields.
The information about safety is important for consumers, but also it gives essential feedback for farmers about
the impact of their activity on the characteristics of the crop. It is not possible to make final decision which way
of viticulture is better to follow only on the basis of the elemental composition and antioxidant activity of
farming products. On the other hand such information can help the farmers in optimization process of farming
systems in order to minimize environmental pollution, lower the overall inputs of protective agents and to
increase the quality of production.

This study also confirmed some of the results of previous research about direct impact of vineyard
protective agents on the residual level of metals in the plant. Lots of the residues of metals from pesticides are
adhered to the surface of the berries and they are transferred into the must during the crushing and pressing.
Final concentration of metals in wine is generally lower than in must, thanks to the precipitation and yeast
consumption during the winemaking. However, higher concentration of metals in grape juice at the start of the
fermentation process may negatively influence the yeast growth and performance which is affecting the final
organoleptic properties of wine. The study of rainfall effects on metal residues levels, mentioned in this article,
raised up the suggestion, that washing of grapes before crushing and pressing can lower the metal contamination
of must. Usually, grape washing is not the standard procedure of the winemakers, mostly thanks to the fact, that
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it can affect the natural population of wild yeast on grapes which helps to create terroir properties, but it can be
useful if there is a risk of production spoilage because of the increased application of protective agents in the

seasons with extreme pests pressure leading to exceeding the limit concentration of metals in final product.
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