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SOUHRN

Disertacni prace se zabyva studiem a identifikaci marker za i¢elem charakterizace
potravinaiskych produkti. Pro analyzu potencialnich markera byla pouzita predev§im metoda
mikroextrakce tuhou fazi (SPME) ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci. Pro identifikaci markerQ, odhaleni ptipadnych souvislosti a vnitini struktury dat byly
aplikovany vicerozmérné statistické metody. Daéle byly zkoumany moznosti vyuziti
matematickych transformaci na distribuci datového souboru a naslednou interpretaci
vysledki.

Pro objasnéni odridovych charakteristik vinnych destilati byla aplikovana tzv. clr
(centred logratio) transformace a analyza hlavnich komponent (PCA). Byla identifikovana
skupina terpenickych latek, které lze oznacit jako potencialni markery odridového aroma
vinnych destilatd: o-cymen, limonen, (Z)-f-ocimen, linalool oxid, linalool, isoborneol,
terpinen-4-ol, a-terpineol, (E)-sabinyl acetat a (E)-kalamenen. Terpenické latky, které jsou
podstatnou slozkou tzv. primarniho aroma byly analyzovany také u moravskych destilatt typu
grapa. Pro analyzu byla aplikovdna metoda mikroextrakce tuhou fazi v headspace usporadani
(HS-SPME) a technika piimého ponofeni vlakna do roztoku (DI-SPME) a bylo
identifikovano 61 terpenickych latek. Mezi destilaty typu grapa a vinnymi destilaty byly
zjistény patrné rozdil v zastoupeni terpenickych latek. Kromé vyse uvedenych latek byla
u destilath grapa identifikovana také obsahld skupina sesquiterpenickych latek
(napt. a-ylangen, p-bourbonen, y-kadinen, (E)-nerolidol nebo (2Z,6E)-farnesol). Metoda
HS-SPME byla také vyuzita pro analyzu aromatickych latek ¢eskych a zahrani¢nich chmeld
a pro studium zastoupeni slozek chmelové silice v pivech. V pivu bylo identifikovano
15 terpenickych latek, jejichz zastoupeni do jisté miry souvisi s pouzitym chmelem a technologii
vyroby.

Pii1 studiu fenolickych kyselin ve vinech byla aplikovéana transformace dat a porovnana
klasicka a robustni statistickd metoda PCA. Aplikace clr transformace a robustni varianty
PCA poskytla nejlépe interpretovatelné vysledky. Kyselina vanilova, syringova a gallova byly
identifikovany jako vyznamné markery cervenych vin, kyselina gentisova a kdvova byly
navrzeny jako perspektivni markery technologického zptisobu zpracovani.

Za Gc¢elem studia procesu zrani a k identifikaci potencialnich markert Olomouckych
tvartizkt byla vyuzita metoda mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii.

U syri byly identifikovany nékteré latky, které miizeme oznacit jako markery vhodné



konzumni doby tvartuzka (dimethyl disulfid, propan-2-ol, butan-2-ol) anebo markery kvality
pouzitych surovin (terpenické latky). Paralelné¢ byly tvartizky analyzovany metodou
Ramanovy spektrometrie.

Pro studium aromatického profilu kav druhu Arabika a Robusta byla vyuzita metoda
HS-SPME. Pro statistické zpracovani a hodnoceni aromatického profilu kav byla pouzita
clr transformace, analyza hlavnich komponent a shlukova analyza a bylo identifikovano Sest
aromaticky aktivnich latek (kyselina octova, 2-methylpyrazin, furfural, 2-furfurylalkohol,
2,6-dimethylpyrazin, 5-methylfurfural), na jejichz zakladé bylo mozné rozdélit soubor 30-ti

komerénich kav podle prevladajiciho druhu kévy.



SUMMARY

This dissertation thesis deals with the study and identification of markers for food
products characterization. The solid-phase microextraction (SPME) in connection with gas
chromatography — mass spectrometry (GC/MS) was applied for analysis of prospective
markers. Analytical results were processed by multivariate statistical methods on behalf of the
identification of possible markers and detection of any relations and structures within the
framework of experimental data. Furthermore, the using of mathematical transformations for
data processing and the studying of their effects on the data set distribution and subsequent
interpretation of the results was performed.

So-called clr (centred logratio) transformation and principal component analysis
(PCA) were applied for investigation of the wine distillates varietal characteristics. Some
terpenic compounds (o-cymene, limonene, (Z)-4-ocimene, linalool oxide, linalool, isoborneol,
terpinen-4-ol, o-terpineol, (E)-sabinyl acetate and (E)-calamenene) were identified as
potential markers of varietal aroma of wine distillates. Terpenic compounds, essential
components of the so-called primary aroma, were also analysed in the Moravian grape
distillates. The headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) and method of direct
immersion of fibre into the solution (DI-SPME) were applied. A total of 61 terpenic
compounds were identified in grape distillates. There were found noticeable differences in the
representation of terpenic compounds among grape distillates and wine distillates. In addition
to above mentioned compounds, there was identified a large group of sesquiterpenoic
compounds in grape distillates (e.g. a-ylangene, S-bourbonene, y-cadinene, (E)-nerolidol,
(2Z,6E)-farnesol). HS-SPME method was also used for analysis of aromatic compounds of
Czech and foreign hops, and for profiling of essential oil components in beers as well. A total
of 15 terpenic compounds were identified in beers, which representation could be linked with
the hops and the beer production technology.

The data transformation and comparison of classical and robust PCA was used for the
study of phenolic acids content in wines. Application of clr transformation and robust variant
of the PCA provided better interpretable results. Vanillic, syringic and gallic acids were
identified to be significant markers of red wines, when gentisic and caffeic acids were
proposed as promising markers of technological process.

The solid-phase microextraction in connection with gas chromatography — mass

spectrometry was used in order to study the process of maturing, and even to identify



potential markers of the Olomouc curd cheese. Certain compounds were identified as suitable
markers of maturatuin time (dimethyl disulfide, butan-2-ol, propan-2-ol). Moreover, there was
identified a group of markers discribing quality of raw materials used (terpenic compounds).

HS-SPME was also used for the study of the aromatic profile Arabica and Robusta
coffee. Centred logratio transformation, principal component analysis and cluster analysis
were applied for the statistical processing and evaluation of the aromatic profile of coffee for
particular coffee varieties. There were identified six aromatic compounds (acetic acid,
2-methylpyrazine, furfural, 2-furfuryl alcohol, 2,6-dimethylpyrazine and 5-methylfurfural),
which were essential for distinguishing of 30 coffee samples.
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1 UVOD

Potraviny a potravinaiské vyrobky obsahuji Siroké spektrum latek, které mohou byt
pro dany produkt do jisté miry specifické. Tyto latky, které svym obsahem charakterizuji
ur¢ity produkt a s jistou pravdépodobnosti poukazuji na studované parametry, muizeme
oznacit jako tzv. markery. Z hlediska pivodu bychom mohli markery Vv potravinach rozdélit
na tfi hlavni skupiny latek.

Primarni latky jsou obsazené v pivodni suroviné a do jisté miry tuto surovinu
charakterizuji. Béhem zpracovani jsou tyto latky transportovany do produktu. Mezi tyto
markery fadime napft. primarni aromatické slozky aroma vin a vinnych destilatd, které mohou
byt tzv. markery ,,odridovy vlastnosti“. Do skupiny primarnich latek se tadi napt. i slozky
chmelové silice, které se béhem vyroby dostavaji do piva a dodavaji mu nezaménitelné
chmelové aroma.

Sekundarni latky jsou produkované b&hem vyrobniho procesu z latek obsaZenych
Vv puvodni suroving. Tyto latky jsou formovany chemickymi, enzymatickymi nebo termalnimi
reakcemi. Do skupiny muzZeme zatadit napi. aromatické latky, které vznikaji pfi prazeni kavy,
nebo sekundarni aromatické latky vin a destilatt.

Terciarni latky vznikaji v pribéhu skladovani a zrani produktu z obsazenych latek
(z latek primarni a sekundarnich) fadou biochemickych reakci nebo vlivem okolniho
prostiedi. Na zastoupeni terciarnich latek maji vliv pfedevsim podminky skladovani produktu.
Do této skupiny sloZzek aroma mizeme zafadit napi. aromatické latky odpoveédné
za charakteristické aroma zrajicich syru.

Analyza chemickych markerli v potravinach je slozita procedura, ktera vyzaduje
aplikaci vhodné zvolené instrumentalni metody a zafazeni nékteré z extrakcénich technik.
V tfadé pripadi se pro zpracovani a interpretaci chemickych vysledkti vyuzivaji také
vicerozmérné statistické metody analyzy dat, které umozni v obsihlé skupiné latek

identifikovat specifické latky, tzv. markery.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Analyza markeri v potravinach

Pro stanoveni slozek potravin se uplatituji pfedev§im analytické separaéni techniky™,

jako je plynovét?"6 a kapalinova chromatogralﬁegj’8

a také kapilarni elektromigracni
techniky®*!. V modernich aplikacich se b&né& pro identifikaci neznamych latek vyuzivéa
spojeni separacnich technik s hmotnostné-spektrometrickou detekci, které umoznuje ziskat
maximum informaci o struktufe sledovanych analytdi a dosdhnout vysoké citlivosti

detekce!**®

. Pro studium chemické struktury studovanych latek obsazenych v potravinach se
uplatiiuji také spektralni techniky™*.

Plynova chromatografie je nezastupitelnou analytickou metodou pro analyzu tékavych
a semitékavych latek. Umoziuje analyzovat nepoldrni a stfedné polarni latky, které jsou
termicky stabilni. K béZnym aplikacim patii analyza aromaticky aktivnich latek, jako jsou
alkoholy, estery, karbonylové slouceniny, terpenické latky, sirné slouceniny, nitrily,
nitroslouceniny, dale také analyza mastnych kyselin s kratkym fetézcem, glykold, sterold
a oleji>™ ™. Pokud analyzované latky nespliiuji pozadavky pro dostate¢nou tékavost
a tepelnou stabilitu, nemohou byt GC systémem separovany ¢i detekovany, anebo jsou
polarnéjsiho charakteru, je nutné pouzit pfi zpracovani vzorkd nekterou z derivatizacnich
technik'®?!. Hlavnim ugelem derivatizace je odstranéni aktivnich vodikovych atomi
zavedenim nové funkéni skupiny do molekuly. Pro derivatizaci je mozné vyuzit silylace
(BSTFA, TMCS aj.), acylace (acetanhydrid aj.) nebo alkylace (diazomethan aj.). S vyuzitim
derivatizace je mozné pomoci GC systému analyzovat také sacharidy, aminokyseliny,
karboxylové kyseliny, lipidy a lipofilni latky, fenolické latky nebo vitaminy™?*?. Separace
latek je do velké miry ovlivnéna polaritou staciondrni faze. Pro analyzu smési latek
s rozdilnymi body varu se vyuziva teplotniho programu. K detekci se nejCastéji vyuziva
plamenové-ionizaéni (FID) nebo hmotnostné spektrometricky detektor*® (MSD). Pro dalsi
aplikace lze pro detekci vyuzit napf. detektor elektronového zachytu (ECD), plamenoveé-
ioniza¢ni detektor se soli alkalického kovu (AFID) aj.

Metoda kapalinové chromatografie je zédkladni metodou pro analyzu potravin, ktera

umoziuje analyzovat Siroké spektrum latek, od nepolarnich az po siln€ polarni. Zejména se

ale vyuziva pro analyzu termolabilnich a polarnich latek, které nelze pfevést na tékavou



formu a analyzovat je GC systémem. Stanoveni slozek potravin lze provadét v systému
normdlnich nebo reverznich fazi. Separace analytl je vyznamné ovlivnéna slozenim mobilni
faze (v¢. vlivu pH, iontové sily) a pratokovou rychlosti. Vhodnou volbou chromatografického
systému je mozné identifikovat a stanovit sacharidy, organické kyseliny, aminokyseliny,
vitaminy, pfirodni fenolické latky (anthokyaniny, fenolické kyseliny, flavonoidy), lipidy
a fosfolipidy, biogenni aminy, proteiny, nukleové kyseliny a dalsi vysokomolekularni
organické latky"?"*!, Pro detekei latek se vyuzivéa zejména fotometricky (UV/VIS) detektor
a hmotnostné spektometricky detektor™. Podle charakteru latek se uplatiiuje také fluorescenéni
(FLD), refraktometricky (RID) nebo elektrochemicky (ECD) detektor.

Alternativnimi  analytickymi technikami pro stanoveni slozek potravin jsou
elektromigracni techniky, které pracuji na principu rozdilné migrace iontii na zéklad¢ jejich
rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Kapilarni zonova elektroforéza se
primarn¢ uplatiluje pii analyze makromolekul, separaci proteini a aminokyselin, pfi analyze

32,33 Micelarni

chirdlnich  latek, vitamind, barviv a  organickych  kyselin®
elektrochromatografie umoziuje stanovit elektroneutralni latky pomoci ptidavku povrchové
aktivni latky do zékladniho elektrolytu. Metoda muze byt aplikovdna napf. pro analyzu

. e . . o . 34
vitamin@, antioxidanti nebo barviv®

. Kapilarni izotachoforéza se vyuzivad pro separaci
ionogennich organickych i anorganickych latek’®**% moznosti aplikace jsou z oblasti
analyzy organickych kyselin a bazi, aminokyselin, peptidd nebo proteint. Detekce je
u elektromigracnich technik obdobna jako u kapalinové chromatografie.

Z ostatnich analytickych metod maji uplatnéni i spektralni techniky'®, které poskytuji
dilezité informace o chemické struktute studovanych latek nebo slouzi k povrchové analyze
riznych matric. Radime mezi né spektrofotometrické metody v ultrafialové a viditelné
(UV/IVIS), infracervené oblasti (IR), nuklearni magnetickou resonanci (NMR) a Ramanovu
spektrometrii.

Nedilnou soucésti analyzy potravin je vyber a pouziti vhodné extrakcni techniky37'40.
Klasickymi analytickymi technikami pro izolaci analyzovanych latek od ostatnich slozek
matrice nebo naopak oddéleni balastnich latek od analytu jsou metody extrakce tuha
faze - kapalina (SLE) a extrakce kapalina - kapalina (LLE). Tyto metody umoziuji volbou
rizné polarnich rozpoustédel extrahovat Siroké spektrum latek jako jsou aromatické latky
obsazené ve vinech a destilatech, fenolické latky nebo mastné kyseliny® 3394,

Pro zpracovani kapalnych vzork a extrakci stfedné tékavych a netékavych latek, jejich



selektivnimu zakoncentrovani a odstranéni nezadoucich latek matrice lze pouzit i extrakci
tuhou fazi (SPE), ktera v fad¢ aplikaci nahrazuje klasickou LLE metodu. SPE je vyuzivana
napt. pro zakoncentrovani laktonli, flavonoidii ve vinech nebo aromatickych latek

v destilatech®®3%%*° K extrakei a zkoncentrovani tékavych latek se vyuziva tada dalSich

38,40 37,40

technik, mezi které fadime destilaci s vodni parou nebo headspace metody”"™ jako je
staticka (analyza t€kavych latek v parni fazi nad vzorkem) a dynamicka headspace (stripovani
vzorku inertnim plynem). V fadé aplikaci se pro analyzu aromatickych slozek potravin
uplatnuje metoda mikroextrakce tuhou fazi (SPME), ktera se vyuziva k extrakci analyti
z roztoku (DI-SPME) nebo z plynné faze (HS-SPME) nad kapalnym ¢i pevnym vzorkem.
Vybeérem vhodného vldkna je mozné dosdhnout selektivni extrakce pro analyzované tekavé
a semitékavé latky bez nezadoucich piimési. Metoda umoziiuje mimo jiné prekoncentraci
aromatickych latek z rostlinnych materiald, alkoholickych a nealkoholickych napoji, kavy,

’ o 0 39,46-51
syri nebo meda®* 0>,

2.2 Aromatické slozky alkoholickych napoja

2.2.1 Aromatické slozky vinnych napojua

Mezi vinné alkoholické népoje, které se vyrabi zpracovanim vinné révy fadime vino,
vinovici a grapu. Vino je alkoholicky néapoj, ktery se vyrdbi kvaSenim cerstvych
a rozdrcenych hroznl nebo hroznového mostu. Jeho destilaci je mozné ziskat vinny destilat,
znamy také jako vinovice. Vinovici vSak je mozné oznacit pouze destilat s minimalnim
obsahem alkoholu 37,5 % (obj.), ktery zral ur¢itou dobu v nadrzich®’. Matolinovice (grapa) je
destilat, ktery se vyrabi vyhradné destilaci zkvaSenych vinnych vyliskd (matolin). V zahranici
je matolinovice znama jako Grappa' (Italie), Eau-de-vie de marc (Francie), Bagaceira
(Portugalsko), Tsipouro (Recko) nebo Orujo gallego (Spanélsko).

Tyto alkoholické napoje obsahuji velké mnozZstvi senzoricky aktivnich latek, které
ovliviiuji jejich kvalitu a vlastnosti. Dosud bylo identifikovano vice nez 800 rGznych
latek®®> které se podili na aroma vinnych napoji, avsak pouze maléd ¢ast z nich patii mezi

senzoricky vyznamné latky>. Hlavni skupiny aromatickych latek vznikaji bshem

i Grappa je dle EU chranénym nézvem™, ktery maji pravo uzivat italské distilerie pro destilat vyrobeny z vyliski
hroznti ocisténych o dievité Casti stonkli. Fermentace a destilace musi probihat bez ptidavku vody a jinych
surovin.



technologického zpracovani hrozni, v priitbéhu kvasného procesu, pripadné destilace a zrani
produktt. Obsah latek je ovlivnén odridou vinné révy a také zralosti, kvalitou a pavodem
hroznli. Vyznamny podil na chemickém slozeni maji i podminky technologického zpracovani
a zpaisob a doba skladovani produkta®®®’.

Latky obsazené v rostlinnych buiikdch hrozni nebo v mostu tvoii primarni slozku
aroma vinnych napojd, tzv. odridové aroma®’. Jedna se predeviim o latky ze skupiny
monoterpenoidd (napf. linalool, geraniol, nerol, citronellol a terpeniol), které se vyskytuji
V hroznech ve volné form¢ a urcuji charakteristické odridové tony nékterych aromatickych
odrd vinné révy”’ jako jsou napf. muskatové odriidy. Rada dalsich senzoricky vyznamnych
latek je v hroznech vazana ve form¢ nearomatickych prekurzort. Tyto tzv. prekurzory aroma
jsou pii zpracovani hrozni transportovany do mostu, kde dochazi kjejich pfeménam

na odpovidajici aromatické latky>®®

jako jsou monoterpeny, C13-norisoprenoidy, tékavé
fenoly, C6 slouceniny nebo alifatické a aromatické alkoholy. Nekdy byvaji tyto latky fazeny
také mezi slozky primarniho aroma®®®. Mezi prekurzory aroma patii napf. karotenoidy,
glykokonjugaty, nenasycené mastné kyseliny nebo fenolické kyseliny. V zavislosti na odradé
vinné révy a stupni zralosti hrozni jejich obsah kolisa®® a ovliviiuje i mnozstvi
aromatickych latek s koneéném produktu. Napf. se zvySujicim se stupném zralosti hroznt
se zvySuje obsah tzv. C13-norisoprenoidd. Tyto vyznamné senzorické latky vznikaji
postupnou pieménou karotenoida®’ (B-karoten, lutein a dalsi) obsaZenych ve slupkéch a jsou

67-69

v hroznech vazany ve formé glykokonjugati® ™. Nékteré norizoprenoidy mohou vznikat az

pfi zpracovani hrozni (tzv. neenzymatickou degradaci karotenoidtl) vlivem kontaktu slupek

s mostem’”’%. Mezi senzoricky vyznamné norisoprenoidy’>”’

obsazen¢ ve vinech
a  destilatech  patii ~ napf.  f-damascenon, a-ionon,  f-ionon, vitispiran,
(E)-1-(2,3,6-trimethylfenyl)-buta-1,3-dien (TPB) nebo 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen
(TDN). Zuvedenych latek byl p-damascenon identifikovan jako vyznamna slozka

aroma Gervenych vin nebo odridovych destilati Mugkat™"

, f-lonon je povazovan
za kli¢ovou aromatickou slozku destilatd odriidy Cabernet Sauvignon’”.

Béhem zpracovani hroznii a nasledné fermentace mohou vznikat tzv. C6-sloueniny®
(hexan-1-al, hexen-2-al, hexanol, hex-2-en-1-ol a hex-3-en-1-ol), vyznamné aromatické
slozky obsazené v mostu. K jejich vzniku dochazi pftienzymatické preméné esterti
nenasycenych mastnych kyselin (zejména ethyl linoleatu a linolenatu). Jejich obsah se snizuje

se stupném zralosti hroznti. Béhem fermentace dochézi také ke vzniku senzoricky aktivnich



fenolickych latek (napt. 4-vinylfenol, 4-ethylfenol, 4-vinylguaiakol a 4-ethylguaiakol), které
se tvoii dekarboxylaci volnych hydroxyskoficovych kyselin® %, kyseliny kumarové
a ferulové. Z uvedenych fenolu je 4-vinylguaiakol vyznamnou slozkou odridového aroma
vina Tramin®’.

Vyznamnou skupinu tzv. prekuzort aroma reprezentuji  glykokonjugaty,
tzn. glykosidicky vazané aromatické latky, které do velké miry pfispivaji ke slozce
odriidového aroma®*®838  prednimi zastupci jsou terpenoidy, a v mensi mife také tekavé
fenoly nebo C6-slou¢eniny. K uvolnéni aglykonu (necukerna ¢ast glykosidu) a rozvinuti jeho
aroma dochazi b&hem enzymové nebo chemické hydrolyzy®®. Aromatické odridy jako je
Muskat mohou obsahovat v porovnani s ,neutrdlnimi* odridami hrozni az desetindsobné
mnozstyi® ¢’ glykosidicky vazanych latek. Senzoricky vyznamné latky reprezentuji
monoterpenoidy (linalool, geraniol, roseoxid, eukalyptol a vinny-lakton), které jsou dulezité
zejména pro odriidy bilych vin®, dale t8kavé fenolické derivaty eugenol, guaiakol, zingeron

a methyl salicylat®®*

, nebo vySe uvedené norisoprenoidy. Nékteré dalsi latky mohou vznikat
chemickymi pfeménami béhem fermentace, kdy dochdzi v aglykonech plisobenim kvasinek
ke strukturalnim zmé&nam (napf. redukce geraniolu na citronellol)*”.

K aroma vina a destilatt mohou pfispivat i dalsi terpenické latky ze skupiny
sesquiterpenoidi®™. Tyto latky jsou je v hroznech pravd&podobné obsaZeny ve formé
glykokonjugétii a k jejich uvoln&ni dochézi vlivem enzymové hydrolyzy®™. Tyto zavéry
nejsou ale dostate¢né podloZeny, protoZe problematika obsahu terpenickych latek obsaZzenych
ve vinné révé byla doposud zaméfena piedev§im na skupinu monoterpenickych latek.
Nedostatecné vysvétleni vyskytu sesquiterpenti v hroznech miize byt zpisobeno také
nevhodné zvolenymi extrakénimi technikami pro jejich izolaci nebo jejich malym vyskytem
u studovanych odrid vinné révy. V hroznech nékterych némeckych odrid (Tramin, Miiller
Thurgau, Optima aj.) byly identifikovany sesquiterpenické latky o-kopaen, pg-ylangen,
[-bourbonen,  p-karyofyllen, a-humulen, o- a J-muurolen, f-selinen, «-farnesen,

6393 U §panélskych odriid rovnéz farnesol®*®. U odridy Baga a Shiraz byly

96,97

y- a o-kadinen aj.
sesquiterpenické latky identifikovany jako volné slozky aroma™"'. Béhem vyroby vin ziejmé
nedochdzi k jejich dostatenému prenosu do mostu a proto nejsou ve vinech a tudiz ani
ve vinnych destilatech b&zné obsazeny. Vyjimkou jsou napf. sladkd madeirska vina®®®,
u kterych byl identifikovan farnesol, nerolidol, y-eudesmol, a-kadinol a z-muurolol. Naproti

tomu jsou sesquiterpenické latky béznou slozkou matolinovych destilatli, zejména pokud se



jedna o destilaty vyrobené z aromatickych odrid Muskat, Miiller Thurgau nebo Tramin'®.

Technologie vyroby matolinovych destilati spociva v pfimém (dlouhodobém) kvaSeni
drcenych hroznti a tudiz se mohou tyto latky z hroznl 1épe uvolnit a piejit do kvasu.
Aromatické slozky hroznl byly v fad¢ studii vyuzity pro uréeni odridového aroma vinné
révy. Mizeme tedy predpokladat, ze mohou byt prospéSné pro odhaleni eventudlniho

falSovani vin a odridovych destilatt.

Majoritni ¢ast aromatickych latek obsazenych ve vinech a destilatech tvofi
tzv. sekundarni aroma. Tyto latky jsou formovany za pusobenim kvasinek Saccharomyces
cerevisiae’™ b&hem technologického zpracovani hrozni a kvaseni mostu chemickymi,
enzymatickymi a termalnimi reakcemi (tzv. Maillardova reakce). Predstaviteli sekundarniho
aroma jsou vyssi alkoholy, estery, tékavé kyseliny, karbonylové slougeniny, aj.** Jejich obsah
je ovlivnén slozenim kvasu a riznymi fermentaénimi podminkami'®. Vyznamné rozdily
ve sloZeni zptisobuji také réizné kultury kvasinek'®.

Alkoholy se vyznacuji vyraznymi senzorickymi vlastnostmi a zejména u destilatl
predstavuji majoritni slozku sekundarniho aroma**%*. V zavislosti na koncentraci mohou mit
pozitivni (ovocné tony vin a destilatd piinizSich koncentracich) nebo negativni vliv
(pii vysSich koncentracich) na aroma’®. Hlavnim zéstupcem je ethanol, ktery je dulezity
pro zrani vin a destilatl, jejich stabilitu a senzorické vlastnosti. Ovliviiuje také mnozstvi
produkovanych aromatickych latek a hraje dalezitou roli pti extrakci barviv a tiislovin béhem
vyroby cCerveného vina. Ze skupiny vysSich alkoholi miZzeme uvést propanol,
2-methylpropan-1-ol, 2-methylbutan-1-ol, 3-methylbutan-1-ol a pentan-1-ol, pficemz
3-methylbutan-1-ol a pentan-1-ol patfi mezi hlavni senzoricky vyznamné alkoholy obsazené
v destilatech'®. Z aromatickych alkoholi je vyznamny 2-fenylethyl alkohol, a ve vinech také
tyrosol. Jejich obsah se lisi u jednotlivych odrid vin, obecné se uvadi, ze obsah alkoholu
u cervenych vin je vy$$i nez u bilych vin®. Rozdil je ziejmé& spociva v ruzném
technologickém zptisobu zpracovani hroznt.

Dtlezitou slozku aroma prestavuji mastné kyseliny (MK), zejména nasycené
a nerozvétvené MK. Mezi hlavni zastupce niz§ich MK patii kyselina octova, kterd ve vinech
predstavuje az 90 % z celkové obsaZzenych MK dale kyselina propionova, maselna
a mlécna, které vznikaji jako vedlejsi produkty béhem fermentace. Kyseliny C8, C10 a C12
jsou produkovany kvasinkami jako meziprodukty biosyntézy C16 a C18 kyselin a spole¢né



s ethylestery jsou pfirozenymi slozkami alkoholickych népojti. Mald ¢ast mastnych kyselin
jako jsou kyselina olejova (18:1), linolova (18:2), linolenova (18:3) a palmitolejova (16:1)
a kyselina palmitova (16:0) pochdzi pifimo z hroznl, kde se vyskytuji vazané ve formeé

108109 " Kyseliny C14-C18 jsou ve vinech zastoupeny jen v nizkych koncentracich,

lipida
ovSem predstavuji podstatnou slozku matolinovych destilata.

Charakteristické ovocné tony do aroma vnasi estery™ > ', které vznikaji pfi pHimé
enzymové esterifika¢ni reakci mezi alkoholy a mastnymi kyselinami. Vzhledem k velkému
mnozstvi pfitomnych alkoholti a MK jsou estery obsazeny ve velké variabilité. K senzoricky
vyznamnym se fadi ethyl acetat, 3-methylbutyl acetat, 2-methylpropyl acetat, 2-fenylethyl
acetat, a dale ethyl estery nasycenych nerozvétvenych MK C4-C10M21817 Ethylestery jsou
oproti alkoholiim v destildtech obsazeny v daleko nizSich koncentracich, ale protoze maji
nizké prahové hodnoty, mohou i malé zmény v jejich obsahu podstatné ovlivnit celkové
senzorické vlastnosti destilatg®.

Nizké prahové hodnoty vykazuji i karbonylové slouceniny, které jsou spolu
s keto-kyselinami, kli¢ovymi latkami pii biochemické pfeméné aminokyselin a sacharidi

na vyssi atlkoholy118

. Hlavnim zéastupcem aldehydii ve vinech je acetaldehyd, ktery
predstavuje az 90 % z celkového mnozstvi obsazenych aldehydi a je diilezitou slozkou pro
stabilizaci barvy cCervenych vin. ZdalSich aldehydd se ve vinech a destilatech
vyskytuji propan-1-al,  2-methylpropan-1-al,  3-methylbutan-1-al,  2-methylbutan-1-al,

benzaldehyd a také furfural, ktery vznika z obsazenych sacharidi piisobenim vyssich teplot™.

Béhem skladovani a zrani se pomoci biochemickych reakci (oxida¢né-redukéni,
esterifika¢ni, polymeriza¢ni, polykondenzacni a Maillardovy reakce) dotvaii celkové aroma
alkoholickych napoji®’. U vin je toto aroma oznadovano jako buket. Pisobenim ethanolu
dochazi k nardstu obsahu ethyl esterti vyssich mastnych kyselin a vlivem transesterifikacnich
reakci ke snizeni obsahu ostatnich esterti vysSich alkoholti (napt. 3-methylbutyl acetatu aj.).
V této fazi mize také dochazet k oxidaci terpenii ¢i hydrolyze acetatl a ethyl estert mastnych
kyselin. Vsechny tyto reakce pfispivaji ke zménam v aroma. Nékdy mize byt az potlacen
prvotni kvétinovo-ovocny charakter aroma®"%,

Pokud jsou alkoholické napoje skladovany v dfevénych sudech, muze dochazet
k extrakci latek obsazenych ve dievé a do vina a destilatd jsou transportovany dalsi

senzoricky vyznamné latky. Proces je ovlivnén dobou skladovani napoja'?**?, kvalitou



sudi*?'?* a jejich pavodem™® %, Skladovani vin miiZe probihat v dfevénych sudech nebo
specialnich vypalovanych dubovych sudech nazyvanych barrique (tato vina oznacujeme jako
barikova). Za vyznamné latky muzeme oznaéit vanilin, syringaldehyd, kyselinu vanilovou
(prekurzorem je lignin), ruzné hexosy a pentosy (prekurzorem je celulosa), polyfenolické
latky a jednoduché fenoly jako je eugenol, guaiakol, furfural a 5-methylfurfural, mastné

129-131

kyseliny a ostatni latky jako laktony, alkoholy nebo uhlovodiky . Extrahované latky

mohou podléhat fad¢ mikrobidlnich pifemén, jako je redukce furanovych a dalSich
aromatickych aldehydu na ptislusné a1k0h0|y132. To se odrazi i1 na senzorickych vlastnostech,
protoze alkoholy maji vy$si prahové hodnoty nez aldehydy. Tento efekt je zvlaste dualezity

133134 Nekteré latky preménam nepodléhaji, napt. eugenol a guaiakol jsou

135-137

pro barikova vina

. V pritbéhu skladovani mize dochazet kromé extrakce
138,139

stabilnéjsi nez fenolické aldehydy
latek ze sudil 1 k ¢aste¢né adsorbci t€kavych latek jako je linalool nebo ethyl oktanoat
Vsechny uvedené reakce vyznamné ovliviiuji organoleptické vlastnosti a kvalitu vina
a destilatd. Vhodné skladovana vina a destilaty patii mezi vysoce cenéné alkoholické napoje

a uvedené extrahovatelné latky mohou do jisté miry slouzit jako ukazatele kvality produktu.

2.2.2 Aromatické slozky piva

Charakteristické aroma a dal$§i organoleptické vlastnosti piva140 jsou ovlivnény
obsahem celé skupiny latek. Vyznamné slozky aroma pochazeji ze zakladnich pivovarnickych
surovin sladu a chmele nebo jsou formovany v prib&hu vateni piva. Jejich obsah zavisi
na fad¢ faktord jako je druh a pivod pouzitych surovin a jejich mnozstvi, technologické
podminky vyrobniho procesu a druh pouzitych pivovarnickych kvasinek.

Chmel dodava pivu charakteristické chmelové aroma a specifickou nahotklou chut
zprostiedkovanou tzv. a-hotkymi (humulony) a p-hoikymi kyselinami (lupulony)*#***,
Celkovy charakter viiné chmele je dan vzajemnym pomérem vsech slozek chmelové silice.
Na kvalitu chmele a slozeni obsahovych latek ma vliv pida a klimatické podminky v oblasti
péstovani'®. Chmelova silice obsahuje z50-80 % terpenické uhlovodiky. Hlavni podil
vV chmelové silici maji monoterpen S-myrcen a sesquiterpenické uhlovodiky f-karyofyllen

13146147 geské odridy chmele Zatecky polorany &ervenidk byl také

a a-humulen
identifikovan p-farnesen (14-20 %), ktery se u ostatnich chmelt vyskytuje jen ve velmi

malém mnoZstvi nebo neni obsazen vibec**®™°. Pfitomnost farnesenu u &eské odrady je



pohlavng vazanym znakem™". Jeho obsah miZe vlivem nevhodnych skladovacich podminek

kolisat a je ukazatelem Gerstvosti chmele'*!

. Velky podil terpenickych uhlovodikli obsazenych
v chmelové silici se béhem chmelovaru ztraci (vytéka) a do piva piechazi jen mala Cast.
Mnozstvi aromatickych latek je dano nejen odridou chmele, ale i technologii chmelovaru.
Vyznamnou slozkou chmelové silice jsou kyslikaté slouceniny****, které se tvori
béhem zrani, zpracovani a skladovani chmele. Tyto slozky jsou v porovnani s vyse
uvedenymi terpenickymi uhlovodiky l1épe rozpustné ve vode, ochotnéji prechéazeji do mladiny
a do piva, a spoluvytvareji tzv. chmelové aroma piva. K dilezitym slozkdm patii izomerni
mono- a di- epoxidy (humulen epoxid aj.)'°, které vznikaji oxidaci sesquiterpenickych
uhlovodiki S-karyofyllenu a a-humulenu. Obsazeny jsou nékteré estery terpenovych alkoholt
(geranyl acetat, propionat a 2-methylpropionat), které dodavaji chmelové silici kvétinové

143,150

aroma. Pii jejich nasledné hydrolyze se tvofi terpenoidy , zejména terpenické alkoholy

(geraniol, linalool, nerol, a-terpineol aj.) a aldehydy (geranial, neral aj.).

Mimo terpenické latky obsahuje chmel i dal§i senzoricky vyznamné latky'*140152
jako jsou rizné estery karboxylovych kyselin od C3 do C13 (zejména methyl hexanoat,
methyl oktanoat, methyl dekanoat, methyl 4-decenoat, methyl deka-4,8-dienoat,
2-methylbutyl 2-methylpropionat aj.), aldehydy (od C6 vyse, alifatické i aromatické) a ketony

(methylketony od C6 vyse, zejména undekan-2-on).

Slad je jednou ze zakladnich surovin pro vyrobu piva. Jeho kvalita ma velky vyznam
na pozadované chemické slozeni a organoleptické vlastnosti piva. Béhem jeho zpracovani
(tzv. sladovani) dochazi k fadé enzymatickych reakci, které generuji vychozi komponenty
pro nasledné alkoholové kvaSeni. Mezi tyto pochody patii enzymoveé Stépeni obsazené¢ho
Skrobu na maltézu a dextriny pomoci amylazy, rozruSeni celul6zové kostry zrna cytazou nebo

proteolytické Stépeni bilkovin na polypep‘[idy150

.V pribéhu alkoholového kvaSeni dochézi
pusobenim napi. kvasinek Saccharomyces cerevisiae (svrchné kvaSena piva, napi. anglicka
piva typu ,,ale”) anebo kvasinek Saccharomyces uvarum (spodné kvaSena piva plzenského
typu ,,lager) k pfeméné zkvasitelnych cukri na alkohol. Mimo to se v malé mife tvofi i dalsi
senzoricky vyznamné latky, které urcuji chut’ a aroma piva150’153.

Vyssi alkoholy patii k hlavnim zastupcim aromatickych latek a hraji také dulezitou
roli pfi vnimani ostatnich slozek piva. Hlavnimi zastupci jsou 2-methylpropan-1-ol,

2-methylbutan-1-ol, 3-methylbutan-1-ol, propan-1-ol a 2-fenylethyl alkohol*****°. Obsah

10



a zastoupeni vyssich alkoholtd je z&vislé na vybéru vhodnych kvasinek. Obecné se u svrchné
kvasenych piv vyskytuje vyssi koncentrace alkoholl nez u spodné kvasenych piv plzeiniského
typu154. Vyznamny rozdil v obsahu alkoholl je také u piv domaci vyroby, u nichz mize byt
obsah alkoholi az desetkrat Vy§§i150 nez u komercné vyrabénych piv. Tyto rozdily jsou dany
technologii vyroby. Vyssi alkoholy jsou prekurzory senzoricky vyznamnych esterti, spole¢né

s kterymi predstavuji vyznamné komponenty aromatického profilu piv"!*

a jsou
oznacovany za dulezité ukazatele aroma jakostnich pivl41. Estery dodavaji piviim kvétinovo-
ovocné aroma, hlavnimi zastupci jsou ethyl acetat, 3-methylbutyl acetat, ethyl hexanoat, ethyl
oktanoat a 2-fenylethyl acetat™**°. Jejich obsah se ligi podle druhu sladu, jeho sloZeni

a fermentaénich podminek™’

. Vyznamné rozdily v obsahu ethylesteri jsou znamy také
pro pouzité kvasinky. Svrchné kvaSend piva se projevuji kvétinovo-ovocnymi tony,
na kterych se do velké miry podili obsazené estery. Obsah esteri se vlivem esterifikacnich
reakci béhem skladovani a zrani piva zvySuje. Mohou vznikat i dal$i vyznamné estery jako je
ethyl 3-methylbutanoat, ethyl 2-methylbutanoat, ethyl 2-methylpropionat, diethyl sukcinat,
ethyl laktat, ethyl 2-fenylacetat, ethyl formiat, ethyl furoat nebo ethyl cinnamat**®*®,
Vyjimkou je ethyl acetat, jehoZ obsah v pritbéhu skladovani piv klesa'®h,

Pted pocatkem kvaseni se v pivu v tzv. mladiné vyskytuji i organické kyseliny. Jedna
se zejména o kyselinu octovou a propionovou, a niz$i mastné kyseliny C6-C12. Spodné
kvaSena piva obsahuji také napt. kyselinu 2-methylbutanovou a 3-methylbutanovou.
Vzhledem k charakteru kyselin je jejich piitomnost v pivu ve vySSich koncentracich
nezadouci*®. Dalsi slozky aroma, jako jsou karbonylové slouceniny, mohou vznikat oxidaci

alkoholfi, odbouravanim aminokyselin'*°*>

, nebo se do piva dostavaji jako slozky chmele.
Hlavnim  zastupcem aldehydi je acetaldehyd. Dale se v pivech vyskytuji
butan-1-al, pentan-1-al, 2-methylbutan-1-al, 3-methylbutan-1-al, benzaldehyd nebo
2-fenylacetaldehyd'®. Z ketonii jsou piitomny napf. aceton, butan-2-on, pentan-2-on,
3-hydroxybutan-2-on a 4-methylpentan-2-on. Béhem starnuti piva se vlivem oxidace muze
zvySovat obsah nékterych ketont (napf. 4-methylpentan-2-onu, 3-methylbutan-2-onu)
a vicinalnich diketond (pentan-2,3-dionu, diacetylu)****%®,

ZplUsob nasledné upravy (napf. pasterizace) a skladovani piva se také podili
na celkovém aroma piva. Ptikladem jsou lezacka piva, ktera ziskavaji svou jedine¢nou chut
a aroma dlouhodobym skladovanim za vhodnych podminek. Béhem starnuti piva dochézi

k dalsim chemickym zménam ve slozeni, jako je degradace aminokyselin, oxidace vyssich

11



alkoholi. nebo kondenzace karbonylovych sloucenin sjinymi latkami obsazenymi

163-165

Vv pivu Mohou vznikat také nékteré heterocyklické slouceniny jako furfural,

5-hydroxymethylfurfural, 2-propionylfuran, furan a 2-furfuryl alkohol, které jsou urcitymi

143,150,158

ukazateli kvality piva*®*®’. Podle podminek skladovéni (vlivem teploty a intenzity

svétla) mize dochazet i Kk rozkladu a pfeménam mastnych kyselinm&169

a a-hotkych kyselin
na senzoricky nezadouci latky, rizné thioly (3-methylbut-2-en-1-thiol) a nenasycené aldehydy

(2-(E)-non-2-enal).

2.2.3 Biosyntéza terpenickych latek

Terpenoidy" jsou piirodni latky prevazné rostlinného pivodu. Jsou podstatnou slozkou
rostlinnych silic (etherickych oleji) a pryskytic. Mohou také slouzit k ochrané rostlin

v r o1 Nl s . . ’ v ;170
a zprostiedkovavat dulezité interakce mezi rostlinou a okolnim prostfedim

(interakce
rostlina — opylovaé). Jejich struktura je odvozena od jednotek isoprenu, podle poctu
isoprenovych jednotek délime terpenické latky na hemiterpeny (1 jednotka, Cs), monoterpeny
(2 jednotky, Cyo), sesquiterpeny (3 jednotky, Cis), diterpeny (4 jednotky, Cxo) atd. Jako slozky
aroma se uplatiiuji predeviim monoterpenické a sesquiterpenické latky**.

Zéakladnimi stavebnimi bloky pro biosyntézu vSech terpenoidii jsou isopentenyl
difosfat (IPP) a 3,3-dimethylallyl difosfat (DMAPP). IPP a DMAPP mohou vznikat dvéma

nezavislymi drahami'’*'"

(obr. 1). Tzv. MEV (isoprenoidni) cesta vychazi z kondenzace
jednotek acetyl-CoA na mevalonat, ktery je nasledné fosforylovan a dekarboxylovan na IPP.
Druhou cestou je tzv. MEP cesta (cesta 2-C-methyl-D-erytriol 4-fosfatu), ktera vychazi
ze syntézy glyceraldehyd-3-fosfatu a pyruvatu. IPP a DMAPP mohou byt vzajemné
izomerovany pomoci IPP izomerasy. Kondenzace dvou jednotek C5 (tedy IPP a DMAPP) je
katalyzovana enzymem prenyltransferasou. V piipadé, Ze se jedna konfiguraci ,,hlava-pata®,
vznikd geranyl difosfat (GPP), ktery je prekurzorem pro monoterpenoidy limonen, linalool

a eukalyptol aj. V ptipad¢ konfigurace ,,pata-pata se jedna o neryl difosfat (NPP), prekurzor

p-fellandrenu nebo a-terpinenu.

" Termin terpeny se pouziva pro oznaceni terpenickych uhlovodikt (napf. limonen). Jako terpenoidy (resp.
terpenické latky) se oznacuji latky, které maji v molekule obsazenou nékterou funkéni skupinu. Jedna se tedy
napft. o alkoholy (linalool), aldehydy (neral), ketony (karvon), ethery (roseoxid), estery (geranyl acetat) aj.
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Obr. 1 Biosyntéza terpenickych latek™.
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Obr. 2 Piehled n&kterych terpenickych latek™.

Reakci GPP sdalsi molekulou IPP dochazi v ptipadé klasické konfigurace
»hlava-pata® k syntéze farnesyl difosfatu (FPP) nebo konfiguraci ,pata-pata® k syntéze
Z,2-FPP™ vychozi slouceniny pro biosyntézu sesquiterpenti. Eliminaci kyseliny
pyrofosfore¢né z molekuly FPP dochazi k syntéze f-farnesenu, S-karyofyllenu, nerolidolu aj.
Z,Z-FPP je prekurzorem napt. a-santalenu nebo endo-a-bergamotenu. Adice dalsi jednotky
IPP vede k tvorbé geranylgeranyl difosfatu (GGPP), prekurzoru pro tetraterpeny. Dalsi reakce
vzniku polyterpent jsou analogické171'172.

Monoterpeny, sesquiterpeny a diterpeny se vyskytuji v podstaté v celé rostling

(kvétech, listech, plodech, semenech i kofenech). Jejich produkce je pro jednotlivé rostlinné
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druhy specifickd a 1i§$i se navzdjem 1 mezi prislusSnymi varietami jednoho druhu

(napf. piitomnost f-farnesenu u odriidy chmele Zatecky polorany Servenak 4>

). Proto pravé
terpenické latky mohou slouzit jako urcité markery odridovych vlastnosti. Pfiklady nékterych

terpenickych latek jsou na obr. 2.

2.3 Fenolické kyseliny ve vinech

Fenolické kyseliny patii mezi vyznamné sekundarni metabolity rostlin®1"* rozsitené
v celé rostlinné i, Sekundarni metabolity zastavaji v rostlinach rizné specifické funkce.
Fenolické kyseliny maji antibakterialni u¢inky a také antioxidacni vlastnosti. Zastoupeni
fenolickych kyselin je pro dané rostlinné druhy specifické a stejné jako u ostatnich
sekundarnich metabolitli se mtize mezi ptisluSnymi varietami rostlinnych druht ligit'"®,
Fenolické kyseliny se déli podle chemické struktury na derivaty kyseliny
hydroxybenzoové (C6-C1 struktura) a derivaty kyseliny hydroxyskoficové (C6-C3). Hlavnimi
derivaty hydroxybenzoovych kyselin jsou kyselina gallova, gentisova, p-hydroxybenzoova,
protokatechova, syringova, salicylova a vanilova (tab. 1). Mohou se vyskytovat v ruznych
castech hroznli, pfedevS§im jsou obsazeny ve slupkach. Obvykle se nachazi ve volné

(177-179 180,181
formé

, vazané s cukry, organickymi kyselinami nebo vdzané na bunécné stény
napt. ve form¢ lignini. Kyselina gallova je také soucasti tannint (tfislovin). Dimerizaci
kyseliny gallové vznikd kyselina ellagova, jeden z nejbéznéji se vyskytujicich rostlinnych
metabolitli, kterd je prekurzorem tzv. ellagotanninﬁm. Hydroxybenzoové kyseliny jsou
ve vinech obsazeny V rizném mnozstvi, které zavisi na odridé hrozni a podminkach
péstovani. Z hydroxybenzoovych kyselin ma ve vinech nejvyssi zastoupeni kyselina gallova,
kterd nepochdzi pouze zhroznli, ale vznikd také hydrolyzou z hydrolyzovatelnych

a kondenzovanych tanninii béhem vyroby a skladovéani vin®"®®

. Ve vinech mohou byt
pfitomny také dalSi derivaty kyselin, napt. ethyl ester kyseliny vanilové, p-hydroxybenzoové,

methyl ester kyseliny vanilové a protokatechové®®*.
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Tab. 1 Struktura hydroxybenzoovych kyselin

Kyse“na R, R, R; R, COOH
gallova H OH OH OH R
gentisova OH H H OH 1
p-hydroxybenzoova H H OH H
protokatechové H OH OH H R Rz
salicylova OH H H H Rs
syringova H OCHg; OH OCHg;
vanilova H OCH;, OH H

Hydroxyskoficové kyseliny (C6-C3) patii do skupiny fenylpropanoida®’. Hlavnimi
zastupci jsou kyselina kavova, p-kumarova, ferulova a sinapova (tab. 2). Bézné€ se mohou
v hroznech vyskytovat vazané predev§im ve formé esterii s kyselinou chinovou (kyselina
chlorogenova) a kyselinou vinnou nebo vézané ve formé glykosidii (estery glukozy)*®. Volné
kyseliny jsou v podstaté produkty chemické nebo enzymatické hydrolyzy. Vzhledem Kk jejich
skeletu (obsahuji nasobnou vazbu) se mohou vyskytovat v cis- nebo trans- konfiguraci.
V rostlinach se vyskytuji hlavné v trans-forme, kterd je stabilngj$i, ale plisobenim UV zéfeni
mohou prechazet na cis-formu. Hydroxyskoticové kyseliny jsou primarné lokalizovany
v pevnych ¢astech hrozni. Jejich obsah v hroznech je ovlivnén odriidou vinné révy, stupném
zralosti (se zvySujicim se stupném zralosti obsah klesa® "), klimatickymi a geografickymi
podminkami péstovénil73’185‘186. V prub¢hu technologického zpracovani hrozni, fermentace
a zrani vina dochazi vlivem biochemickych reakci k dotvareni vysledného profilu
kyselin'31818 volné formy hydroxyskoficovych kyselin mohou b&hem zpracovéani vina

slouzit také jako prekurzory aromaticky aktivnich vinylfenolt®®

(pouze kumarova
a ferulova). Obsah hydroxyskoficovych kyselin je v mostu a mladych vinech relativné maly,
ale béhem skladovani vin se jejich obsah zvySuje. Ve vinech se vyskytuji jako volné nebo
ve formé esterd s kyselinou vinnou, které jsou hydrolyzovatelné a poskytuji volné kyseliny.

Kyselina chlorogenové se ve vinech nevyskytuje®’.

Tab. 2 Struktura hydroxyskoticovych kyselin

COOR;
Kyselina R; R, R; =
kavova OH H H
p-kumarova H H H
ferulova OCH; H H
sinapova OCHg3 OCHg; H Ry R,
OH
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Biosyntéza fenolickych kyselin probihd nékolika navzdjem nezéavislymi
metabolickymi drahami. Principialné se uplatiiuji dvé hlavni metabolické drahy'**"®. Jednou
z nich tzv. polyketidova cesta, ktera je pokraCovanim biosyntézy mastnych kyselin. Tato cesta
vychézi z kondenzace kyseliny octové nebo kyseliny propionové a dochazi k tvorbé
poly-B-ketonického fetézce. Tato draha je dulezita pro syntézu m-substituovanych latek.
Druhou moznosti je Sikimatova draha, ktera vychazi z metabolismu sacharidi. Dilezitymi
latkami jsou erytrosa-4-fosfat a fosfoenolpyruvat, které poskytuji kyselinu Sikimovou. Tato cesta
vede Kk biosyntéze dvou aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu, které jsou
dalezitymi prekurzory fenolickych latek. Touto cestou také vznikaji latky substituované
Vv 0- a p- poloze.

Biosyntéza hydroxyskoficovych kyselin vychazi z Sikimatové cesty (z fenylalaninu)

VL8 (lignin, flavonoidy, kumariny aj.).

a je soucasti metabolismu fenylpropanoidi
Dekarboxylace fenylalaninu poskytuje kyselinu skoficovou. Reakce je katalyzovana
enzymem fenylalanin-amoniak lyasa (PAL). Z kyseliny skoficové vznikaji naslednymi reakcemi
ruzné fenolické kyseliny. Navazanim hydroxylové skupiny vznika kyselin p-kumarova, reakce je
katalyzovdna enzymem cinamat-4-hydroxylasa (CA4H). Systémem naslednych reakci vznikaji
dalsi hydroxyskoticové kyseliny. Kyselina kdvova vznikd hydroxylaci kyseliny p-kumarové,
jeji naslednou methoxylaci vznika kyselina ferulova. Kyselina p-kumarova mize v nékterych
ptipadech vznikat také ztyrosinu. Preferovand biosynteticka draha se u jednotlivych
rostlinnych druhii 1i§i*®. Hydroxyskoficové kyseliny jsou dilezitymi prekurzory lignind,
flavovoidu a dal$ich polyfenolu (obr. 3).

Biosyntéza hydroxybenzoovych kyselin vychazi také z Sikimatové drahy'’**"®
Dilezitym metabolitem je kyselina 3-dehydroSikimova, ktera je prekurzorem pro kyselinu
gallovou a kyselinu protokatechovou. Radou enzymatickych reakci dochazi také k preméné
3-dehydrosikimatu na derivaty kyseliny benzoové, jako je kyselina salicylova a kyselina
gentisova. Hydroxybenzoové kyseliny mohou vznikat také z hydroxyskoficovych kyselin
tzv. ,B-oxidacil?l’lm, napf. z kyseliny kumarové vznika kyselina hydroxybenzoova, z kyseliny
ferulové kyselina vanilova, z kyseliny sinapové kyselina syringova apod. Dal§imi reakcemi, které
zahrnuji hydroxylace a methylace, mohou vznikat dal§i hydroxybenzoové kyseliny, analogicky
jako u hydroxyskoficovych kyselin. Hydroxybenzoaty mohou vznikat také degradaci
flavonoida™®. Biosyntéza hydroxybenzoovych kyselin patfi mezi mén¢ prostudované drahy

Vv porovnani s biosyntézou hydroxyskoficovych kyselin. Pfi syntéze fenolickych latek se totiz
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Casto uplatnuje pouze konkrétni ¢ast drahy podle danych potieb a preferenci pfislusného

rostlinného druhu’’®.

OH
PAL
SHIKIMATE PATHWAY | — — —= @ — = oH >
NH
& 2 h COOH COOH COOH
COOH COOH benzoic acid salisylic acid | p-hydroxybenzoic acid
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HO OH
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COOH T
OCH
gallic acid OH COMT :
' OH pentagalloylglucose
HO OH
HO. O :.: COOH COOH
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Obr. 3 Biosyntéza fenolickych latek™®.
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2.4  Aromatické slozky syru

Typické aroma a chut’ syru jsou komplexnim vjemem, na které ma vliv pifedevs§im
puvod pouzitych surovin a zpisob jejich technologického zpracovani. Zakladni surovinou
pro vyrobu syru je kravské, kozi, ov¢i nebo buvoli mléko. Mléko se dale upravuje pfirozenym
tzv. kyselym srazenim (tzv. kyselé, tvarohovité syry) nebo srazenim pomoci syfidla a v ném
obsazenych enzymt (tzv. sladké syry). Na vysledné slozeni syrtit ma vliv nejen technologicky
zpusob zpracovani mléka, ale i podminky pro zrani produktu a mikroorganismy pouzité zraci

191,192

kultury . Bylo prokazano, ze schopnost produkovat aromatické slouceniny je vysoce

zavisla na individualnim kmenu bakterii’®**®. Napiiklad pro syry zrajici pod mazem
(Romadutr, Olomoucké tvartuzky, Limburger) je dulezita kultura Brevibacterium linens,
pro syry s plisni na povrchu (Hermelin, De Brie) smésna kultura Penicillium camemberti
a Penicillium caseicolum a pro syry s plisni uvnitf (Roquefort, Niva) kultura Penicillium
roqueforti*®%*%,

Senzoricky aktivni latky vznikaji béhem hlavnich metabolickych procesti z mlécné
bilkoviny a tukli obsazenych v mléce™®>. Tyto procesy zahrnuji proteolyzu a katabolismus
aminokyselin, lipolyzu a katabolismus volnych mastnych kyselin, glykolyzu zbytkové laktozy
a katabolismus laktatu, a katabolismus citratu. K aktivaci procesii dochazi plsobenim
endogennich enzymut obsazenych v surovém mléce, vlivem srazecich enzyml nebo

mikrobialnich enzymﬁl%.

Prevaznd ¢ast uvedenych mikrobidlnich, biochemickych
a chemickych pochodli probihd béhem zrani, kdy syry ziskavaji své specifické vlastnosti.
Obsah cCetné skupiny aromatickych latek a predevsSim jejich vzajemny pomér mohou byt
prostfedkem pro charakterizaci jednotlivych syrt.

Hlavnimi prekurzory aromatickych latek obsazenych v syrech (methyl ketong,
alkoholu, laktonu a estert) jsou mastné kyseliny. Volné mastné kyseliny (>C4) vznikaji
lipolyzou mlé&ného tuku z triglycerolis nebo odbouravanim aminokyselin'®*%. K lipolyze
dochazi vlivem enzymatického piisobeni lipazy obsazené v mléce, nebo vlivem mikrobidlni
lipazy. Mensi podil volnych mastnych kyselin (obecné s 2 az 6 uhlikovymi atomy) pochézi
z rozkladu laktézy a aminokyselin. Kyseliny s krat§im fetézcem lze také odvodit oxidaci

200,201

od ketont, esteri a aldehydi . Na obsah té€kavych mastnych kyselin v syrech ma velky

vliv pH prostiedi. Pouze protonované¢ formy mastnych kyselin jsou aromaticky aktivni

202

a prispivaji k aroma syri™“. Vyznamnymi MK jsou kyselina octova a propionova, které jsou

hlavnimi slozkami pro syr Cedar a Emental®®, kyselina butanova pro plisfiovy syr
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Camembert a zraly nizkotu¢ny Cedar'®, a dale kyselina pentanova, hexanova, dekanova

a dodekanova. Pro aroma kozich a ov¢ich syri jsou senzoricky vyznamné Kyselina nonanova

K201,204

a rozvétvené M , zejména kyselina 2-methylbutanova a 3-methylbutanova (produkty

odbourdvani aminokyselin isoleucinu a leucinu). Dulezitymi jsou také kyselina linolova
a linolenov4, které jsou vyznamnymi prekurzory pro osmi-uhlikaté slouceniny 2%
(1-okten-3-on, 1-okten-3-ol aj.).

Pro aroma syri zrajicich na povrchu a syri s modrou plysni (P. roqueforti, candidum
nebo G. P. camemberti) jsou senzoricky vyznamnymi slozkami ketony a methylketony.
Methylketony vznikaji zvolnych mastnych kyselin pfi lipolyze mlééného tuku'®.
Mezi vyznamné patii heptan-2-on, oktan-2-on, nonan-2-on, dekan-2-on a undekan-2-on.
Ze senzorického hlediska je také dulezity 1-okten-3-on, ktery ptispiva k aroma zralych syri

205208 Dylezitym diketonem je butan-2,3-dion,

a je obvykle spojovan s houbovym pachem
ktery je formovan z metabolismu laktozy a citratu. Jeho produkce je podminéna aktivitou
mléénych bakterii®®.

Deaminaci aminokyselin a neenzymatickou Streckerovou degradaci pii termickych
procesech béhem zrani syri dochazi ke vzniku aromaticky vyznamnych aldehydﬁzos‘zm.
Fenylacetaldehyd je dilezitou slozkou aroma pravé italské Mozzarelly, aldehydy
s rozvétvenym  fetézcem  jako je  2-methylpropan-1-al,  2-methylbutan-1-al

a 3-methylbutan-1-al jsou charakteristické pro zralé a plisiové syry’>#+?12 Mezi

senzoricky
vyznamné patii i nerozvétvené aldehydy® butan-1-al, pentan-1-al, hexan-1-al a nonan-1-al.
Aldehydy jsou vSak pouze ptechodné latky, které jsou béhem kratké doby pieménény
na odpovidajici kyseliny nebo alkoholy. Ze skupiny senzoricky vyznamnych alkoholt
mizeme uvést 2-fenylethyl alkohol®?, ktery byl identifikovan jako jedna ze senzoricky
vyznamnych slozek aroma koziho syra a také u Olomouckych tvartizki®. Pro Cerstvé syry je
charakteristicka ptitomnost 3-methylbutan-1-olu. Dalsim senzoricky vyznamnym alkoholem
je 1l-okten-3-ol, ktery je jednou z hlavnich aromatickych slozek mékkych syru Camembert
nebo Mozzarella, a také slozkou aroma nékterych tvrdych syr (Grana Padano). Intenzita jeho
vnimani se zvySuje v piitomnosti 1-okten-3-onu®®*?*. To je disledek synergického puisobeni,
tzn. ze intenzita aroma latek s podobnymi aromatickymi vlastnostmi se s¢itd. Sekundarni

alkoholy, jako je heptan-2-ol, byly identifikovany v aroma syru Gorgonzola ¢i Grana Padano

201 'Sekundarni alkoholy vznikaji enzymatickou redukei pfislugnych methyl ketoni.
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Sladké kvétinovo-ovocné aroma syrt je dano piitomnosti senzoricky vyznamnych
ester, které wvznikaji esterifikaénimi reakcemi mastnych Kyselin s primarnimi
nebo sekundarnimi alkoholy*®*?®. Ethyl butanoat, ethyl hexanoat a ethyl oktanoat patii
k hlavnim slozkém zrajicich syrd typu Ementdl, Cedar & Gorgonzola®®. Ethyl
2-methylpropionat a ethyl 3-methylbutanoat patii mezi vyznamné slozky aroma syru

212 3 2-fenylethyl acetat syru Camembert®™.

Mozzarella

Rada klicovych senzoricky vyznamnych latek je produkovdna z metabolismu
aminokyselin, které vnikaji proteolyzou kaseinu. Rozkladem aminokyseliny methioninu
vznikaji sirné slouceniny®®?’, které se vyznaluji silnym &esnekovym aroma a vini
ptezralého syra. Jejich prahové hodnoty jsou velice nizké. Ve velké mife se podili na aroma

192,201

plistovych syri a syri zrajicich pod mazem . Hlavni sirnou slouceninou je methional

(3-methylsulfanylpropanal), ktery muze pii nizkych koncentracich pozitivné pfispivat

0 218

k celkovému aroma sy . Dal$i vyznamnou slozkou je methanethiol, ktery je prekurzorem

fady vyznamnych sirnych latek, jako je dimethyldisulfid (DMDS) a dimethyltrisulfid

(DMTS). Methanthiol je produkovan z aminokyseliny methioninu®® ¥

adou mikroorganismil
(P. camemberti, G. candidum a B. linens). Zvlast¢ B. linens jsou klicovymi kulturami
produkce sirnych latek u syrd zrajicich pod mazem (Olomoucké tvartzky) a syrt s plisni
na povrchu (Camembert)?®*#°, Aminokyseliny valin a tryptofan jsou prekurzory dusikatych
latek. Ze skupiny pyrazini*®*??° se v syrech vyskytuji napt. 3-isopropyl-2-methoxypyrazin,
2-isobutyl-3-methoxypyrazin, 2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin a 2,3-diethyl-5-methylpyrazin.
Indol je hlavni dusikata slozka syru Mozzarella a skatol vyznamné piispiva k vini syru

|193:201220 R ozkladem aminokyseliny tyrosinu vznikaji fenolické létky193’221,

Ementa
které pfispivaji k aroma syrit jiz pii velmi nizkych (prahovych) koncentracich, avsak
pfi vysSich koncentracich mohou nepfizniv€ plsobit na aroma syrid a mohou zplsobovat
nepiijemny zapach. Hlavnim zastupcem je p-kresol jako majoritni slozka aroma syru
Cedar®®.

Z dalsich latek mizeme uvést napt. laktony, které vznikaji z hydroxymastnych kyselin

z metabolismu triacylglyceroli®®.

Vzhledem Kk nizkym prahovym koncentracim jsou
y- a 0- laktony dtlezité pro celkové vnimani aroma. Mezi laktony vyskytujici se v syrech patii
o-lakton, slozka syri Camembert a Emental, a také J-oktalakton a J-dodekalakton, slozky

aroma syru Cedar.
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Uvedené metabolické drahy mohou byt ovlivnény jak surovinami a zracimi kulturami,
tak i podminkami pro zrani syri. Vyznamnymi parametry, které je nutné pii vyrob¢ syru
kontrolovat jsou teplota a vlhkost vzduchu, které se také do jisté miry podileji na jedine¢nosti
syri. Diky tomu maji syry, svou pfizna¢nou chut’ a charakteristické aroma.

Kromé uvedenych latek mohou syry obsahovat i terpenické latky, které nepochdzi

z vyse uvedenych metabolickych drah, ale maji ptivod v rostlinné potravé dobytka. Vyskytuji

se Casto V syrech, které jsou vyrabény z mléka pasouciho se dobytka223

a u ruéné vyrabénych
syri. Mezi nejastéji vyskytujici se terpenické latky patii a-pinen, linalool, terpineol

|192,201

a isoborneo . Terpeny obsazené v syrech mohou do jisté miry slouzit jako markery

kvality pouzitych surovin.

2.5 Aromatické slozky kavy

Kéva patii pro svou chut’ a nezaménitelnou viini mezi celosvétové oceflované néapoje.
Aroma kévy je znaén& komplexni viem. Doposud bylo identifikovano vice nez 800 latek?*,
které ptispivaji k celkovému aroma kavy. Obsah aromatickych latek je siln¢ zavisly na odrade

225 lokalité jejiho péstovani®®??® a podminkach pouzitych pii zpracovani (praZeni,

zpuisob baleni a skladovani?®*?"). Na trhu jsou k dostani predevsim kavy z oblasti tropické

kavy

Afriky, Stiedni a Jizni Ameriky a jizni Asie®®’. Mezi nejvice cenéné produkty patii plody
kavovniku Coffea arabica (kavovnik arabsky), ktery zaujima majoritni podil trhu v celkové
produkci kavovych zrn (piiblizné 70 %), a Coffea canephora (kavovnik robusta) Citajici
pfiblizné€ 25% z celosvétoveé produkce kévy229’233.

Hlavnimi slozkami neprazenych kavovych zrn jsou sacharidy (fruktosa, glukosa,
arabinosa aj., 5 — 15 %) a polysacharidy (hemicelulosa, celulosa, 34 — 53 %), lipidické
slouCeniny (vosky, oleje, 8 - 18 %), kyseliny (kyselina octova, chinova, 1 — 3 %; kyselina
chlorogenova 6 — 12 %), bilkoviny (8-12 %) a dalsi dusikaté latky (volné aminokyseliny,
kofein, trigonellin, 1 — 4 %), které jsou prekurzory fady senzoricky vyznamnych latek®*.

~ , . s oia . XL A . C a1 2272352
Cerstva neprazena kava obsahuje také nékteré aromaticky aktivni latky™" 35236

, jako jsou
alkoholy (pentan-2-ol, 3-methylbutan-1-ol, 3-methyl-3-buten-1-ol, 2-fenylethyl alkohol),
karbonylové slouceniny (pentan-2-one, heptan-2-on, 3-hydroxybutan-2-one,
3-methylbutan-1-al, hexan-2-al, 2-nonen-1-al aj.) nebo estery (butyl acetat, 2-methylpropyl

acetat, butyl acetat, 3-methyl-1-butyl acetat aj.). Identifikovana byla také skupina
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k

terpenickych latek”>’, monoterpeny a- a f- pinen, fp-myrcen, limonen, kamfen, sabinen,

thujen, sesquiterpeny kopaen, p-bourbonen, karyofyllen, a-humulen nebo D-germakren.
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Zastoupeni obsazenych latek se muize lisit jak stupném zralosti kavovych zrn“>, tak i vlivem

skladovacich podminek (teplota, vlhkost)*>%.

Klicovym procesem pro tvorbu hlavni skupiny aromatickych latek je prazeni
kavy??*?%28  pyi prazeni dochazi v kavovych zrech k pfem&n& obsaZenych $krobu
na jednoduché sacharidy, jako je glukdza nebo fruktdza. Tyto sacharidy spole¢né s ostatnimi
sacharidy obsazenymi v kavé Castecné¢ karamelizuji za vzniku riznych furanii (furaneol,
furfural, 2-furfuryl alkohol, 5-methylfurfural, hydroxymethylfurfural, sotolon, emoxyfuron
aj.), které¢ dodavaji kavé karamelovou pfichut. Fragmentaci sacharidi mize dochazet
ke vzniku kyselin, jako je napf. kyselina mravenci, octova, glykolova a mlécna.

Tepelny rozklad tukl a sacharidi vede k tvorbé slozek tzv. kdvové esen06232’244’245,
kdy dochazi k tzv. Maillardové reakci mezi dusikatymi slouceninami (proteiny, peptidy,
aminokyseliny) a redukujicimi cukry, hydroxykyselinami nebo fenoly. Probiha také
Streckerova degradace, na které¢ se podili aminokyseliny a a-dikarbonylové slouceniny

za vzniku dusikatych heterocyklickych sloucenin a oxazolia?22#

. Mezi slozky kavové esence
se fadi obsahla skupina heterocyklickych sloucenin. Naptiklad aminokyseliny prolin
a 4-hydroxyprolin jsou prekurzory ruznych pyridint, pyrold (1-methyl-1H-pyrol,
2-methyl-1H-pyrol,  1-ethyl-3-methyl-1H-pyrol, aj.) a pyrolyzina (alkyl-, acyl-
a furfurylpyrroly). Aminokyseliny serin a threonin jsou prekurzory pyrazint a alkylpyrazint.
Mezi dilezité se ftadi 2-isopropyl-3-methoxypyrazin a 2-isobutyl-3-methoxypyrazin,
2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin nebo 2,3-diethyl-5-methylpyrazin. Rozkladem aminokyselin
obsahujicich siru (cystin, cystein a methionin) vznikaji rizné merkaptany, thiofeny, thiazoly.
Ze senzorického hlediska jsou pro aroma kavy dualezité 2-furfurylthiol, 2-furanmethanthiol
s praZenou vini pripominajici kavu'® a také 5-methyl-2-furanmethanthiol. Dale vznikaji
nékteré alifatické sirné slouceniny, které reprezentuje methional, dimethyltrisulfid,
methanthiol, 3-methylbut-2-enthiol, 3-methylbut-1-enthiol, 3-merkapto-3-methylbutan-1-ol
nebo 3-merkapto-3-methylbutyl formiat. Mnozstvi obsazeného methanthiolu je uréitym
ukazatelem &erstvosti kavy. Cerstva kéva obsahuje pouze malé mnozstvi methanthiolu
a s dobou skladovani jeho obsah narista®*?%,

Pfi prazeni mohou vznikat také daldi karbonylové slougeniny®® jako je

1-hydroxy-propan-2-on, ethan-1,2-diol diacetat, butan-2,3-dion, pentan-2,3-dion a n¢které
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Streckerovy  aldehydy jako je  acetaldehyd, propan-1-al,  methylpropan-1-al,
2-methylbutan-1-al, 3-methylbutan-1-al a dalsi. Tvorba dusikatych heterocyklickych latek

232

a oxazolu™ (2-ethyloxazol, 2,4-dimethyloxazol aj.) probiha také pomoci Streckerovy

degradace, na které se podili aminokyseliny a a-dikarbonylové slouc¢eniny.

244,247

Dalsi heterocyklické latky vznikaji z trigonellinu (N-methylnikotinova kyselina).

Tento alkaloid obsazeny v zelenych zrnech kavovniku se béhem prazeni kavy rozklada

na kyselinu nikotinovou a t&kavé senzoricky aktivni latky**®

, jako jsou né¢které dalsi pyridiny
(pyridin, 3-methylpiridin a dalsi alkylderivaty), bicyklické pyridiny a pyroly (1-methylpyrol,
1H-pyrol, 2-formyl-1-methylpyrol, 1-furfurylpyrol aj.). Pyridinim je do jisté miry pfisuzovan
negativni vliv na aroma kavy'*,

Soucasné také probiha degradace bilkovin a rozklad kyseliny chlorogenové, za vzniku
kyseliny chinové, hydroxyskoticovych kyselin a dalSich fenolickych latek jako jsou vanilin,
guaiakol, 4-vinylguaiakol a 4-ethylguaiakol. Mohou vznikat i laktony kyseliny chinové
a chlorogenové. Béhem prazeni dochazi také k rozkladu kavovych pigmenti (karotenoidi)
za vzniku S-damascenonu nebo vzniku ndkterych diterpenoidii vlivem degradace lipida™*2*,

Na chemické slozeni ma také velky vliv zpusob baleni a skladovani kavy. Slozky
aroma kavy, zejména sirné slouceniny podléhaji snadno oxidaci a prazena mleta kava
pii skladovani za pfistupu vzduchu brzy ztrdci své typické aroma. Aby se zabranilo
nezadoucim zménam a kava si zachovala chut' a vini, je nutné ji uchovavat v obalech

v inertni atmosfére??°.

2.6  Moznosti zpracovani dat vicerozmérnymi statistickymi metodami

Identifikace nékolika malo klicovych latek (tzv. markert) v obsahlé skupiné sloucenin,
které jsme schopni modernimi analytickymi technikami stanovit, patfi mezi sloZité analytické
postupy. V praxi se Casto pro zpracovani a interpretaci chemickych vysledkd vyuZivaji
metody statistické analyzy vicerozmérnych dat #148,98,249-256

Vstupni vicerozmérna data urCuji tzv. zdrojovou matici dat, kterou tvoii proménné
v m sloupcich (tj. analyzované latky) a objekty nebo-li poezorovani v n fadcich (jednotlivé

vzorky), u kterych byly pfislusné proménné Zkoumény257'259.
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Postup interpretace zavisi na typu dat a na druhu pozadované informace, kterou
chceme z dat ziskat®™®. Pokud chceme uréit strukturu a vzajemné vazby mezi proménnymi
a pozorovanimi, volime metody redukce dimenzionality dat proménnych do mensiho poctu
novych tzv. latentnich proménnych (analyza hlavnich komponent, faktorova analyza aj.).
Pro hledani struktury a vzajemnych vazeb mezi pozorovanimi se vyuzivaji tzv. klasifika¢ni
metody, které jsou zalozené na jistych predpokladech o vlastnostech klasifikovanych objektt

(shlukova analyza, diskrimina¢ni analyza).

2.6.1 Metody pro uréeni struktury a vazeb

Analyza hlavnich komponent — PCA

Jedna se o nejcastéji vyuzivanou vicerozmérnou statistickou metodu. Hlavnim cilem
PCA je redukovat dimenzi pivodni matice dat S minimalni ztratou informace (ztotoznéné
S rozptyly statistickych znakll) a transformovat primarni data na nové proménné tzv. hlavni
komponenty (Principal Component - PC), obr. 4. Jiz n¢kolik prvnich komponent obsahuje
vétSinu informace z plivodnich statistickych znakl. Kazd4a hlavni komponenta zaroven
piedstavuje linearni kombinaci ptivodnich hodnot z datové matice a vysledné tzv. skory
a zatéze umoziuji studovat miru zavislosti mezi proménnymi a pozorovénimi257'259. Vysledky
PCA analyzy jsou zobrazeny formou biplotu260, ktery piedstavuje tzv. zatéze a skory prvnich
dvou hlavnich komponent. Jednotlivé vzorky (pozorovéni) jsou v biplotu zobrazeny jako

body (skory) a studované proménné jako Sipky nebo vektory (zatéze).
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Skory, Zatéze
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Obr. 4 Redukce vstupni matice dat do prostoru hlavnich komponent. Biplot popsan dvéma
hlavnimi komponentami PC1 a PC2.

Faktorovd analyza — FA

Faktorova analyza se podobné jako metoda hlavnich komponent pouziva pro redukci
poctu ptivodnich proménnych. U této metody se predpoklada, ze kazdou vstupni proménnou
je mozné vyjadrit jako linearni kombinaci spole¢nych skrytych faktort a jediného chybového
faktoru™. Na rozdil od PCA se pii faktorové analyze snazime vysvétlit zavislost
proménnych. Nevyhodou metody je pozadavek zadani poctu spolecnych faktord jesté

pied provadénim vlastni analyzy.

Na prvni pohled se tyto metody ve svych vystupech nelisi a byvaji nékdy v praxi
zaménovany a nevhodné uzity. Vyznamny rozdil vsak vychazi pravé z principu metod.
Faktorova analyza se snazi najit vhodny model, ktery umozni objasnit kovariance a korelace
puvodnich proménnych pomoci nékolika malo spolecnych teoretickych faktorii. Analyza
hlavnich komponent neni zalozena na predikujicim modelu, analyzuje celkovou varianci
obsazenou v datech a slouzi k zobrazeni rozptyl ptivodnich proménnych. V ptipad¢, ze dojde
u PCA ke zvySeni po¢tu komponent které popisuji celkovou varianci v datech, nedojde
ke zméné plvodnich komponent (napf. pfidanim dal$i hlavni komponenty PC3 nedojde

ke zméné prvnich dvou hlavnich komponent PC1 a PC2), ale ptidani dalsiho faktoru
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u faktorové analyzy se ostatni faktory podstatné zméni. Také vypocet skorii je u faktorové

analyzy daleko sloZit&jsi nez u metody hlavnich komponent®”.

Kanonickd korela¢ni analyza — CA

Dulezita metoda pro urceni vzajemnych vazeb mezi proménnymi, ktera se pouziva
ke zkoumani zavislosti mezi dvéma skupinami proménnych, bez toho, aby byla specifikovana

zavislost jedné skupiny proménnych na druhé®®.

2.6.2 Metody pro klasifikaci objekta do skupin

Shlukova analyza — CLU

Metoda se vyuziva pro hledani vazeb mezi pozorovanimi a K jejich nasledné
klasifikaci do tiid nebo shlukii na zaklad¢é vzajemné podobnych znaki, anebo pro identifikaci
shluki v datech, které je mozné vyuzit v dalSi analyze pro zjednoduSeni vicerozmérné

matice®®®

. Podle zplsobu shlukovéani se postupy déli na hierarchické a nehierarchické.
Vysledky hierarchického shlukovani jsou zobrazeny formou dendrogramu (obr. 5), ktery je
uréen pouzitou metrikou vzdalenosti a shlukovacim algoritmem. Princip shlukové analyzy je

zalozen na postupném spojovani objektli do nadfazenéjsich skupin.

Cluster Dendrogram
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Obr. 5 Dendrogram — graficky vystup shlukové analyzy s vyuzitim hierarchického
shlukovani.

27



Diskrimina¢ni analyza — DA

Diskrimina¢ni analyza se pouziva pro zkoumani zavislosti mezi skupinou nezévisle
proménnych (tzv. diskriminatory) kvantitativniho typu a jednou kvalitativni zavisle
proménnou. Metoda umoziluje zatazeni (klasifikaci) objektu do jedné z ptfedem danych tiid

, v c o vwr ’ . . v v s 259
na zaklad¢ nejveétsi miry jeho podobnosti s prislusnou tfidou™”.

2.6.3 Transformace vstupnich dat

Ve vétsSing piipadi, kdy pracujeme s chemickymi pozorovanimi, vstupni matice dat
obsahuje data vyjadiujici kvantitativné podily ¢asti na celku, tzv. kompozi¢ni data
(kompozice). Casto se takova data vyjadiuji formou relativnich procent nebo proporci®*?%,
Jedina relevantni informace je takto vlastné obsazena V podilech mezi jednotlivymi
proménnymi. Zejména pii vyskytu mnoha proménnych (pfevazné s nizkymi koncentracemi)
tak pfi pouziti standardnich statistickych metod ¢asto dochézi k chybné interpretaci vysledkt
analyzy>. Napiiklad zndmé4 metoda hlavnich komponent, zaloZena na snaze o vysvétleni
co nejvétsiho podilu celkové variability datového souboru pomoci nékolika malo novych
proménnych, takto (pivodnim) proménnym s nizkymi koncentracemi nutné pfifadi malou
vahu dulezitosti. Pfitom ale rozdily mezi proménnymi s malymi koncentracemi mohou mit
daleko vétsi vyznam na odliSeni objekti nez proménné s vysokymi koncentracemi. Moznym
feSenim se mize zdat tyto proménné z matice vyloucit, avSak to by mohlo vést v kone¢né fazi
K neptesnym a zkreslujicim vysledkim analyzy. Jako rozumné fteSeni (pro ziskani
relevantnich vysledktli analyzy) se proto nabizi upravit metodiku prace s daty48.

Diilezitym pozadavkem je, aby metoda pro statistické zpracovani kompozi¢nich dat
respektovala jejich pfirozené vlastnosti, zejména tzv. relativni Skdlu kompozic. Napftiklad,
pokud vedle sebe postavime dvojice dat s koncentracemi urcitych relativnich jednotek 0,50
a 0,51 a dvojici 0,01 a 0,02, vidime, ze vzajemné rozdily mezi hodnotami jsou u obou dvojic
Cisel stejné (lisi se 0 0,01 jednotky). V prvnim piipadé je rozdil v koncentracich zanedbatelny
(narust o faktor 1,02). V druhém piipadé ale dochazi ke dvojnasobnému zvyseni koncentrace
(nartst o faktor 2). Zhlediska vizualni konfrontace se jednd o stejnou ,,vzdalenost®
(tzv. euklidovska vzdalenost), ale zhlediska vzajemnych poméra se ,,vzdalenost®

mezi hodnotami li§i. Standardni statistické metody pracujici na principu uziti euklidovskeé
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vzdalenosti (obecnéji euklidovské geometrie) nedokazi s timto pfistupem data zpracovat.
V piipad¢€, Zze by tyto dvojice byly obsazeny v datové matici, klasicka PCA by nedokazala
rozdily v koncentracich vhodné posoudit a vystupy analyzy by byly zatizeny chybou. K feseni
problému se vyuziva aplikace tzv. logratio transformaci na kompozice obsazené Vv datové
matici. Tyto transformace umozni opét pracovat ve smyslu euklidovské geometrie a uzit
bézné statistické metody pro jejich zpracovani. Konkrétné je v predkladané praci pouzita
clr (centred logratio) transformace®®!, ktera je vyhodna pravé pro konstrukci
tzv. kompozi¢niho biplotu, a nasledné také ilr (isometric logratio) transformace, ktera je
vyuzivana pii jeho robustifikaci (viz nize).

Clr transformace zobrazuje D-slozkovou kompozici X = [Xy,..., Xp] na D-rozmérné

pozorovani?®® podle rovnice (1)

y = [y1, 99, . - ., yp] = | —. ..., In )

Ve jmenovateli zlomkt je geometricky prumér slozek pivodni kompozice X = [Xi,..., Xp],
které jsou transformovany na nové proménné [yi, Y2, ..., Yp]. ClIr transformace datového
souboru umozni vyhodn¢ interpretovat vysledky statistickych metod, napt. metody hlavnich
komponent®®, PCA analyza zobrazi data formou kompozi&niho biplotu, kde stfed soufadnic
odpovida geometrickému priimeéru datového souboru. PCA skoéry maji obdobny vyznam jako

v ptipadé€ klasické PCA, tzn. zobrazuji multivariacni datovou strukturu proménnych.

2.6.4 Klasické versus robustni piistupy k reseni problému

Samotné statistické analyze kompozicnich dat pfedchdzi analyza datového souboru
(struktura dat a vzdjemné vztahy mezi proménnymi). Pfipadné odchylky reprezentované
odlehlymi pozorovanimi, které by ovlivnily vysledné vystupy a rozlozeni dat v biplotu je
nutné eliminovat. K tomuto ucelu je nutné aplikovat odpovidajici robustni statistické nastroje,
napf. uzit robustni PCA nebo metodu detekce odlehlych hodnot. Konkrétné v praci bylo pro
feSeni problematiky identifikace odlehlych hodnot v datové struktufe uzZito robustniho

kompozi¢niho biplotu, jehoz vysledky ziskané na zaklad¢ uziti robustni PCA jsou resistentni
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vici odlehlym hodnotam. Vzhledem ktomu, ze pouziti robustni PCA neni mozné pro
clr transformovana data, je nutné skory a zatéze metody hlavnich komponent nejprve urcit
pomoci tzv. ilr transformace®®.

lIr transformace je definovana pro kompozici X = [X1,..., Xp] Vztahem (2)

r=1..... D—1 2)

kde (zi, ..., Xp-1) jsou nové transformované proménné. llr transformovana data jsou nasledné
pievedena do prostoru clr transformovanych kompozic®®, které je mozné zobrazit pomoci

PCA. Vysledky PCA analyzy jsou zobrazeny formou robustniho kompozi¢niho biplotu.
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3 CILEPRACE

Cilem ptedlozené disertacni prace bylo studium a identifikace specifickych latek
za ucelem charakterizace a autentifikace vybranych potravin. Prace je blize zaméfena
na vyuziti plynové chromatografie s hmotnostni detekci pro analyzu slozek potravin a aplikaci
vicerozmérnych statistickych metod pro interpretaci dat. Dil¢i cile 1ze formulovat takto:

e aplikovat vicerozmérné statistické metody za Gcelem identifikace markerti v potravinach

e prozkoumat moznosti aplikace nékterych matematickych transformaci pro studium
a charakterizaci markerti ve vybranych potravinach

e analyzovat aromatické latky odriidovych vinnych destilatt a aplikovat analyzu hlavnich
komponent s vyuzitim transformace dat za u¢elem odhaleni markerti odridovych vinnych
destilath

e analyzovat terpenické slozeni moravskych destilati typu grapa metodou mikroextrakce
tuhou fazi

e analyzovat aromatické slozky V ¢eskych a zahrani¢nich chmelech a prostudovat
zastoupeni slozek chmelové silice v pivech za uc¢elem charakterizace pouzitych surovin

e analyzovat fenolické kyseliny ve vinech a prostudovat moznosti aplikace analyzy hlavnich
komponent pti zpracovani a interpretaci dat

e analyzovat chemické slozeni Olomouckych tvarizkd a prostudovat proces zrani syri
plynovou chromatografii a Ramanovou spektrometrii

e analyzovat aromatické slozky kavy a identifikovat skupinu markerd pro rozliSeni

druhovych kav
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4 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie

Pti pripravé vzorki a naslednych experimentech byla vyuzita kyselina vanilova,
syringova, kavova, p-kumarova, ferulova, 4-cyklohexylbutanova, N,O-bis(trimethylsilyl)
trifluoracetamid (BSTFA), (E)-anethol, allo-aromadendren, aromadendren, borneol,
a-bisabolol, citronelol, citronellal, A-ionon, isoborneol, eugenol, geraniol, a-humulen,
limonen, linalool, (E)-karyofyllen, a-terpineol, (Z)-p-farnesen, furfural, f-myrcen, o-pinen,
p-pinen (Fluka, Buchs, Svycarsko); kyselina protokatechova (Dr. Theodor Schuschardt,
Mnichov, Némecko); kyselina gallova, ethyl acetat, hexan, methanol, pyridin, kyselina
chlorovodikova, kyselina octova, chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika),
smés n-alkani C5-C20, p-damascenon, farnesol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Vsechny
pouzité chemikalie byly analytické Cistoty.

5.2 Pomicky a pristroje

Pro experimenty byly vyuzity 25, 35, 40 ml vialky pro headspace analyzu podle
doporuceni EPA (US Environmental Protection Agency), pH-metr Inolab SET/Sentix 41
(WTW, Weilheim, Némecko), termoblok Evaterm (Labicom, Olomouc, Ceska republika),
centrifuga Eppendorf 5702 (Eppendorf, Hamburg, Némecko), magneticka michacka (Helago,
Hradec Kralové, Ceska republika), SPME extrakéni vlakna (Supelco, Bellefonte, USA):

*= 75 um - CAR/PDMS (Carboxen/Polydimethylsiloxane)

»= 85 um - CAR/PDMS (Carboxen/Polydimethylsiloxane)

* 100 um - PDMS (Polydimethylsiloxane)

* 65 um - CW/DVB (Carbowax/Divinylbenzene),

= 85 um PA - (Polyacrylate)

= 50/30 um - DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzene/Carboxene/Polydimethylsiloxane,
2 cm, Stableflex)

Chromatografické analyzy byly provedeny na plynovém chromatografu HP 6890
s hmotnostnim detektorem 5973N (Agilent, Palo Alto, CA, USA) nebo plynovém
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chromatografu HP 7890A s hmotnostnim detektorem 5975C (Agilent, Palo Alto, CA, USA).
Byly pouzity kolony ZB-5MS (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um, Phenomex, Torrance, CA,
USA), Rtx-5Sil MS (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um, Restek, Bellefonte, PA, USA), HP-5MS
(30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um, Agilent, Palo Alto, USA). Nosnym plynem bylo helium
(99.998 %; pratokova rychlost 0,9 ml/min).

Spektrometricka analyza syru byly provedena na FT-IR spektrometru (Nicelet
FT-IR 6700, USA) vybavenym Nd:YaG argonovym laserem s excita¢ni vinovou délkou

1064 nm a germaniovym detektorem chlazenym kapalnym dusikem.

5.3 Software

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit software R (cit.*®®

). Vyhodnoceni dat
méfenych Ramanovou spektrometrii bylo provedeno pomoci vyhodnocovaciho softwaru

Origin 8.

54 Pouzité postupy

4.4.1 Analyza aromatickych slozek odridovych vinnych destilati

Odrtadové vinné destilaty byly vyrobeny z ¢ervenych vin (roénik 2007) pochazejicich
z pracovisté Ustiedniho kontrolniho a zkuSebniho ustavu zeméd&lského v Oblekovicich.
Hrozny odrid André (An; 1), Frankovka (Fr; 2), Merlot (Mer; 3), Cabernet Moravia (CM; 4),
Rubinet (Rub; 5), Rulandské modré (RM; 6), Ariana (Ari; 7), Alibernet (Ali; 8), Laurot (Lau;
9), Dornfelder (Dorn; 10), Modry Portugal (MP; 11), Agni (Ag; 12), Neronet (Ne; 13),
Zweigeltrebe (Zw; 14), Cabernet Sauvignon (CS; 15) a Domina (Dom; 16) byly péstovany
ve stejné lokalité (Oblekovice, trat’ Finsko) a zpracovany stejnou technologii. Rozdrcené
hrozny byly fermentovany po dobu 11 dni v plastovych nadobach pfi teploté 15 — 17 °C,
nasledné byly hrozny vylisovany a mladé vino uchovano ve sklenénych nadobach. Pti vyrobé
vina nebyly pouzity zadné kvasné kultury ani pektolytické enzymy. Tato mlada vina byla

pouzita pro vyrobu odridovych vinnych destilatd. Vinné destilaty byly vyrobeny
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z odrudovych vin opakovanou dvoustupnovou destilaci v laboratorni destilani aparatufe.
Ziskany destilat byl natedén na 47 % (obj.) ethanolu.

Extrakce aromatickych latek u 16-ti odridovych vinnych destilati byla provedena
metodou HS-SPME. Pro extrakci bylo do 35 ml EPA vialky napipetovano 3 ml vzorku a 7 ml
nasycen¢ho roztoku NaCl, vialka byla uzaviena a do volného prostoru nad vzorkem bylo
umisténo 50/30 um — DVB/CAR/PDMS vlakno. Extrakce probihala 60 min za stalého
michani (600 rpm) pii laboratorni teploté¢ (23 °C). Pro analyzu byl pouzit plynovy
chromatograf HP 7890A vybaveny kolonou HP-5MS a hmotnostnim detektorem 5975C.
Desorpce SPME vlédkna probihala 5 minut pii 250 °C, teplotni program byl nasledujici
50 °C — 5 °C/min — 250 °C (5 min), MS scan 29 — 370 m/z (70 eV). Identifikace neznamych
aromatickych latek byla provedena na zakladé porovnani jejich hmotnostnich spekter
s knihovnou spekter NIST 08 a znamych eluc¢nich charakteristik. Kvantifikace latek byla
provedena ze zaznamu celkovych spekter (TIC). Opakovatelnost metody byla urCena ze tii
paralelnich stanoveni, vypocitané relativni smérodatné odchylky (RSD %) ploch pikii nebyly
vyssi nez 5 %. Zastoupeni tékavych latek v odridovych vinnych destilatech bylo vyjadieno
formou prumérnych hodnot ploch pikl v relativnich jednotkéch (x 10°). Statistické zpracovani
dat bylo provedeno pomoci statistického softwaru R. Pro zpracovani dat byla pouzita clr

transformace dat a klasicka metoda PCA.

4.4.2 Analyza terpenickych latek v destilatech grapa

Vzorky Sesti destilatl typu grapa byly ziskany od vyrobcti vin a vinnych destilatd
z jizni Moravy. Extrakce aromatickych latek byla provedena metodou mikroextrakce tuhou
fazi v headspace uspotradani (HS-SPME) a metodou piimého ponofeni vldkna do roztoku
(DI-SPME). Aby bylo mozné extrakéni postupy porovnat, bylo u obou postupti pouzito
shodné mnozstvi vzorku. Pro HS extrakci bylo do 35 ml EPA vialky napipetovano 5 ml
vzorku a 5 ml nasyceného roztoku NaCl, vialka byla uzaviena a do volného prostoru
nad vzorkem bylo vlozeno 50/30 um - DVB/CAR/PDM extrakéni vlakno. Pro DI-SPME
analyzu bylo do 25 ml vialky napipetovani 5 ml vzorku a 20 ml destilované vody, vialka byla
uzaviena a do roztoku bylo vlozeno 50/30 um - DVB/CAR/PDM extrakéni vlakno. Extrakce
probihala 60 min za stalého michani (HS 600 rpm; DI 300 rpm) pii laboratorni teploté
(23 °C). Pro analyzu byl pouzit plynovy chromatograf HP 6890 vybaveny kolonou ZB-5MS
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a hmotnostnim detektorem 5973N. Desorpce SPME vlakna probihala 5 minut pii 250 °C,
teplotni program byl nasledujici 50 °C — 3 °C/min — 250 °C (5 min), MS scan 29 — 370 m/z
(70 eV). Identifikace neznamych aromatickych latek byla provedena na zakladé porovnani
jejich hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST08, na zakladé porovnani vypocitanych
retenénich indexii neznamych latek s indexy uvedenymi v odborné literatuie®® a porovnanim
s n¢kterymi standardy. Kvantifikace latek byla provedena ze zdznamu celkovych spekter.
Zastoupeni tékavych latek bylo vyjadieno formou pramérnych hodnot ploch pika v

relativnich jednotkach (x10°).

4.4.3 Analyza aromatickych slozek chmela a piv

Vzorky granulovanych chmell (¢eské chmely Zatecky polorany &ervetiak, Premiant,
Sladek; némecké chmely Hallertau Magnum, Hallertau Taurus; ro¢nik 2008, vakuové balené)
byly zakoupeny v mistnim specializovaném obchodé. Vzorky byly analyzovany ihned
po otevieni baleni, aby nedoslo ke ztrat¢ aroma nebo piipadnym nezddoucim chemickym
pfeménam vlivem vzdu$ného kysliku. Pro analyzu aromatickych slozek chmelové silice
v ¢eskych a némeckych chmelech byl do 35 ml EPA vialky navazen 1 g drceného
granulovaného chmele, vialka byla uzavfena, vloZena do termobloku vyhiatého na 60 °C
a do volného prostoru nad vzorkem bylo vloZzeno 50/30 um - DVB/CAR/PDMS vlékno.
Extrakce probihala 60 min a poté byly slozky chmelové silice analyzovany GC/MS
systémem.

Vzorky ceskych a zahrani¢nich piv byly zakoupeny v mistnim specializovaném
obchodé¢ a supermarketech. Piva domaci vyroby byla pfipravena z mladinovych koncentrati
(VUPS, Mistr Sladek a Coopers) dle instrukci uvedenych vyrobcem. Piva byla skladovana
V uzavienych lahvich v temném a chladném misté (minimaln€ 3 meésice).

Pro stanoveni terpenickych latek v pivech bylo napipetovano 10 ml vzorku, vialka
byla uzaviena a do volného prostoru nad vzorkem bylo vloZzeno 50/30 um -
DVB/CAR/PDMS vlakno. Extrakce probihala 60 min za stalého michani (600 rpm) pti
laboratorni teplot¢ (23 °C). Pro analyzu byl pouzit plynovy chromatograf HP 7890A
vybaveny kolonou HP-5MS a hmotnostnim detektorem 5975C. Desorpce SPME vldkna
probihala 5 minut pti 250 °C, teplotni program byl nasledujici 50 °C — 3 °C/min — 190 °C —
10 °C/min — 250 °C (10 min), MS scan 29 — 370 m/z (70 eV). Identifikace latek byla
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provedena na zakladé porovnani jejich hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST08
a znamych elucnich charakteristik. Kvantifikace latek byla provedena ze zaznamu celkovych
spekter. Zastoupeni t€kavych latek bylo vyjadieno formou prumérnych hodnot ploch pikt

v relativnich jednotkach.

4.4.4 Analyza fenolickych kyselin ve vinech

Vzorky ¢&eskych vin byly zakoupeny v mistnich obchodech a specializovanych
prodejnach. Pro extrakci bylo do 10 ml centrifuga¢ni zkumavky napipetovano 5 ml vina
okyseleného na pH 2 (100 pl 2M HCI), Iml nasyceného roztoku NaCl, 100 ul methanolického
roztoku vnitiniho standardu (kyselina 4-cyklohexylbutanova, 50 mg I™; vysledna koncentrace
ve vzorku 1 mg 1) a 2 ml ethylacetatu. Vzorek byl extrahovan vytfepavanim a vznikla
emulze byla odstranéna pomoci centrifugy (30 sec, 3000 rpm). Organickd faze byla
odpipetovana do sklenéné vialky a extrakt byl odpaien do sucha na vyhfivaném termobloku
(35 °C) pod proudem dusiku. Nasledné bylo ke vzorku ptidano 100 pl pyridinu a 100 pl
BSTFA. Uzaviena vialka byla zahiivana 30 min v termobloku pii 70 °C. Po vychladnuti byly
derivatizované vzorky doplnény hexanem do celkového objemu 1 ml a analyzovany GC/MS
systtmem. Pro analyzu byl pouzit plynovy chromatograf HP 6890 vybaveny kolonou
ZB-5MS a hmotnostnim detektorem 5973N. Teplotni program byl masledujici 50 °C (2 min)
— 10 °C/min — 300 °C (10 min), nastiik 1 pl (splitless, 140 kPa, 24 s), MS scan 29 — 370 m/z
(70 eV). Identifikace fenolickych kyselin byla provedena na zakladé porovnani jejich
hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST 08 a porovnani se standardy. Ke kvantifikaci
byla pouzita metoda vnitiniho standardu. Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci
statistického softwaru R. Pro zpracovani byla pouzita clr a irl transformace dat a data byla

zpracovana PCA metodou v klasickém a robustnim uspotadani.

445 Analyza Olomouckych tvarazku

Pravé Olomoucké tvarizky jedné vyrobni Sarze byly =ziskdny od firmy
A. W. spol. s 1. 0., Lostice, Ceska republika. Vzorky syrii byly skladovany v originalnim
baleni pfi 5 £ 2 °C. Pro SPME-GC/MS analyzu byl vzdy pouzit cely tvartizek z nové
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otevien¢ho baleni, z kterého bylo navazeno 10 g. V piipadé Ramanovy spektrometrie byly
pro analyzu pouzity kousky o velikosti 0,5 x 0,5 x 0,5 cm, povrchova a vnitini ¢ast syru byla
méfena samostatné.

Pro vybér vhodného extrakéniho SPME vlakna pro analyzu tvaruzka bylo
do standardnich 40 ml EPA vialek navazeno 10 g rozmélnéného vzorku, vzorek byl vlozen
do termobloku a zah#ivan po dobu 30 min pfi teploté 60 °C. Poté bylo do volného prostoru
nad vzorkem umisténo SPME vlakno a byla provedena sorpce po dobu 30 min pii téze
teplot¢. Tento postup byl proveden pro vSechna testovana extrakéni vlakna
(85 um - CAR/PDMS, 50/30 um - DVB/CAR/PDMS, 100 pm - PDMS, 65 pum - CW/DVB,
85 um - PA), ktera byla pfed prvnim pouzitim kondicionovana dle instrukci specifikovanych
vyrobcem. Pii volbé extrakénich podminek byly testovany rtzné teploty pro ekvilibraci
vzorku (25, 40, 50, 60, 70, 80 a 90 °C) a doba extrakce (10, 20, 30, 40, 50 a 60 min).

Pro chromatografickou analyzu aromatickych slozek Olomouckych tvarizka bylo
do standardnich 40 ml EPA vialek navazeno 10 g rozmélnéného vzorku, vialka byla uzaviena,
vzorek byl vlozen do termobloku a zahfivan 30 min pii teploté 70 °C. Poté bylo do volného
prostoru nad vzorkem vlozeno 50/30 um - DVB/CAR/PDMS vlakno, extrakce probihala
30 min pfi 70 °C. Desorpce SPME vldkna 5 minut pti 250 °C. Pro analyzu byl pouzit plynovy
chromatograf HP 6890 vybaveny kolonou ZB-5MS ahmotnostnim detektorem S5973N.
Teplotni program byl nasledujici 50 °C — 5 °C/min — 250 °C (10 min), MS scan 29 — 370 m/z
(70 eV). Identifikace neznamych aromatickych latek byla provedena na zakladé porovnani
jejich hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST98 a znamych elu¢nich charakteristik.
Kvantifikace latek byla provedena ze zaznamu celkovych spekter. Zastoupeni tékavych latek
v syrech bylo vyjadieno formou primérnych hodnot ploch pikd v relativnich jednotkach
(x10°)

Paralelné byla provedena analyza syrti na FT-IR spektrometru vybavenym Nd:YaG
laserem s excitac¢ni vinovou délkou 1064 nm a dusikem chlazenym germaniovym detektorem.
V piedbézném experimentu byla testovan vykon laseru v rozsahu 100 az 1000 mW, z tohoto
rozsahu byl pro dalsi experimenty zvolen vykon 500 mW, ktery poskytoval spektra v nejlepsi
kvalité. Pro kazdy experiment bylo provedeno 1024 scanl, kazdy vzorek byl meéfen 5x.

Vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci vyhodnocovaciho softwaru Origin 8.
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4.4.6 Analyza aromatickych slozek kavy

Vzorky kav zahrnovaly prazené kavy druhu Arabika (A; 16 vzorkd), druhu Robusta
(R; 3 vzorky) a smési druhti Arabika — Robusta (AR; 11 vzorkl). Pro analyzu aromatickych
slozek byly do standardnich 40 ml EPA vialek navazeny 2 g vzorku mleté kavy, vialka byla
uzaviena a do volného prostoru nad vzorkem bylo vlozeno 75 um — CAR/PDMS vlakno.
Extrakce probihala 60 min pfi laboratorni teploté (23 °C). Pro analyzu byl pouzit plynovy
chromatograf HP 6890 vybaveny kolonou Rtx-5 Sil a hmotnostnim detektorem 5973N.
Desorpce SPME vldkna probihala 10 minut pii 250 °C, teplotni program byl nasledujici
40 °C (2 min) — 5 °C/min — 200 °C (5 min), MS scan 29 - 370 m/z (70 eV). Identifikace
aromatickych latek byla provedena na zakladé porovnani hmotnostnich spekter s knihovnou
spekter NIST98 a znamych eluénich charakteristik. Kvantifikace latek byla provedena
ze zaznamu celkovych spekter. Zastoupeni t€kavych latek v druhovych kavach bylo vyjadieno
formou primé&rnych hodnot ploch pikii v relativnich jednotkach (x10%). Statistické zpracovani
dat bylo provedeno pomoci statistického softwaru R. Pro zpracovani byla pouzita

clr transformace dat a klasickd metoda PCA.
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S) VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyza aromatickych slozek odriadovych vinnych destilatia

Metodou HS-SPME-GC/MS byla u vzorkd 16-ti odridovych vinnych destilata
identifikovana skupina aromatickych latek. Chromatogram analyzy vinného destilatu odridy
André je uveden na obr. 6. Z této obsahlé skupiny latek byl vybran uzsi soubor aromatickych
slozek, které mohou byt zodpovédné za primarni odridové aroma studovanych odridovych
destilatt. Typickymi piedstaviteli odridového aroma jsou terpenické latky, které byly v fadé

, — A . s 263,267,268 _ . 56,269,270
odbornych publikaci prezentovany jako vyznamné slozky aroma hroznt , vin

44,77,272,273

vinnych destilata® a matolinovych destilatd

Pro uréeni vzdjemného vztahu odridovych destilati a primarnich aromatickych latek
byla aplikovana statistickdi metoda PCA. Data ziskand chemickou analyzou senzoricky
aktivnich latek jsou z matematického hlediska vyjadiena formou relativni informace
a odpovidaji kompozi¢nim datim (tzv. kompozice). V ptipadé, ze by byla na tato data
aplikovana klasicka PCA, mohlo by dojit z divodu odlisné geometrie a vlivem ptipadnych
obsazenych odlehlych hodnot k nespravnému zpracovani dat®®. Takové zpracovani dat
zobrazenych formou biplotu by mohlo vést k nespravné interpretaci vysledki a nebylo by
mozné urCit vzajemny vztah mezi slozkami aroma a odridovymi destilaty. Z toho diivodu
byla v prvni fad& na data aplikovana clr transformace®®, data byla o3etiena o piipadné odlehlé
hodnoty a ziskané skory a zatéze transformovanych dat byly zobrazeny pomoci

tzv. kompoziéniho biplotu®.

Analyzou datového souboru byla na zakladé¢ porovnani
vzajemnych rozptyli transformovanych proménnych vybrana skupina potencialnich markera:
o-cymen, limonen, (Z)-g-ocimen, (Z)-linalool oxid, linalool, isoborneol, terpinen-4-ol,
a-terpineol, (E)-sabinyl acetat a (E)-kalamenen. Zastoupeni vybranych terpenickych latek u

studovanych odrudovych vinnych destilati jsou uvedeno v tab. 3.
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Obr. 6 HS-SPME-GC/MS chromatogram odriidového vinného destilatu André
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Tab. 3 Zastoupeni vybranych aromatickych latek v odridovych vinnych destilatech

Destilat Vybrané aromatické latky?

limonen o-cymen linalool isoborneol (Z)-(IJlnialooI terpinen- 4-ol Z-p-ocimen (E)é;::gp vl a-terpineol kalér?t;nen
1 An 484 1,87 207,64 6,88 7,34 8,54 3,88 7,75 50,40 2,25
2 Fr 2,87 1,39 117,91 3,63 4,33 8,93 2,84 559 17,86 2,43
3 Mer 2,89 0,77 90,56 4,80 3,68 5,22 1,90 1,24 11,25 2,84
4 CM 19,07 8,81 54,98 2,98 2,59 2,29 2,75 3,74 16,00 4,18
5 Rub 11,72 6,20 72,54 3,38 5,89 8,83 4,19 293 27,38 2,08
6 RM 7,76 3,52 41,62 2,60 1,91 2,21 2,44 3,88 10,84 3,47
7 Ari 3,98 2,79 56,40 1,45 8,33 8,61 3,49 7,73 51,31 12,30
8 Ali 5,02 3,72 49,94 2,00 595 16,78 2,26 549 30,74 2,88
9 Lau 0,89 1,48 4541 1,19 18,63 20,88 1,15 533 70,56 35,14
10 Dorn 4,45 2,41 7187 2,73 2,54 4,44 2,35 485 28,89 3,10
11 MP 533 180 3534 1,79 3,19 3,43 1,98 6,36 8,46 2,55
12 Ag 1,11 186 85,32 2,87 8,17 6,18 1,73 7,22 48,05 481
13 Ner 3,22 1,64 33,66 <0,20 4,72 7,14 <0,20 8,68 27,74 3,71

14 Zw 064 1,38 30,93 1,50 13,29 9,89 <0,20 7,95 52,77 4,33
15 CS 1,10 157 1536  <0,20 5,66 9,68 <0,20 7,32 17,44 3,90
16 Dom 1,89 1,15 9,46  <0,20 4,27 6,63 1,28 7,03 17,42 7,73
®Pramérné hodnoty ploch piki v relativnich jednotkach (x10% n = 3, RSD < 5%); An — André, Fr — Frankovka,
Mer — Merlot, CM — Cabernet Moravia, Rub — Rubinet, RM — Rulandské modré, Ari — Ariana, Ali — Alibernet,
Lau — Laurot, Dorn — Dornfelder, MP — Modry Portugal, Ag — Agni, Ner — Neronet, ZW — Zweigeltrebe,
CS — Cabernet Sauvignon, Dom — Domina.

Vétsina odrud vinné révy, ze kterych byly odridové vinné destilaty vyrobeny, vznikly
tzv. novoslechténim tj. kiizenim mezi odridami evropské révy nebo meziodridovym
ktizenim (tab. 4). Vzajemné podobnosti a odliSnosti mezi odridami vinné révy se odrazi
V zastoupeni primarnich aromatickych latek obsazenych v hroznech. Tyto latky pfechéazi
béhem vyrobniho procesu do pfislusnych vin a destilatd a jejich senzorické vlastnosti se
odrazi v odridovém aroma téchto alkoholickych néapojt.

Pro identifikaci  potencialnich markeri jednotlivych modrych odrid byla
na transformovand data aplikovana analyza hlavnich komponent. Vystupy PCA analyzy jsou
zobrazeny formou kompozi¢niho biplotu (obr. 7), ktery je popsan dvéma hlavnimi
komponentami, z nichz PC1 pokryva 56,69 % a PC2 20,79 % celkového rozptylu dat (celkem

77,48 %).
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Tab. 4 Prehled odrud vinné révy a jejich pivod

Odrida Rodi¢ 1 Rodic 2
1 André Frankovka Svatovaviinecké
2 Frankovka
3 Merlot geneticky odpovida odridé Cabernet Franc
4 Cabernet Moravia Cabernet Franc Zweigeltrebe
5 Rubinet Revolta x Alibernet André
6 Rulandské modré
7 Ariana Riesling x Svatovavtinecké Zweigeltrebe
8 Alibernet Alicante Bouschet Cabernet Sauvignon
9 Laurot Merlot x Seibel 1366 André
10 Dornfelder Helfensteiner x Heroldrebe Modry Portugal x Frankovka
11 Modry Portugal
12 Agni André Irsai Oliver
13 Neronet Svatovaviinecké x Modry Portugal Alibernet
14 Zweigeltrebe Svatovaviinecké Frankovka
15 Cabernet Sauvignon Cabernet Franc Sauvignon
16 Domina Modry Portugal Rulandské modré

Kompozi¢ni biplot zobrazuje dobré rozd€leni odridovych vinnych destilati.
Na zaklad¢ PC2 byly vytvofeny dvé hlavni skupiny vinnych destilati. V kladném sméru PC2
byly separovany variety kiizencli odriid Frankovka a Svatovaviinecké. Ve sméru zapornych
hodnot PC2 jsou odd¢€leny destilaty ostatnich odrid vinné révy. Na rozdéleni kiizencii odrad
Frankovka a Svatovaviinecké (kladné hodnoty PC2) je patrny vyrazny vliv terpenoida
linalool, isoborneol, (Z)-linalool oxid, a-terpineol a terpinen-4-ol, které se projevuji prevazné
sladkou, kvétinovo-ovocnou vuni (tab. 5). Tato skupina destilatt je dale separovana podle
PC1 na dvé dalsi skupiny, kde isoborneol a linalool vyznamné koreluji s odriidami André
a Frankovka a také s odridou Merlot. Druha ¢ast skupiny je silné ovlivnéna terpenoidy
(2)-linalool oxid, a-terpineol a terpinen-4-ol, které se vyznauji kvétinovo-ovocnym az
kotfenitym aroma. Z kompozi¢niho biplotu vyplyva, Ze tyto terpenoidy maji velky vliv
na primarni aroma odrid Laurot a Zweigeltrebe.

Ostatni odridové vinné destilaty jsou orientovany ve sméru zapornych hodnot PC2,
kde maji na jejich rozdé¢leni v biplotu vliv terpenoidy o-cymen, limonen, (E)-sabinyl acetat
a (E)-kalamenen. Muzeme tedy ptedpokladat, ze tyto aromatické slozky jsou senzoricky
dalezité pro jejich primarni aroma. Kftizenci odriid Cabernet Moravia, Rulandské modré
a Modry Portugal jsou vyznamné korelovany s terpenoidy limonen a 0-cymen, které ptispivaji
K citrusové slozce primarniho aroma. U odridovych vinnych destilatt Neronet, Cabernet
Sauvignon a Domina je patrny silny vliv terpenoidi (E)-sabinyl acetatu a (E)-kalamenenu,

kterym je pfipisovano bylinné az kofenité aroma. Pokud bychom hodnotili vliv jednotlivych
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hlavnich komponent, je zifejmé, Ze PC1 urcuje rozdéleni odridovych vinnych destilati podle
charakteristiky tonti aroma (jemné kvétinové vs. vyrazné kofenité aroma), a PC2 rozdéluje
soubor destilati podle vzajemnych vztahti mezi kiizenci (odrady kiiZzenct Svatovaviinecké

a Frankovka vs. Cabernet Sauvignon, Rulandské modré a Modry Portugal).
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Obr. 7 Kompozi¢ni biplot odridovych vinnych destilati (PCA pro clr transformovana data):
Cisla predstavuji vzorky vinnych destilati (1 André; 2 Frankovka; 3 Merlot; 4 Cabernet
Moravia; 5 Rubinet; 6 Rulanské modré; 7: Ariana; 8 Alibernet; 9 Laurot; 10 Dornfelder; 11
Modry Portugal; 12 Agni; 13 Neronet; 14 Zweigeltrebe; 15 Cabernet Sauvignon; 16 Domina)

Tab. 5 Charakteristicky aromatickych latek

% 274,275

Sloucenina Charakteristika viiné

kalamenen bylinna, kofenita

0-cymen rozpoustédlové az benzinové aroma s citrusovou slozkou
isoborneol ztuchla, kafrova, sladka

limonen citrusova

linalool levandulova, sladka

linalool oxid sladka, kvétinova, dievita

ocimen bylinna, ovocna, kvétinova

sabinyl acetat balzamikova

terpinen-4-ol zatuchla viing s pfimési terpentynu a muskéatového ofisku
a-terpineol anyzova, broskvova, ovocna
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Z ptedchozich vysledki vyplyva, Zze pievazna cCast variet odrdzi vzajemny vliv
rodiCovskych odriid na aroma dcefinnych kultivari. Metoda PCA aplikovana
na clr transformovana data umoznila nalézt vzajemné podobnosti v aroma odridovych
vinnych destilati na zaklad¢ 10-ti terpenickych latek: o-cymenu, limonenu, (Z)-S-ocimenu
linalool oxidu, linaloolu, isoborneolu, terpinen-4-olu, a-terpineoul, (E)-sabinyl acetatu
a (E)-kalamenenu. Je mozné také pozorovat, ze PCA odhalila nékteré odliSnosti mezi
odrtidovymi destilaty. Jak vystihuje ve své praci Skinkis et. al*®” mohou se dcefinné odrudy
chovat zcela odlisné od svych rodi¢u. To je patrné u odridy Domina, ktera vznikla kiiZzenim
mezi odriidami Modry Portugal a Rulandské modré. Na aroma tohoto destilatu Domina maji
vliv terpenoidy (E)-kalamenen a (E)-sabinyl acetat, zatimco rodi¢ovské odridy Modry

Portugal a Rulandské modré koreluji, jak jiz bylo uvedeno, s terpenoidy limonen a o-cymen.

5.2 Analyza terpenickych latek v destilatech grapa

Mikroextrakce tuhou fazi dnes jiz patfi mezi rutinni extrakéni techniky S vyuzitim

V celé oblasti analyzy aromatickych latek®*®>!

. Pfedmétem studie bylo ur€eni terpenického
profilu moravskych destilatd typu grapa s vyuzitim metody SPME. Tato metoda byla
aplikovana Vv headspace provedeni (HS-SPME) a v provedeni piimého ponoifeni vlakna
do roztoku (,,Direct Immersion*; DI-SPME). Metodou SPME-GC/MS bylo identifikovano
celkem 61 terpenickych latek, které jsou uvedeny v tab. 6 a kategorizovany do ptislusnych
skupin dle svého izoprenoidniho skeletu na monoterpenické, norisoprenoidni
a sesquiterpenickée latky. Terpenické latky byly kvantifikovany ze zaznamu celkovych spekter.
Jejich zastoupeni je vyjadieno formou relativnich jednotek. Opakovatelnost metody byla
urcena ze tfi paralelnich stanoveni, vypocitané relativni smerodatné odchylky (RSD %) ploch
pikd nebyly vyssi nez 5 %. U jednotlivych latek jsou v tabulce uvedeny hodnoty
vypocitanych retenc¢nich indext a charakteristické ionty pro jejich identifikaci.

Z celkového poctu 61 terpenickych latek bylo metodou HS-SPME identifikovano
15 monoterpenickych latek. Hlavnimi identifikovanymi monoterpenoidy S nejvyssim
relativnim zastoupenim jsou limonen, linalool, (Z)-sabinen hydrat acetat, neo-3-thujanyl
acetat a citronellyl acetat. Majoritni zastoupeni z pfitomnych latek ma limonen, ktery byl
spole¢né s dal§imi latkami identifikovan jako senzoricky vyznamnd liatka u odridovych

vinnych destilatd (kap. 5.1). DI-SPME se pii analyze monoterpenoidii ukazala byt také
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vhodnou a srovnatelnou technikou, kterou bylo mozné identifikovat vSechny zastoupené
monoterpenoidy. Monotepenické latky pS-cyklocitral, citronellol, (Z)-sabinen hydrat acetat,
neryl formiat a citronellyl acetat byly dokonce DI-SPME metodou identifikovany ve vySSim
zastoupeni V porovnani s HS-SPME. U né¢kterych vzorki byly identifikovany také eukalyptol,
hotrienol, (Z)-rose oxid, nerol oxid a neryl acetat. Tyto terpenoidy bylo mozné stanovit obéma
technikami v pfiblizn¢ srovnatelném zastoupeni, pouze (Z)-rose oxid byl HS-SPME metodou
identifikovan ve vyS$im zastoupeni. Nejvice monoterpenickych latek bylo identifikovano
u vzorku grapy Gl1, u kterého bylo mozné identifikovat také (E)-sabinen hydrat acetat
a linalool acetat, které se nepodafilo U ostatnich destilati detekovat. Muzeme piedpokladat,
ze destilat G1 byl vyroben z nékterych aromatickych odrid hroznd. Naptiklad aroma destilatt
vyrobenych z muskatovych odrid je spojovano s terpenoidy linaloolem, a-terpineolem,
citronellolem, nerolem, geraniolem a hotrienolem’’. Pomdr a zastoupeni terpenickych latek
v destilatu je dano sloZenim mostu, které se odviji od pouzitych odriid hrozni® 63267268
Skute¢nost, ze a-terpineol, nerol a geraniol nebyly ve vzorcich moravskych destilati
detekovany, si mizeme vysvétlit tim, ze studované vzorky destilati byly vyrobeny z vice
odrud vinné révy a neni ndm znamo ani jejich piesné slozZeni ani zastoupeni jednotlivych
odrd hroznii pouzitych pro vyrobu destilati. Monoterpenické latky eukalyptol, nerol oxid,
linalool acetat, neo-3-thujanyl acetat a neryl formiat byly, stejné jako limonen, identifikovany
u odriidovych vinnych destilata (kap. 5.1).

Norisoprenoidy jsou produkty odbourdvani karotenoidi. Metodou SPME se podafilo
identifikovat 3 norisoprenoidni latky, dehydro-ar-ionon, f-damascenon a dihydro-g-ionon.
Jako vhodné&jsi metoda pro analyzu norisoprenoidii se ukazala byt DI-SPME, kterou bylo
mozné stanovit vSechny identifikované norisoprenoidy. Pomoci HS-SPME se podarilo
identifikovat pouze dehydro-ar-ionon. Nejvyssi zastoupeni latek vykazuje opét vzorek
destilatu G1, u kterého byl DI-SPME metodou identifikovan také dihydro-g-ionon.
Dihydro-f-ionon nebyl u ostatnich destilatti detekovan a jeho zastoupeni u vzorku G1 je
V porovnani s ostatnimi identifikovanymi latkami pomérné velké. Dal§i vyznamné
norisoprenoidy jako je a-ionon nebo f-ionon nebyly u vzorkd grap detekovany. S-ionon je
kli¢ovou slozkou aroma odriidy Cabernet Sauvignon’’. Mizeme tedy piedpokladat, Ze tato
odrtida nebyla pouzita pro vyrobu studovanych destilatt.

Hlavni skupinou identifikovanych latek metodou SPME jsou sesquiterpenoidy, které

maji v porovnani s monoterpenoidy a norisoprenoidy daleko vyssi relativni zastoupeni.
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Celkem se podafilo pomoci obou extrakénich technik identifikovat 43 sesquiterpenickych
latek. Na rozdil od skupiny monoterpenickych latek jsou pii analyze sesquiterpenickych latek
Mmezi pouzitymi technikami patrné rozdily. Metodou HS-SPME bylo mozné identifikovat
predevsim latky s niZsi retenci. Mezi hlavni latky identifikované pomoci HS-SPME metody
patii a-ylangen, p-bourbonen, a-humulen, y-kadinen a d-kadinen, které byly prezentovany

jako slozky aroma hrozni odrid Tramin, Miiller Thurgau aj.®**

. Velké relativni zastoupeni
maji také a-amorfen, 6,9-guaiadien a u destilatu G1 také a-farnesen a a-muurolen. Hlavni
podil sesquiterpenickych latek byl identifikovan u vzorka Gl a G6. U vzorku G6 jako
jediného byly identifikovany také a-zingiberen a a-selinen. V porovnani s monoterpenickymi
latkami se ale zastoupeni sesquiterpenickych latek u jednotlivych studovanych vzorki
destilata pfili§ nelisi. Latkou s nejvyssi retenci, kterou bylo mozné HS-SPME metodou
spolehlivé identifikovat, byl (E)-nerolidol (RI=1559, tab. 6). Latky s vyssi retenci nebylo
mozné pomoci HS-SPME metody analyzovat, ale jejich analyzu umoznila metoda DI-SPME.
Mezi hlavni sesquiterpenoidy identifikované metodou DI-SPME se ftadi nerolidol,
(2Z,6E)-farnesol a a-kadinol, které maji majoritni zastoupeni u vzorkd G2 a G3. Tyto latky
byly spole¢né s identifikovanymi terpenoidy y-eudesmolem a z-muurololem prezentovany
jako slozky aroma madeirskych vin®™%. MiZeme usuzovat, Ze uvedené latky patii mezi
nejcasteji se vyskytujici sesquiterpenické latky v hroznech a ptislusnych napojich. Z dalsich
latek muzeme uvést 1,10-di-epi-kubenol, 1-epi-kubenol, a-muurolol, 3-dihydrofarnesol,
(22,6Z)-farnesol nebo (2E,6E)-farnesyl acetat. U vzorku G6 jako jediného byly identifikovany
také a-zingiberen a a-selinen. Mezi latky s ,,niz8i* retenci, které umoznila DI-SPME u vzorku
destilatd identifikovat, se fadi sesquiterpen a-barbaten, ktery nebyl metodou HS-SPME
detekovan, nebo (Z)-p-farnesen, ktery bylo mozné metodou DI-SPME identifikovat u vice
vzorkl.

Metoda SPME se ukazala jako vhodné technika pro identifikaci terpenickych latek
Vv destilatech grapa, ktera je dostatené citliva pro analyzu aromatickych latek a jednoducha
ve svém provedeni. Metodu DI-SPME je mozné pouzit jako dopliikkovou techniku,
kterd umoznuje SirSi screaning (nejen) terpenickych latek pifi analyze markert a rozSifuje
moznosti klasického HS provedeni. Naproti tomu se vSak pifi pfimém ponofeni vldkna
do roztoku sorbuji i dal$i netékavé latky, jako jsou napf. obsazené kyseliny, coz vede

ke snizeni zivotnosti SPME vlakna.
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Tab. 6 Zastoupeni terpenickych latek v Sesti destilatech typu grapa

HS-SPME® DI-SPME®

RI? m/z° Gl G2 G3 G4 G5 G6 Gl G2 G3 G4 G5 G6
Monoterpenoidy
limonen 1031 68,93 94,79 17,79 31,33 3891 11,20 27,69 71,92 12,28 1429 980 3,79 11,23
eukalyptol 1034 43,81,108 8,13 2,74 389 1,18
linalool 1100 55,71,93,121 76,89 502 468 855 1887 414 12430 6,09 426 7,76 10,84 2,99
hotrienol 1104 43,71,82 21,13 2,63 2,17 25,56 2,84 2,15
rose oxid (2) 1111 40, 69,83,139 4,64 1,87 08 1,11 163 4,16
nerol oxid 1153 67,68,83 24,01 3,46 33,32 4,92
S-cyklocitral 1216  67,81,109,137 0,74 171 198 149 231 174 706 627 398 386 575
citronellol 1226  41,55,69, 95 16,47 434 484 211 430 2,31 154,07 16,79 525 10,85 10,90 12,08
sabinen hydrat acetat (Z) 1253 93,121,136 4355 3,73 223 7,76 615 1,63 7997 4,78 415 813 7,05 7,27
sabinen hydrat acetat (E) 1257 93,121,136 5,60 18,35
linalool acetat 1260 69,80,93,121 12,77 33,68
neo-3-thujanol acetat 1277  79,93,121,136 14,15 509 1052 28,65 21,53 24,49 27,17 10,99 11,81 19,98 14,17 2281
neryl formiat 1282 41,69, 93,121 3831 093 28 823 7,69 1,09 99,26 4,69 408 813 9,72 317
citronellyl acetat 1349 43,81, 95,138 16,73 6,83 1140 467 2,27 8093 98,16 17,83 10,94 7,18 3,39 26,79
neryl acetat 1358 41,69, 93,121 2,89 2,32 22,22 3,07 1,68
Norisoprenoidy
dehydro-ar-ionon 1350 142,157,172 1573 168 2515 30,10 8,06 10,51 3383 657 1085 892 375 6,19
[S-damascenon 1376  41,69,121 64,71 27,60 37,51 17,05
dihydro-g-ionon 1422  43,121,161,194 35,00
Sesquiterpenoidy
a-ylangen 1365 93,105,119,161 88,45 80,86 52,01 2522 14,60 181,47 3,27
a-kopaen 1372 93,105,119,161 1356 669 548 466 252 1448 3,05
S-bourbonen 1379 81,123,161 95,36 22,27 53,06 14,31 8,21 47,94
a-barbaten 1411  93,95,108,123 19,74 1541 242 365 6,14
S-karyofyllen 1411  69,79,93,133 2290 11,83 1595 9,18 3,06 7,65
[-kopaene 1421 91,105,119,204 884 3,72 3,90
a-bergamoten 1424 69,93,119 326 751 6,00 5,24
a-guaien 1432  91,105,133,147 492 402 517 6,91
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Tab. 6 Zastoupeni terpenickych latek v Sesti destilatech typu grapa - pokracovani tabulky

HS-SPME® DI-SPME®

RI? m/z® G1 G2 G3 G4 G5 G6 G1 G2 G3 G4 G5 G6
6,9-guaiadien 1439 91,105,119,161 3545 19,24 18,16 11,42 6,37 38,84
pS-farnesen (2) 1452  69,93,133 42,53 5,75 6,12 8,73 6,35 6,90
a-humulen 1452  80,93,121,147 23,20 30,41 10,46 2,38 8,97 7,15
[S-chamigren 1470 93,133,189,204 7,43 5,59 7,47 3,67
y-muurolen 1472 93,105,161 27,64 13,56 8,60 1437 13,52
a-amorfen 1476  94,105,161,204 33,72 16,87 16,74 12,46 26,92
y-himachalen 1481 91,93,105,133 5,38 2,44
aristolochen 1485 105,189 12,24 6,20 4,46 5,52
pS-selinen 1485 93,105,189,204 11,39 5,15
o-selinen 1489 91,105,161,189 37,52 3,710 4,16 19,50
a-zingiberen 1490 69,77,93,119 2,48
a-selinen 1492  93,107,189,204 12,00
valencen 1493 91,105,161,175 22,78
a-muurolen 1495 105,161,189,204 33,24 12,78 9,48
a-farnesen 1503 41,69,93,107 58,50 4,09 8,39 1,61 6,66
y-kadinen 1510 105,119,161,204 4492 41,83 6539 3549 1435 67,34 6,26 3,64 2,75
J-kadinen 1516 119,134,161,204 39,64 14,88 19,76 8,31 3,60 25,26 5,10 1,99
kalamenen (E) 1517 159 11,94 9,66 16,38 7,53 6,10 12,34 6,18 9,58 6,11 3,38 2,58 3,22
y-dehydro-ar-himachalen 1530 143,157,185,200 434 455 6,06 365 2,74 6,50 7,12 864 454 287 3,02 4,98
a-kadinen 1534 105,161,204 13,23 8,15 10,46 4,52 2,29 9,99
a-kalakoren 1538 142,157,200 18,07 9,96 12,31 7,99 3,00 10,89 8,21 9,25 6,26 3,62 6,78 4,87
nerolidol (E) 1559  41,69,93,107 1,71 3,45 2,19 1,77 1,53 52,82 337,97 151,26 62,00 8258 70,41
1,10-di-epi-kubenol 1610 119,161,179,204 12,25 38,68 18,87 12,14 11,02 14,05
1-epi-kubenol 1624 119,161,204 18,69 17,02 10,93 7,70 9,92 5,97
y-eudesmol 1630 161,189,204 3,60 12,22 9,34 10,57 6,42 8,23
epi-a-kadinol 1642 81,161,204 14,42 6,66
-muurolol 1644  95,121,161,204 23,32 14,73 16,27 5,96 11,68
a-muurolol 1648 95,105,119,161 11,22 15,12 19,82 3,00 12,65 5,38
a-kadinol 1657 95,121,161,204 29,68 38,09 20,40 21,65 1548 21,47
kadalen 1676 168,183,198 9,02 19,61 9,15 450 11,08 6,84
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Tab. 6 Zastoupeni terpenickych

latek v Sesti destilatech typu grapa - pokraovani tabulky

HS-SPME® DI-SPME®
RI? m/z" Gl G2 G3 G4 G5 G6 Gl G2 G3 G4 G5 G6
2,3-dihydrofarnesol 1695 69,81,95,123 54,45 96,65 53,14 4738 54,11 33,80
farnesol (2Z,62) 1701  69,81,93,107 9,99 29,08 18,47 6,04 6,49
farnesol (2Z,6E) 1724 41,69,81 156,81 691,31 377,20 136,76 142,43 163,80
farnesal (2E,6E) 1744 41,69,84 4,20 12,00 6,81 3,48 793 354
farnesyl acetat (2E,6E) 1835 69,81,93,107 3,53 2522 22,34 7,93 4,24 16,57

# Reten¢ni indexy vypocitané podle

Rl = 100z + 100 (RTx— RT,) / (RT,1 — RT,)

RIly — reten¢ni index neznamé latky

RT, — reten¢ni ¢as neznamé latky, n-alkanu se z uhliky a z+1 uhliky v molekule
RT, — reten¢ni ¢as n-alkanu se z uhliky

RT,.; — reten¢ni ¢as n-alkanu se z+1 uhliky v molekule

® Série charakteristiskych iontii latky
¢ Zatoupeni identifikovanych latek v relativnich jednotkach (x10%) odeétené z TIC modu (n = 3, RSD < 5%)
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5.3 Analyza aromatickych slozek chmelua a piv

Analyza &eskych (Premiant, Sladek, Zatecky polorany Cerveﬁékiii) a zahrani¢ni
chmeld (Hallertau Magnum, Hallertau Taurus) byla provedena metodou HS-SPME-GC/MS.
Identifikace latek byla povedena na zakladé porovnani jejich hmotnostnich spekter
s knihovnou spekter NIST 08, spektry uvedenymi v odborné literatuie®®®, na zakladé znamych
eluénich charakteristik latek a nékterych standardid. Identifikované latky a jejich zastoupeni
u jednotlivych odrid chmele je uvedeno v tab. 7, vyjadiené jako praimérné hodnoty ploch
pikt v relativnich jednotkach. Mezi identifikovanymi latkami jsou zejména monoterpenické a
sesquiterpenické latky, ze skupiny norizoprenoidu byl identifikovan také a-ionol.

Majoritni zastoupeni mezi monoterpenickymi latkami identifikovanymi v chmelové
silici ma f-myrcen. Nejvyssi relativni zastoupeni p-myrcenu obsahuji némecké chmely
Hallertau Magnum a Hallertau Taurus, u kterych bylo identifikovdno aZz dvojndsobné
bylo identifikovano u Cervenidku. Tento chmel je tradiéni Eeskou odriidou, kterd se pouziva
pro vyrobu mnoha piv lezackého typu U nas i po celém svétd. Zatecky chmel vynika
pfedev§im svym jemnym aroma, které je dano vzajemnym pomeérem vsech slozek obsazenych
v chmelové silici. Mezi monoterpenoidy, které se podili na aroma chmelt, byly
identifikovany také S-pinen, limonen, linalool, methyl geranat a (E)-S-ocimen. Uvedené latky
jsou zastoupeny ve vyS$§im mnozstvi pfedevsim u ¢eské odridy Premiant a némeckych odrid
Hallertau Magnum a Hallertau Taurus. Vyznamny rozdil je patrny v zastoupeni limonenu,
ktery byl u Cervenidku identifikovan v fadové niz§im mnoZstvi nez u ostatnich chmeld,
B-(E)-ocimen, allo-ocimen a rosefuran epoxid nebyly u Cervenaku detekovany. Absence
¢1 niz§i relativni zastoupeni nékterych slozek aroma mulze do jisté miry pfispivat k jemnému
aroma zatecké odridy.

Patrné rozdily u studovanych chmeltt miizeme pozorovat také u sesquiterpenickych
latek. Majoritni podil v chmelové silici maji sesquiterpenické latky (E)-karyofyllen
a a-humulen, u Cervenaku byl identifikovan jako hlavni slozka také p-farnesen. U némecké
odrudy Hallertau Taurus byl p-farnesen také identifikovan, ale v porovnani s ¢eskou odriidou

pouze v relativné malém mnoZstvi (fddové asi 200x niz§i zastoupeni). Pfestoze nckteré

' Oznagenim Zatecky chmel miZe byt oznaden pouze jemny aromaticky chmel Zatecky polorany &ervenak

(v8echny jeho registrované klony) vyp&stovany v Zatecké chmelatské oblasti*®.
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odborné publikace™® prezentuji pritomnost S-farnesenu i u dalsich Geskych odriid chmeli,
u studovanych odrid nebyl pS-farnesen detekovan. Obsah p-farnesenu je velmi zavisly
na klimatickych podminkach a jeho obsah kaZzdoro¢né kolisd. Velky vliv na obsah
p-farnesenu v chmelu maji i podminky skladovani. Hlavni slozky chmelové silice,
(E)-karyofyllen a a-humulen, byly identifikovany u vSech studovanych chmelt. Nejvyssi
zastoupeni ma, obdobné jako v pfipadé monoterpenu S-myrcenu, némecka odriada Hallertau
a a-humulenu bylo identifikovano u Cervetidku. Také ostatni identifikované sesquiterpenické
latky jako je napf. a-ylangen, a-kopaen, f-kopaen, y-muurolen, valencen, y-kadinen nebo
d-kadinen vykazuji niZ8i zastoupeni u této eské odridy. Naproti tomu byly u Cervenidku
identifikovany 7-epi-sesquithujen, (Z)-a-bergamoten, a-kurkumen, které nebyly u ostatnich
odrud detekovany, ve vys$sim zastoupeni byl identifikovan také (E)-a-bergamoten. V ptipadé,
ze by tyto sesquiterpenické latky byly identifikovany v pivech, mohly by spole¢né
s p-farnesenem slouzit jako potencialni markery Zateckého chmele. Némecka odrida
Hallertau Taurus se vyznafovala vys$§im podilem  p-selinenu, p-chamigrenu
a selina-3,7(11)-dienu, a jako marker této némecké odridy by mohl byt oznacen a-selinen,

ktery u ostatnich chmeld nebyl detekovan.

Tab. 7 Zastoupeni terpenickych latek v chmelech

Sloucenina m/z Chmel
Cerveiidk  Slidek  Premiant  alertau  Hallertau
Magnum Taurus

Monoterpenoidy
a-pinen 41,79,93 12,38 24,13 31,98 42,41 45,95
kamfen 41,79,93,121 4,08 7,48 9,51 6,56 13,76
S-pinen 41,69,79,93 41,63 58,37 107,48 190,12 129,13
p-myrcen 41,69,79,93 2642,95 3132,63 4730,04 7251,24 6765,74
pS-fellandren 77,91,93 4,41 3,56 4,87
limonen 68,79,93 2,08 92,72 103,38 157,59 147,50
S-ocimen (2) 41,79,93,121 12,52 5,90 5,53
S-ocimen (E) 41,79,93,121 63,38 96,00 98,60 69,53
y-terpinen 77,93,121,136 2,76 6,40 5,84
linalool 71,93,55,121 70,03 44,25 118,11 56,66 128,01
allo-ocimen 79,91,105,121 1,81 411 2,28 2,04
neo-allo-ocimen 79,91,105,121 5,18 6,31 5,87
borneol 95,110,139 1,60 1,70 1,68 1,25 1,37
lavandulol 41,69,111 2,08 1,36 6,72 1,69 3,07
rosefuran epoxid 79,95,166 3,33 3,86 2,74 3,70
nerol 41,69,93,121 2,07 1,42 3,80 2,66 5,58
geraniol 41,69,93,123 13,45 8,89 19,34 36,44 10,01
citronellyl formiat 41,69,95,123 7,49 2,37 12,58 5,04 15,85
methyl geranat 41,69,114,123 45,10 63,71 87,40 102,95 103,74
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Tab. 7 Zastoupeni terpenickych latek v chmelech - pokra¢ovani tabulky

Sloudenina m/z® Chmel®
Cerveniak Sladek Premiant Hallertau Hallertau
Magnum Taurus

limonen aldehyd 67,79,93,148 2,39 3,07 0,31 4,03 2,70
geranyl acetat 69,93,121,136 0,43 1,08 1,61 2,89 1,33
neryl aceton 43,69,107,136 0,69 6,95 0,92 4,23
Noirisoprenoidy
a-ionol (E) 95,138,194 1,39 1,19 1,72 7,75 2,02
Sesquiterpenoidy
a-kubeben 91,105,119,161 1,78 2,77 591 9,79 3,61
a-ylangen 93,105,119,161 20,22 40,92 44,96 44,61 34,46
a-kopaen 93,105,119,161 67,60 142,35 134,82 132,11 111,59
B-bourbonen 81,123,161 1,32 7,07 0,36 0,55 0,23
sativen 93,108,133,161 1,87 2,43 4,92
7-epi-sesquithujen 69,93,119 1,74
S-elemen 67,81,93,107 4,33
karyofyllen (2) 79,93,105,133 5,09 6,72 15,79 7,53 7,55
a-bergamoten (Z) 69,93,107,119 8,26
karyofyllen (E) 79,93,105,133 1027,42 1879,02 1946,15 2193,44 1464,48
S-kopaen 91,105,161,189 27,00 44,75 78,51 108,35 41,93
a-bergamoten (E) 69,93,107,119 242,84 19,30 27,30 4,42 2,88
a-himachalen 93,105,119,189 4,30 2,75 1,71 1,64 4,39
a-humulen 80,93,121,147 3608,06 5792,23 6347,52 6654,99 4400,33
farnesen 69,93,133 3198,91 6,24
allo-aromadendren 91,105,133,161 3,30 8,64 7,02 7,23 11,09
kadina-1(6),4-dien (E) 105,161,204 31,94 52,89 41,55 51,90 39,45
S-chamigren 93,133,189,204 182,44
y-muurolen 93,105,161 141,39 291,31 243,11 258,72 157,69
a-amorfen 105,161,204 23,86 34,06 28,11 32,81 18,45
a-kurkumen 105,119,132,145 12,03
B-selinen 93,105,189,204 36,99 82,43 78,88 99,26 1166,59
valencen 91,105,161,175 100,34 164,84 167,48 189,93 39,77
o-selinen 93,107,133,189 1428,27
epizonaren 81,105,161 38,71 48,26 33,86 46,91 36,28
a-muurolen 105,161,204 46,62 97,64 85,93 86,03 65,55
a-farnesen (E,E) 69,93,107,119 82,67 18,33 65,01
y-kadinen 105,119,161,204 140,83 298,55 280,90 334,80 247,12
kalamenen (E) 129,159,202 35,62 51,27 131,32 158,32 71,53
J-kadinen 119,134,161,204 226,06 460,16 363,98 327,75 278,72
zonaren 81,105,161,204 17,94 24,22 17,42 17,17 15,92
kadina-1,4-dien 105,119,161,204 28,64 58,00 49,37 53,48 36,69
a-kadinen 105,161,204 28,17 60,69 56,42 53,41 40,61
selina-3,7(11)-dien 107,122,161,189 19,37
a-kalakoren 142,157,200 23,24 34,72 52,08 25,66 21,03
B-kalakoren 142,157,200 6,80 3,50 23,60 5,50 10,89
karyofyllen oxid 69,79,93,109 27,96 24,97 57,73 13,73 19,09
humulen epoxid Il 67,96,109,138 68,32 66,26 256,19 91,44 69,17
1,10-di-epi-kubenol 119,161,179,204 3,75 5,69 3,81 5,43 2,45
a-epi-kadinol 161,204,81 15,43 25,96 25,84 15,75 18,21
a-kadinol 95,43,121,161 5,53 12,66 12,03 10,86 40,95
farnesol (2Z,6E) 69,41,81 0,36 0,65 8,90 2,31 2,53

Tuéné oznaceny terpenické latky identifikované v ¢eskych a zahranicnich pivech, viz tab. 8

% Série charakteristickych ionti
® Priaimérné hodnoty ploch piki v relativnich jednotkach (x10% n =3, RSD < 5%)
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Analyza piv Ceské i1 zahrani¢ni vyroby metodou HS-SPME-GC/MS byla zamétena
na identifikaci slozek chmelové silice, pfedevsim f-farnesenu, jako kvalitativniho markeru
Zateckého chmele. ldentifikace latek byla provedena na zakladé porovnani spekter
s knihovnou spekter a na zédklad¢ znamych elu¢nich charakteristik latek. Identifikované latky
u piislusnych vzorkt piv jsou shrnuty v tab. 8, vyjadiené formou relativnich jednotek jako
primémé plochy pikd. Vzorky piv jsou kategorizovany dle stupnovitosti a podle dalSich
kategorii na piva nealkoholicka, polotmava, tmava, zahrani¢ni a piva domaci vyroby.

Celkem se podafilo ve vzorcich piv identifikovat 15 terpenickych latek. Ze skupiny
monoterpenickych latek byl identifikovan A-myrcen, limonen, linalool, methyl geranat
a citronellyl acetat. S vyjimkou citronellyl acetatu byly tyto latky identifikovany jako slozky
chmelové silice (tuéné znaené v tab. 7). Pfitomnost citronellyl acetatu v pivech ziejmé

278 bghem fermentace.

souvisi s esterifika¢ni reakci citronellolu nebo redukci geranyl acetatu
Z provedené analyzy chmelél i znamych poznatkii uvedenych v literatuie***" hychom
mohli predpokladat, ze majoritni zastoupeni mezi monoterpenoidy v pivech bude mit
[-myrcen, ktery ma v chmelové silici hlavni podil. Jeho obsah je dan mnozstvim a druhem
pouzitého chmele a technologii vyroby piva. Vyssi relativni zastoupeni S-myrcenu bylo
identifikovano u piva Opat extra chmelené, Pilsner Urquell a polotmavého piva Forman
nealko, u ostatnich piv je jeho obsah srovnatelny s dal§imi terpenickymi latkami. Urcitym
markerem pro hodnoceni pouzité odridy chmele by mohl byt limonen, ktery je u odridy
Cerveiidk v niz§im relativnim zastoupeni. Jeho zastoupeni v pivech je ale do urdité miry
konstantni, vy$$i zastoupeni limonenu bylo identifikovano pouze u piva Staropramen -
Méstan, Rychtat - Standard 11, Cerna Hora - Forman nealko, Hoegaarden a pivo doméci
vyroby znacky Coopers. Je pravdépodobné, ze u uvedenych piv byla pti vyrobé pouzita i jina
odriida chmele. Pro posouzeni je ale nutné vzit v ivahu i vzajemné podily mezi ostatnimi
slozkami chmelové silice. Vyssi zastoupeni latky nemusi jednoznaéné poukazovat na uziti
jiné odridy chmele  pfi pfipravé chmelovaru. Vliv na zastoupeni slozek chmelové silice
muize mit i jiny technologicky zptsob vyroby piva, napt. pivo Hoegaarden a Coopers jsou
svrchné kvasena piva. Pivo Hoegaarden je navic ochucené pivo a tak zastoupeni limonenu
muize byt ovlivnéno nejen odridou chmele ale také dal§imi ptidanymi ingrediencemi.
Linalool, jako dal$i slozka chmelové silice obsazena v pivech, byl identifikovan v relativné
vys$§im zastoupeni u odriid Cervenidk a Premiant. Vyssi obsah v pivech byl identifikovan u

piva Rohozec - Skalak 11 a Opat kvasnicovy 12, jejichz vyrobci uvadeji, ze pii vyrobe
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pouzivaji vyhradné Zatecky chmel.

Jako slozka aroma piv byl identifikovan také p-damascenon, ktery nebyl
u studovanych chmelt detekovan. Jeho pfitomnost v pivech je ziejmé dusledkem degradace
karotenoidi obsazenych v chmelech béhem vyroby piva. Jeho obsah je u primyslové
vyrabénych piv velice variabilni. Pon¢kud niz$i zastoupeni je mozné pozorovat u piv
nealkoholickych, zahrani¢nich, u piv doméaci vyroby a u piva Moritz. Je pravdépodobné,
ze zastoupeni f-damascenonu souvisi s technologii vyroby piva.

Hlavni sesquiterpenické slozky chmelové silice (E)-karyofyllen a a-humulen,
u odrady Cervendk také p-farnesen, byly identifikovany téméf u vsech vzorkd piv.
(E)-karyofyllen se nepodafilo detekovat u nékterych zahrani¢nich piv a nealkoholickych piv,
s vyjimkou polotmavého nealkohlického piva Cerna Hora - Forman nealko. Toto pivo
se celkoveé vyznacuje vyS$im zastoupenim terpenickych latek, které pravdépodobné souvisi
S pouzitym chmelem ale i technologii vyroby. Také pivo Pilsner Urquell a pivo Protivin -
Merlin ¢erny 13 vykazuji vys$si relativni zastoupeni (E)-karyofyllen a také a-humulenu. Oba
sesquiterpeny, (E)-karyofyllen a a-humulen, nebyly detekovany pouze u piva Coopers. Je
zajimavé, Ze u tohoto piva byl identifikovan i p-farnesen, v zastoupeni srovnatelném
s ostatnimi bézn¢ dostupnymi Ceskymi pivy. Zastoupeni pS-farnesenu u piva Coopers je
s velkou pravdépodobnosti dusledkem pouziti nékteré zahrani¢ni odriidy chmele, ktera nebyla
ve studii hodnocena. Marker Zateckého chmele, S-farnesen, byl identifikovan téméf u viech
analyzovanych piv. Rada Geskych vyrobctl pii vyrobé piv pouziva vyluéné Zatecky chmel,
nebo jej pouzivaji alesponn pti dochmelovani. Jedinym pivem, u kterého nebyl p-farnesen
detekovan, je pivo Stella Artois. Za jisty ,,standard” v obsahu fS-farnesenu mizeme pokladat
pivo vyrabéné v restauracnim minipivovaru Moritz Olomouc. Na vyrobu piva Moritz se
pouziva pouze Zatecky chmel, pivo je nefiltrované a nepasterizované. Podil p-farnesenu
V pivu tedy neni ovlivnén jinymi faktory kromé& pouzité technologie pii vateni piva. U obou
analyzovanych vzorkii miizeme vidét srovnatelné zastoupeni slozek chmelové silice. Vyssi
relativni zastoupeni S-farnesenu v porovnani s pivem Moritz bylo identifikovano pouze u piv
Cernd Hora - Forman polotmavy a Protivin - Merlin &erny 13. Srovnatelné zastoupeni
p-farnesenu bylo identifikovano u piva Pilsner Urquell a piva domaci vyroby oznac¢eného jako
LPivo 1% u kterého vime, Ze pifi vyrobé byl pouzit vyhradné Zatecky chmel. Vliv
technologického zpracovéani je patrny také u piv domdéci vyroby. Piestoze byla vétSina

studovanych ,,domacich® piv chmelena & dochmelovana Zateckym chmelem, je pomér
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a zastoupeni slozek chmelové silice u jednotlivych vyrobkii odlisné. Pro studium a hodnoceni
obsahu p-farnesenu a ostatnich slozek chmelové silice v pivech ¢eské a zahrani¢ni vyroby se
také nabizi aplikace vicerozmérnych statistickych metod. Tyto metody by pravdépodobné
umoznily odhalit vnitini souvislosti mezi pouzitymi surovinami a studovanymi slozkami.
Jejich ptipadné pouziti je pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Z mén¢ zastoupenych sesquiterpenickych latek chmelové silice byly v pivech také
identifikovany y-muurolen, oJ-kadinen, a-kadinen a a-kalakoren. Zajimavé souvislosti
vyplyvaji ze zastoupeni a-kadinenu, ktery byl identifikovan pouze u tmavych a polotmavych
piv. Jeho zastoupeni ziejmé souvisi s technologii vyroby tmavych a polotmavych piv. Také
zastoupeni a-kalakorenu mize castetné poukazovat na odridu pouzitého chmele. U piv,
o kterych vime, e byla chmelena pouze Zateckym chmelem (napf. i pivo Moritz), nebyl

a-kalakoren detekovan a jak je mozné vidét ztab. 9, relativni zastoupeni o-kalakorenu

cv v
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Tab. 8 Zastoupeni terpenickych latek v pivech

Pivo Identifikované terpenické latky®

S-myrcen  limonen linalool methyl - citronellyl b ®)- a-humulen p-farnesen y-muurolen valencen kalamenen d-kadinen a-kadinen a-kalakoren

Y geranat acetat  damascenon karyofyllen v (2)

Ceska piva
Branik 10 6,15 347 19,40 2,60 88,89 9,40 3,45 14,02 0,32 5,62 2,25 2,49
Cerné Hora - Sklepni 10 10,07 15,67 11,30 3,71 49,73 8,77 3,62 31,65 2,59 14,74
Gambrinus 10 63,90 8,28 42,82 28,70 29,68 10,87 2,48 22,87 1,01 4,87 2,08
Holba klasik 10 2,24 3,93 7,03 7,70 6,60 3,62 0,15 2,11 1,94
Staropramen - Mé&st'an 9,42 42,48 15,95 8,55 19,55 3,82 4,19 13,05 0,38 4,00 1,16
Policka - Hradebni 10 43,70 21,10 33,95 22,67 10,85 12,48 132,16 2,97 15,13 2,11 5,40 3,00
Primus Vévoda brabantsky 3,93 3,22 5,43 2,98 22,94 3,80 1,44 16,39 0,79
Breziak 11 38,21 21,83 10,68 33,76 59,84 19,85 3,36 15,15 1,80 9,46 6,17 6,96
Chodovar-Prezident premium 14,26 13,77 33,55 9,98 45,41 8,43 7,15 33,53 3,41 10,05 0,85 0,57
Krystof - novopacka 11 26,89 17,83 48,84 32,44 11,39 2,52 1,85 17,06 0,82 4,68 0,48
Litovel - Moravan 11 24,66 63,90 74,45 37,53 15,20 15,77 1,35 6,92 3,48 1,50
Opat Bitter extra chmelené 11~ 173,53 10,21 61,09 61,79 60,95 12,76 9,37 63,99 3,51 6,05 4,13 1,07 0,71
Primator Lezak 11% 15,90 12,15 35,89 32,91 18,86 4,93 1,62 9,94 2,18 1,78 0,89 0,55
Rychtaf - Standard 11 14,17 54,61 34,18 13,20 31,08 19,53 3,33 10,76 4,14 20,01 3,22 6,31
Rohozec - Skalak 11 13,65 259,14 259,87 77,02 24,79 12,38 8,93 2,38 14,58 3,90 4,72
Svijansky Maz 11 16,32 11,73 20,82 10,74 20,91 9,99 2,10 26,16 1,41 22,83 2,82
Zlatopramen 11 32,85 7,12 28,07 11,00 39,35 13,68 4,91 36,05 2,65 2,70 2,87 1,85
Krakono$ 12 1,30 10,62 15,18 4,36 10,95 5,74 3,02 12,04 0,59 22,05 1,15
Lobkowicz 12 27,87 10,21 21,22 15,66 1,21 20,33 2,87 6,74 4,28 3,59
Opat kvasnicovy 12 71,14 13,48 118,47 39,23 42,90 7,77 6,67 33,02 2,52 5,40 0,79 2,11
Pilsner Urquell 12 344,35 14,27 47,65 11,96 48,49 10,67 39,82 408,67 7,92 12,91 12,90 2,51
Rohozec - Skalak 12 31,49 7,01 65,45 87,73 33,19 7,30 1,03 10,81 0,64 4,46 1,50 0,98
Valasek kvasnicovy 12 2311 2,54 24,23 7,35 12,03 5,20 11,42 85,94 2,98 9,03 2,23 2,23
Litovel 13 svate¢ni lezak 19,94 8,37 83,19 74,92 14,50 9,05 1,22 13,86 0,84 2,34 2,00 1,05
Svijansky Knize 13 29,76 19,88 12,21 9,90 6,44 19,10 116,44 3,84 16,69 4,05 7,27 4,36
Cerna Hora - Kvasar 14 19,49 11,74 24,46 60,09 123,33 16,95 8,04 71,28 3,60 32,79 2,20 1,93
Restaura&ni minipivovar®
Moritz 11 39,82 4,84 7,63 2,15 10,27 3,19 12,61 71,10 9,62 3,95 2,01
Moritz 12 45,06 5,85 13,15 2,36 12,04 4,10 12,55 78,97 11,01 4,67 3,48
Nealkoholicka piva
Litovel Free 17,16 11,09 51,43 14,89 2,43 5,46 1,97 0,34
Svijansky Vozka nealko 19,54 53,99 27,66 26,63 8,05 9,95 23,56 0,34 4,60
Bernard s ¢istou hlavou 97,24 9,86 11,21 1,57 3,28 2,47 16,68 5,24
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Tab. 8 Zastoupeni terpenickych latek v pivech — pokracovani tabulky

Pivo Identifikované terpenické latky®
g . . methyl  citronellyl p- ) g ) kalamenen . . e N

p-myrcen  limonen linalool geranat acetdt  damascenon karyofyllen a-humulen p-farnesen yp-muurolen valencen @) d-kadinen a-kadinen a-kalakoren
Polotmavé pivo
Cerné Hora - Forman nealko 296,88 81,03 15,91 40,83 2,97 12,34 206,05 828,24 12,81 12,93 22,44 79,81 4,27 10,73 12,94
Chodovar - Skalni 12 6,93 9,67 15,08 3,27 22,86 5,29 4,31 32,75 1,68 8,26 1,16
Tmavé pivo
Cerna Hora - Granat 12 8,28 7,45 721 12,46 35,75 95,37 4,40 2,42 4,64 5,20 2,18
Pardubicky Porter 19 2,45 8,75 8,12 31,94 3,12 2,45 1,45 1,48 1,09
Protivin - Merlin éerny 13 49,16 9,16 39,32 8,25 19,54 9,82 169,61 701,27 74,37 5,80 11,51 17,40 24,59 3,70 3,21
Zahrani¢ni
Hoegaarden 17,06 182,11 999,60 6,02 39,05 7,06 12,14 1,17
Guiness original 1,53 6,30 22,67 3,66 7,51 7,79 8,93 0,40 4,13 1,56 2,24
Stella Artois 22,07 5,80 11,74 1,08 3,63 2,31 3,88 23,64 2,61 2,36 0,97
Domaci vyroba®
Pivo 1 - VUPS® 7,25 8,55 24,24 21,56 5,38 42,01 203,55 9,18 2,68 21,73 6,07 5,25
Pivo 2 — VUPS® 217,79 91,03 57,70 6,17 7,09 3,89 19,42 1,87 18,07 3,11 5,91
Pivo 3 - VUPS® 3,93 9,71 19,44 7,69 1,00 4,86 35,91 1,52 2,56 3,03 1,77
Pivo 4 — VUPS® 3,99 19,33 42,22 5,29 2,89 22,48 0,95 0,81
Pivo 5 — Mistr Sladek’ 3,82 14,68 3,19 3,10 1,98 7,14 4,25
Coopers® 303,94 21,73 6,96 2,20 40,14

2 Praimérné plochy piki v relativnich jednotkach (x10% n =3, RSD < 5%)

® Olomoucky restauraéni minipivovar, chmeli pouze Zateckym chmelem.

° Piva vyrobena v domacich podminkéch ze zakoupenych surovin.

9 Pro vyrobu pouzit mladinovy koncentrat VUPS. Pro vyrobu byl pouzit Zatecky chmel, u vzorku Piva 3 pouze pro dochmeleni.

¢ VUPS mladinovy koncentrat, dochmeleny odriidou Premiant.

"Pro vyrobu pouzit mladinovy koncentrat zn. Mistr Sladek zakoupeny v mistnim specializovaném obchodg, pivo nebylo dochmelovéno.

% Pro vyrobu pouzit mladinovy koncentrat zn. Coopers zakoupeny v mistnim specializovaném obchodg, pivo svrchné kvasené, nebylo dochmelovéno.
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54 Analyza fenolickych kyselin ve vinech

Metodou GC/MS byly u 28 vzorkiu ceskych vin kvantifikovany vybrané fenolické
kyseliny (tab. 9). Skupina hydroxybenzoovych kyselin zahrnovala kyselinu vanilovou (1),
gentisovou (2), protokatechovou (3), syringovou (4) a gallovou (5), skupina

hydroxyskoficovych kyselin zahrnovala kyselinu kumarovou (6), ferulovou (7) a kavovou (8).

Tab. 9 Obsah fenolickych kyselin v ¢eskych vinech

Vzorky vin Fenolické kyseliny®
g vanilova  gentisovd  protokatechova  syringova gallova kumarova ferulova kavova
' @ @) ©) Q) ©) © 0] ®)
Bila 1 0,853 6,409 12,499 0,575 6,234 3,578 0,933 5,740
vina 2 0,524 4,401 5,427 0,296 1,803 2,902 0,563 4,573
3 0,099 6,565 8,099 0,352 3,693 4,875 0,727 6,965
4 0,535 2,111 8,151 0,225 2,314 1,053 0,259 4,434
5 0,413 2,125 5,603 0,189 8,039 2,473 0,905 6,662
6 0,281 7,992 6,613 0,141 2,272 27,905 1,330 2,861
7 0,412 3,589 8,403 0,230 4,445 2,810 0,671 2,015
R‘V‘izri’ove 8 0972 2970 5,628 0832 4,654 1904 0558 3,220
Cervenda 9 10,734 4,192 23,347 9,900 109,666 6,019 0,544 13,337
vina 10 11,217 5,991 25,484 10,240 95,896 14,304 1,001 26,742
11 4,608 2,915 35,097 3,473 72,259 7,496 0,757 14,032
12 6,869 4,832 20,662 7,049 92,833 7,529 0,579 13,268
13 2,156 3,975 4,313 2,954 1,657 1,965 0,301 6,043
14 17,364 2,985 4,110 23,845 16,562 16,011 1,001 12,275
15 8,510 1,537 18,977 12,033 88,096 6,685 0,933 52,378
16 6,163 2,051 9,362 6,114 53,155 4,892 0,350 1,552
17 4,614 3,978 10,778 4,590 60,919 5,139 0,286 4,605
18 3,831 2,043 7,219 5,792 68,390 2,281 0,305 7,045
19 4,528 4,264 22,749 5,992 51,992 10,880 0,328 14,758
20 3,836 1,325 5,457 6,654 66,746 2,929 0,292 8,180
21 5,486 10,034 15,856 5,526 69,166 10,669 0,505 16,980
22 47746 8,429 3,053 5,199 14,415 16,843 1,658 43,295
23 6,044 1,863 8,508 9,940 57,440 4,028 0,310 9,235
24 6,731 2,972 7,047 8,316 61,711 1,807 0,700 9,511
25 8,040 2,950 1,555 12,440 47,864 10,472 0,563 5,430
26 7,625 1,708 19,518 8,413 38,448 3,607 0,409 7,617
27 5,484 4,965 5,666 4,293 22,586 11,780 1,806 25,474
28 5,187 1,822 10,123 4,434 68,869 15,590 1,649 63,768

¥Koncentrace fenolickych kyselin ve vinech (mg I™).

Pro statistické hodnoceni vzajemného vztahu jednotlivych fenolickych kyselin
a vzorkil vin byla na vstupni matici dat (28 pozorovani o 8-mi proménnych) aplikovéana
statisticka metoda PCA, v klasickém i robustnim uspofadani. Na obr. 8 jsou zobrazeny biploty

pro klasickou PCA (obr. 8a) a PCA v robustni provedeni (obr. 8b). V piipad¢ standardniho
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(nekompozi¢niho) pfistupu pro zpracovani datové matice (standardizace proménnych) nebylo
mozné dostatecné rozlisit soubor vin. Vysledky ukazuji ¢aste¢né oddéleni vzorkt bilych vin
(€. 1 —7) od ¢ervenych vin na zakladé PC1, ale do skupiny je zahrnut i vzorek rizového vina
(¢. 8). V biplotu je mozné také vidét vyznamny vliv odlehlych hodnot (vina ¢. 6 a 22)
na datovou matici. Metoda dokazala popsat pouze 64,22 % z celkové variance. Rozd¢leni
studovanych fenolickych kyselin zobrazené formou Sipek je viditelné zatizeno chybou
obsazenou jiz ve vstupni matici dat. Data jsou zpracovana tak jako by obsahovala absolutni
a nikoli relativni informaci. Dusledkem je deformace zobrazované datové struktury, Sipky
reprezentujici fenolické kyseliny neposkytuji dostatecné pokryti vzorki vin v celém biplotu
a jsou pouze jednostranné orientovany ve sméru kladnych hodnot PC1.

Pro eliminaci vlivu odlehlych hodnot a lepsi interpretaci dat byla na data aplikovéana
robustni metoda PCA. V tomto ptipadé doslo do jisté miry ke zlepSeni a podatilo se popsat
86,86 % variance dat. Avsak vzajemné rozdéleni proménnych a pozorovani v biplotu zlstalo
zachovano a neni mozné data 1épe interpretovat. Opét jako v piredchozim ptipadé jsou vzorky
bilych vin (¢. 1 — 7) ¢aste¢né oddéleny od Eervenych vin, ale do skupin vin je zahrnut i vzorek

ruzového vina (€. 8).

Obr. 8a Obr. 8b
Classical biplot Robust biplot
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Obr. 8 PCA analyza ve standardnim (obr. 1la) a robustnim (obr. 11b) provedeni
pro netransformovand data (kyselina vanilovd (1), gentisovd (2), protokatechova (3),
syringova (4), gallova (5), kumarova (6), ferulova (7), kavova (8); ¢isla 1 — 28 oznacuji
vzorky vin).
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Data byla zpracovana pomoci transformace a na matici Clr transformovanych
kompozi¢nich dat byla aplikovana PCA v klasickém a robusnim uspotadéani. Na prvni pohled
ukazuji vysledky analyzy (obr. 9a,b) velmi dobré rozdéleni jak proménnych (fenolické
kyseliny), tak jednotlivych pozorovani (vzorky). V ptipad¢ klasického kompozi¢niho biplotu
(Obr. 9a) tvofti vzorky bilych vin jasn¢ ohrani¢enou skupinu. Vzorek rizového vina (C. 8) je
umistén mezi ob¢ hlavni skupiny vin. Také vzajemné vztahy mezi proménnymi jsou ziejmé.
V biplotu doslo k oddéleni dvou hlavnich skupin fenolickych kyselin (2, 6, 7, 8 a 1, 4), které
maji konstantni podil. Zbylé dvé proménné (3, 5) ukazuji odliSny vliv na rozdéleni vzorkii.
Datovy soubor ale obsahuje i nékteré odlehlé hodnoty, které mohou mit vliv na vysledné
zpracovani metodou PCA. Pro eliminaci odlehlych vysledkli byla na transformovana
kompozi¢ni data aplikovana robustni PCA. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 9b formou
kompoziéniho robustniho biplotu. Po aplikaci robustni metody byla zakladni struktura dat
zachovana. Vzorky vin jsou i nadéle separovany do odpovidajicich skupin na bila a ¢ervena
vina, vcetné rizového vina umisténého mezi témito skupinami. Podstatnd zména oproti
klasickému biplotu nastala ve vzdjemném vztahu mezi proménnymi. Nyni jsou vytvoieny dvé
hlavni skupiny latek (1, 4, 5 a 3, 6, 7), které jsou primarn¢ zodpovédné za rozdéleni podle
PC1, a dv¢ dalsi proménné (2 a 8), které jsou na predchozi skupiny orientovany v kolmém

sméru a zodpoveédné za rozdéleni podle PC2.

Obr. 9a Obr. 9b
Classical biplot - log-ratio Robust biplot - log-ratio
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Obr. 9 PCA analyza kompozi¢nich dat v klasickém (obr. 12a) a robustnim (obr. 12b)
provedeni: kyselina vanilova (1), gentisova (2), protokatechova (3), syringova (4), gallova (5),
kumarova (6), ferulova (7), kavova (8); ¢isla 1 — 28 oznacuji vzorky vin.
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Kombinace clr transformace a robustni PCA dovoluje ziejmé a logické zobrazeni
experimentalnich dat. Dvé zfetelné odd€lené skupiny fenolickych kyselin (1, 4, 5 a 3, 6, 7)
jsou ziejmé zodpoveédné za rozdéleni vzorkl v horizontalni sméru, ktery prevazné odpovida
rozdéleni na bild a ¢ervena vina. Fenolické kyseliny z obou skupin, tj. kyselina vanilova (1),
syringova (4) a gallova (5) stejné jako kyselina protokatechova (3), kumarova (6) a ferulova
(7), jsou casto detekovany v bilych i ¢ervenych vinech. Kyseliny z prvni skupiny jsou ovSem
obvykle v cervenych vinech pfitomny ve vyrazné vyssSich koncentracich nez v bilych,
zatimco koncentrace kyselin z druhé skupiny jsou v cervenych a bilych vinech piiblizné
srovnatelné (tab. 9). V tomto smyslu mohou byt kyseliny vanilova, syringova a galova
povazovany za skute¢né markery Gervenych vin, jak naznaduji i jiné studie?”’ vé&nované
stanoveni fenolickych latek ve vinech.

Dvé¢ dalsi fenolické kyseliny, gentisova (2) a kdvova (8) jsou orientovany ve sméru
kolmém k hlavni skupiné kyselin. Jisty druh ortogonalniho chovani kyseliny gentisové
a galové byl pozorovan naptiklad ve studii zaméfené na vyzkum fenolickych kyselin béhem

— o . 173
fermentace riiznych typt vin

. Ve vzorcich, kde koncentrace kyseliny gentisové bchem
fermentace rostla, byl pozorovan pokles koncentrace kyseliny galové a naopak. Obdobné bylo
pozorovano komplementarni chovani kyseliny kavové a ferulové. Tato zjisténi je mozné
do jisté miry interpretovat v souladu s hlavnimi cestami biosyntézy fenolickych kyselin.
Kyselina gentisova a galova jsou produkty dvou riznych biosyntetickych cest vychazejicich
ze stejného prekurzoru, z kyseliny 3-dehydroshikimové. Komplementarni chovani miize byt
vysledkem preference jedné z obou moZnych biochemickych cest podle konkrétnich
podminek béhem fermentace, ptipadné zrani vina. Kyseliny kavova a ferulova naproti tomu
predstavuji prekurzor a produkt v jedné z fady naslednych biochemickych reakcei a preference,
vedouci k hromadéni jedné nebo druhé substance, mlZe souviset s aktivitou enzymu
v naslednych biochemickych krocich?®#”®. Vv obou pfipadech tak hraje roli jisty druh
konkurence a lze predpokladat, Ze v obou piipadech zavisi vzajemny pomér fenolickych
kyselin na konkrétnich podminkach béhem fermentace. Kyseliny gentisovd a kavova tak
mohou byt povazovany za jisty druh technologickych markert, charakterizujicich nejen danou
odridu révy, ale do urcité miry i technologicky postup a podminky pouzité pti vyrob¢ vina.
Ze vSech pouzitych statistickych metod poskytuje kombinace clr transformace

a robustni PCA nejlepsi rozdéleni Cervenych a bilych vin, dobfe eliminuje vliv odlehlych
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hodnot, zohlediluje piirozenou strukturu dat a dovoluje logickou interpretaci vysledki

v souladu s dfive publikovanymi udaji.

5.5 Analyza Olomouckych tvarizki

Studium zréni tvarizkt bylo realizovano dvéma nezavislymi metodami. Pro studium
zmén V aromatickém profilu tvarizkl byla aplikovana mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni
s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci, pro studium chemického slozeni povrchové
a vnitini ¢asti syra byla pouzita Ramanova spektrometrie.

Pro analyzu aromatickych latek v Olomouckych tvartizcich bylo testovano pét
extrakénich vlaken (85 um - CAR/PDMS, 50/30 um - DVB/CAR/PDMS, 100 um - PDMS,
85 um - PA, 65 um - CW/DVB). V obr. 10a jsou zaznamenany a porovnany sumy ploch pikt
vSech analyzovanych latek extrahovanych technikou SPME v headspace uspotadani.

V souladu s diive publikovanymi vysledky?®*?#

se jako vhodnéjsi ukazala byt vlakna
vyuzivajici kombinaci dvou komponent — kapalné faze (PDMS, CW) a pevného sorbentu
(CAR, DVB). Tato vlakna umoznila stanovit nékolikanasobné vyS$i mnozstvi latek
nezZ PDMS a PA vlakna. Pro nasledujici experimenty bylo vybrano DVB/CAR/PDMS vlékno,
které doséhlo nejvyssiho celkového mnozstvi extrahovanych organickych latek v celém
rozsahu sledovanych analytl. V experimentu byla testovana také vhodna teplota pro extrakci
latek (obr. 10b). V ptipadé zvyseni extrakéni teploty dochéazelo ke zvySeni difuze analytu
z matrice a bylo mozZzné stanovit vyS$i celkové mnoZstvi extrahovanych latek. Pro dalsi
experimenty byla vybrana ekvilibracni a sorp¢ni teplota 70 °C, pfi které bylo stanoveno
nejvetsi mnozstvi extrahovanych latek a nebyly pozorovany zaddné rozkladné produkty,
které¢ by mohly vznikat vlivem termalni degradace obsazenych latek. Poslednim testovanym
parametrem byl vliv doby sorpce na mnozstvi extrahovanych latek (obr. 10c). Pro analyzu
aromatickych latek v syrech bylo zvoleno 30 min, kdy bylo dosazeno dostate¢né citlivosti
pro vSechny studované analyty a relativné kratké extrakcéni doby. Soucasné nedochazelo

K vyraznym zmé&nam v rovnovaze extrahovanych latek na vlakné.
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Celkova plocha pikut
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Obr. 10 Porovnani extrakénich parametri pro HS-SPME-GC/MS analyzu (pramérné hodnoty
ploch pika v relativnich jednotkach, n=3):

a) riizna extrakcéni vldkna (60 °C, 30 min ekvilibrace + 30 min sorpce)

b) vliv teploty sorpce (DVB/CAR/PDMS vlakno, 30 min ekvilibrace + 30 min sorpce)

c) vliv doby sorpce (DVB/CAR/PDMS vlakno, 30 min ekvilibrace, 70 °C)

Analyza Olomouckych tvarGzki metodou HS-SPME-GC/MS byla zaméfena
na studium aromatického profilu v zavislosti na stupni zralosti syru. Pro analyzu byly pouzity
tvarizky jedné Sarze. Hlavni experiment byl realizovan v intervalu 49 dni. ,,Dnem 0“ je
oznacen syr, ktery byl zformovan a pfipraven k dozravani. Tento syr jiz proSel prvni fazi zrani
tzv. fazi suSeni, kdy se na jeho povrchu vytvofi podminky pro rozmnozeni aerobni
proteolytické mikroflory, jejiz enzymatickou Cinnosti ziskaji tvartzky typickou vini, chut
a zlatozluty aZ oranZovy maz®**. ,Den 42¢ odpovida dobé& expirace tvarizki. Experiment byl
také doplnén o analyzu aromatického profilu piezralého syra v dobé tii mésicti po expiracCi
(,,den 42 + 90%). Identifikace byla provedena na zaklad€ porovnani hmotnostnich spekter
s knihovnou spekter a zndmych eluc¢nich charakteristik latek. Kvantifikace latek byla
provedena na zakladé dominantniho iontu z rekonstruovaného chromatogramu. Celkem bylo
identifikovano 69 latek, které se podili na aroma tvarizkti. Aromaticky profil syru v ,,den 0* a
»den 42 je prezentovan na ptislusnych chromatogramech na obr. 11. Mezi identifikované
skupiny latek se fadi alkoholy, kyseliny, aldehydy, estery, ketony, fenoly, sirné latky,
terpenoidy a také lakton (tab. 10).
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Obr. 11 HS-SPME-GC/MS analyza tvarizku v ,,den 0° a ,,den 42 (identifikované latky jsou uvedeny v tab. 10)
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Tab. 10 Aromatické slozky Olomouckych tvartazki

y . plocha piku® plocha piku® plocha piku® ¢

¢ slouceniny Rt ,Den 0% ,Den 42¢  Den 42 + 90« m/z
Alkoholy

2 ethanol 1,052 22,48 11,41 16,29 31/45

4 propan-2-ol 1,125 0,94 38,29 24,18 45/59

6 butan-2-ol 1,486 0,60 97,29 41,50 31/45/59

9  2-methylpropan-1-ol 1,635 17,34 9,55 nd 41/43/59/74
12 pentan-1-ol 2,675 6,86 nd nd 42/55/70

13 3-methylbutan-1-ol 2,723 316,41 17,05 60,69 41/42/55/70
14 2-methylbutan-1-ol 2,779 85,42 3,20 13,47 41/56/57/70
19 butan-2,3-diol 3,683 132,10 3,42 nd 45/57

20 butan-1,3-diol 3,878 61,79 2,04 nd 45/57

26  heptan-2-ol 6,308 5,47 3,46 nd 45/55/83

35 benzyl alkohol 10,307 39,04 nd nd 77/79/107/108
44 nonan-2-ol 12,289 16,15 30,64 10,68 45/55/69

46  2-fenylethyl alkohol 12,705 5073,10 3643,63 3135,38 91/92/122

56 undekan-2-ol 18,111 3,52 21,14 11,05 45/55/69/83
Kyseliny

8 octova 1,625 14,88 53,78 64,90 43/45/60

16 2-methylpropanova 3,088 47,48 10,53 12,35 41/43/73/88
18 butanova 3,645 3,48 7,47 80,12 43/60/73

21 3-methylbutanova 4,810 78,43 50,47 104,93 41/60/87

22  2-methylbutanova 5134 63,71 17,72 60,77 41/57/74/87
27  4-methylpentanova 7,748 nd 12,69 63,66 43/57/74/83
Aldehydy

10 3-methylbutan-1-al 1,863 1,20 3,90 9,15 44/58/71/86
28 benzaldehyd 8,100 6,18 20,65 48,81 51/77/105/106
36 2-fenylacetaldehyd 10,573 29,92 69,57 36,68 65/91/120

45 nonan-1-al 12,319 3,25 0,67 nd 41,57,70,98
Estery

7  ethyl acetat 1,543 11,88 nd nd 43/61/70/88
17 2-methylpropyl acetat 3,330 6,77 nd nd 43/56/73

23 3-methylbutyl acetat 5,637 42,36 nd nd 43/55/70/87
24 2-methylbutyl acetat 5,687 9,21 nd nd 43/55/70/73
29 3-methylbutyl propionat 8,277 3,62 nd nd 43/57/70/87
31 2-methylbutyl propionat 8,325 1,33 nd nd 43/57/70/87
32 ethyl hexanoat 9,158 0,95 nd nd 43/88/99

33 3-methylbutyl 2-methylpropionat 9,562 3,70 nd nd 43/55/70/89
37 pentyl 2-methylpropionat 10,910 8,44 nd nd 43/55/71/89
38  3-methylbutyl butanoat 10,959 3,26 nd nd 43/55/71/90
49 ethyl oktanoat 15,095 6,25 1,78 nd 57/88/101/127
52 2-fenylethyl acetat 16,767 726,98 3,24 3,73 43/91/104

57 2-fenylethyl propionat 19,399 65,73 nd nd 57/91/104
59 2-fenylethyl 2-methylpropionat 20,545 50,49 nd nd 43/71/91/104
60 ethyl dekanoat 20,567 17,05 9,81 0,62 88/101/200
61 2-fenylethyl butanoat 21,756 6,96 nd nd 43/71/104

63 undec-10-enyl acetat 22,486 6,28 3,16 nd 43/55/82/152
65 ethyl dodekanoat 25,483 6,27 5,58 0,67 88/101/228
66 3-methylbutyl dodekanoat 26,653 5,85 nd nd 43/70/155/173
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Tab. 10 Aromatické slozky Olomouckych tvartzki — pokracovani tabulky

plocha piku® plocha piku® plocha piku®®

W v . C

¢ slouceniny Rt ,Den 0% ,Den 42¢  Den 42 + 90« m/z
Ketony

3 aceton 1,117 14,76 58,11 85,49 43/58

5 butan-2-on 1,462 13,96 238,68 397,87 43/57/72

11 pentan-2-on 2,130 5,55 2,12 4,23 43/58/71/86
25 heptan-2-on 5,983 3,68 8,89 11,84 43/58/71

43 nonan-2-on 11,954 32,47 24,57 65,08 43/58/71

53 undekan-4-on 17,274 2,01 1,73 2,50 43/57/86/127
55 undekan-2-on 17,832 14,50 15,21 38,84 43/58/71

64 tridekan-2-on 23,118 5,31 4,79 11,35 43/58/71

68 pentadekan-2-on 27,854 3,40 3,17 7,79 43/58/71/226
Fenoly

40 p-kresol 11,452 nd 37,64 39,09 77/90/107/108
41  m-kresol 11,532 nd 27,08 29,61 77/90/107/108
42 o-guaiakol 11,789 nd 23,53 6,62 53/81/109/124
47  4-ethylfenol 14,177 nd 42,02 37,55 107/122

48  4-methylguaiakol 14,755 nd 6,55 4,99 95/123/138

54  4-ethylguiakol 17,465 nd 8,71 6,23 137/152

58 dihydroeugenol 19,976 nd 8,25 3,54 122/137/166
Organické slouceniny siry

1 methanethiol 1,017 0,49 4,12 4,70 45/47/48

15 dimethyl disulfid 2,888 nd 8,22 213,05 45/61/79/94
30 dimethyl trisulfid 8,289 nd 65,96 101,91 45/79/111/126
50 dimethyl tetrasulfid 15,714 nd 14,18 28,52 64/79/94/158
Terpenoidy

34 limonen 10,085 7,62 5,18 nd 67/68/79/93
39 y-terpinen 10,972 2,61 0,39 nd 77/93/121/136
51 geraniol 16,644 2,82 0,31 nd 41/69/123

62 geranyl aceton 21,925 5,03 0,68 nd 43/69/136/151
69 farnesol (Z,2) 28,264 5,09 0,51 nd 41/69/81/137
Laktony

67 y-undekalakton 27,417 1,37 8,69 7,04 41/85/128

® Praimémné plochy pika v relativnich jednotkach (x10%, n = 3, RSD < 5%) odeétené na zakladé
dominantniho iontu (znaceny tu¢n¢) z celkového iontového proudu

®Vzorek 3 mésice po expiraci

¢ Série charakteristickych iont latky, tuéné oznacen kvantifikaéni m/z ion

Hlavni slozku aroma tvarzkl s nejvysSim relativnim zastoupenim reprezentuje
2-fenylethyl alkohol, ktery vznika z aminokyseliny fenylalaninu. Jeho nejvyssi zastoupeni
bylo zjisténo u Cerstvého syra a postupnym zranim se jeho odezva snizovala (obr. 12). Také
zastoupeni dalSich alkohold pochazejicich z degradace aminokyselin (2-methylpropan-1-ol,
3-methylbutan-1-ol, 2-methylbutan-1-ol) se béhem zrani syra snizilo. U 3-methylbutan-1-olu

a 2-methylbutan-1-olu byl po expiraci syru pozorovan narust jejich zastoupeni, coz muze
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souviset postupnou degradaci aminokyselin. Tyto alkoholy se mohou podilet na nepiijemné
vini i chuti prezralych syra®®. U ostatnich alkoholii bylo pozorovéano také sniZeni jejich
zastoupeni s blizici se dobou expirace syri. Vyjimkou byly sekundarni alkoholy propan-2-ol,
butan-2-ol, nonan-2-ol a undekan-2-ol, jejichz obsah s dobou zrani nartstal. V dob¢ expirace
dosahoval jejich obsah jistého maxima a nasledné klesal. Vyznamny nardst byl zaznamenan
u propan-2-olu a butan-2-olu, v dob¢ expirace bylo jejich mnozstvi nékolikanasobné vyssi nez

v ,,den 0%, kdy byly identifikovany na hranici limitu kvantifikace.
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Obr. 12 Zastoupeni 2-fenylethyl alkoholu v zavislosti na dob¢ zrani tvartzka

Pikantni a ostfej$i viné tvarGzkd do jisté miry souvisi se zastoupenim mastnych
kyselin. U tvariazk byly identifikovany kyselina octova, kyselina butanova
a 4-methylpentanova. Jejich obsah se zvysoval se stupném zralosti syru. Naproti tomu doslo
s blizici se dobou expirace ke snizeni obsahu kyseliny 2-methylpropanové, 3-methylbutanové,
2-methylbutanové. Jejich obsah se ov§em po expiraci syrii opét zvysoval.

Zastoupeni kyseliny 3-methylbutanové a 3-methylbutan-1-olu a snizeni jejich obsahu
ziejmé souvisi s vyssi produkci 3-methylbutan-1-alu béhem dozravani syra. Také u dalSich
identifikovanych aldehydu jako je benzaldehyd a 2-fenylacetaldehyd doslo k nardstu jejich
obsahu, zatimco obsah odpovidajicich alkoholl (benzylalkohol a 2-fenylethyl alkohol) se
béhem zréani snizil.

Ketony vesm¢és patii mezi slozky aroma syra zrajicich na povrchu a plisinovych syrt.

U tvartzkt bylo identifikovano 9 ketonti. Jejich obsah se obecné po celou dobu zrani tvartizka
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zvysoval. Rapidni narGst byl pozorovan u butan-2-onu, ktery mél v dobé expirace syru
majoritni relativni zastoupeni z identifikovanych ketond. U pentan-2-onu, nonan-2-onu (obr.
13), undekan-4-onu, undekan-2-onu a tridekan-2-onu byl pozorovan uréity pokles pied dobou

expirace, ale nasledn¢ doslo k nartstu jejich zastoupeni.
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Obr. 13 Zastoupeni nonan-2-onu V zavislosti na dob¢ zrani tvarazki

Cerstvé tvartizky se vyznadovaly piitomnosti obsahlé skupiny estert, které mohou
piispivat ke kvétinovo-ovocnému projevu tvarazkia. Mezi hlavni identifikované estery patfily
2-fenylethyl acetat, a dale ethyl acetat, 3-methylbutyl acetat, 2-fenylethyl propionat,
2-fenylethyl 2-methylpropionat a ethyl dekanoat. V dobé expirace syri byly detekovany
pouze 2-fenylethyl acetat, ethyl dekanoat, ethyl dodekanoat, ethyl oktanoat a 10-undecen-1-yl
acetat. Pfitomnost esteri miizeme pokladat za ukazatel Cerstvosti syru.

Se zvySujicim se stupném zralosti tvartizki dochazelo k tvorbé dalSich senzoricky
vyznamnych latek, jako jsou fenoly, organické sirné latky a laktony. Fenolické latky jsou
vedlej§i produkty mlécného kvaSeni a patfi mezi bézné slozky aroma zralych syra.
U Olomouckych tvartizka byly identifikovany p-kresol, m-kresol, o-guaiakol, 4-ethylfenol,
4-methylguaiakol, 4-ethylguaiakol a dihydroeugenol. Z uvedenych fenolickych latek je
napt. p-kresol slozkou aroma syru Cedar?®. Organické sirné latky také predstavuji slozky
aroma zralych syri. Za produkci sirnych sloucenin je u tvarizka zodpovédnd zraci kultura
B. linens. Na pocatku zrani tvaruzkt byl detekovan pouze methanthiol, ktery vznika

pii proteolyze bilkovin degradaci zaminokyseliny methioninu. U zralych tvarizkt byly
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identifikovany také dimethyldisulfid, dimethyltrisulfid a dimethyltetrasulfid, jejichz
prekurzorem je vyse uvedeny methanthiol. Tyto latky se projevuji ¢esnekovym aroma®®?!
a spoluvytvareji pikantni viini a chut’ tvartzka. Jejich pfitomnost je u zrajicich syrt dikazem
rozkladnych procesti bilkovin. Piezralé¢ tvartzky se projevovaly velmi vyraznym aroma
s hnilobnymi téony a pachy zacinajictho rozkladu, které muzeme piisuzovat zvySenému
obsahu dimethyldisulfidu a dimethyltrisulfidu. Zastoupeni dimethyldisulfidu (obr. 14)
a dimethyltrisulfidu rapidné nartsta s blizici se dobou expirace produktu a je ziejmé,
7e mnozstvi dimethyldisulfidu mutze slouzit jako marker vhodné konzumni doby tvartzkd.

Sledovani obsahu dimethyldisulfidu by mohlo nalézt uplatnéni pfi kontrole kvality tvartzki a

podobnych syrt v potravinarské praxi a pro ochranu spotiebitele.
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Obr. 14 Zastoupeni dimethyl disulfidu v zavislosti na dob¢ zrani tvartzku

Z dalsich identifikovanych latek mizeme uvést laktony, jejichz pritomnost v syrech
obecné souvisi s degradaci lipidi. V aroma tvartizkt byl identifikovan pouze y-undekalakton,

201 Zajimavou slozku aroma tvarizkd piedstavuji

ktery se projevuje broskvovou vlni
terpenoidy, které byly identifikovany zejména na pocatku zrani (Den 0) a jejich obsah se
Vv pribéhu zrani produktu snizuje. U prezralych tvarizki nebyly terpenoidy detekovany.
Jejich zastoupeni v Cerstvych syrech muze slouzit jako urcity ukazatel kvality pouzitych

surovin.
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Analyza Olomouckych tvarizkti metodou Ramanovy spektrometrie byla zamétena
na studium chemického slozeni povrchové a vnitini ¢asti syra. Nezralé tvaruzky (Den 0) se
vyznacCovaly tvarohovitou vnitini ¢asti, zatimco tvartizky v dob¢ expirace (Den 42) byly plné
prozralé. Obr. 15 znazoriiuje srovnani spekter vnitini (inner part) a povrchové (surface) ¢asti
nezralého syra, Svyznacenymi pasy jednotlivych funkénich skupin. Z analyzy vyplyva,
ze béhem zrani dochazelo na povrchu k tvorbé sirnych a dusikatych sloucenin, jejichz
zastoupeni je ve stiedové &asti syra relativnd nizké. V intervalu 630 — 790 cm™ jsou
ve spektrech povrchu patrné slabé pasy vibraci C-S alifatickych skupin (646 Cm‘l). Dochazi
také ke zvySeni intenzity vibraci vazeb aromatickych sirnych sloucenin (1004 cm™) a vazeb
C=S (1148 cm™). Je ziejmé, Ze se méni i profil pasi vibraci alifatickych uhlovodikovych
fetzch (zejména vazby C-H) v okoli 3000 cm™, kde dochazi ke zvyseni intenzit past vazeb
nenasycenych uhlovodikia (3052 cm™). Zvysuji se také pasy vazeb C-H (2933 cm™).
Analogicka situace nastava v prubéhu zrani i u dusikatych sloucenin, ve spektru povrchu

tvariizku bylo zaznamenano zvyseni intenzit pasu C=N vazeb (1668 cm™).
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Obr. 15 Spektrum vnitini a povrchové analyzy tvarizki méfené u nezralého syra
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Rozdily ve zralosti syra jsou patrné také na Obr. 16, kde jsou porovnana spektra
povrchu vzorku ze ,,dne 0“ s povrchem vzorku v ,,den 49¢. Charakteristické pasy C-S vazeb
(646 cm™ a 635 cm™), pasy vazeb aromat-S a C-N, respektive C=N jsou ve spektru nezralého
syra mnohem mén¢ vyrazné a v prib¢hu zrani produktu se intenzity uvedenych past zvysuji.
Tyto zmény znaci, ze béhem zrani tvaruzkl dochazelo k postupné degradaci aminokyselin.
Toto zjisténi koresponduje s vysledky HS-SPME-GC/MS analyzy, pii které byly
identifikovany sirné slouc¢eniny methanethiol, dimethyl disulfid, dimethyl trisulfid a dimethyl

tetrasulfid, jakoZto produkty rozkladu sirnych aminokyselin.
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Obr. 16 Spektrum povrchové analyzy tvaruzki, porovnani ,,.Dne 0 a ,,Dne 49

Na zakladé€ vySe uvedenych zjisténi byla navrZzena metoda pro studium zrani tvartizku.
Tato metoda je zaloZena na studiu zavislosti intenzity past C-S vazeb ve spektralni oblasti
620-646 cm™ (charakteristické pro zrani) na staf produktu. Studium bylo provedeno
pro rizné zralé syry v intervalu 0 aZ 49 dni. K evaluaci naméfenych dat byla pouZita metoda
¢aste¢nych nejmensich ctverct (PLS), kterd umoziuje nalézt vztah mezi spektralni informaci a
slozenim vzorkt. V tomto ptipadé jsou navzajem korelovany Cas zrdni a vybrana ¢ast spektra.
Z vysledku provedené analyzy (obr. 17) je patrné, ze zavislost predikovaného staii produktu
souhlasi s realnym stafim produktu. Chyba predikce stafi tvarizka na zakladé PLS metody je

mensi nez 1,88 dne.
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Source data
50 Original (days) Calculated (days) Difference (days)
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Obr. 17 Zavislosti intenzity past C-S vazeb na stafi produktu

Navrzend metoda poskytuje cenné vysledky a lze ji vyuzit pro budouci studium zrani
tvarizki nebo syrti s podobnou charakteristikou. Pro zptfesnéni vysledki je nutné i nadale
usilovat o optimalizaci parametr PLS metody i jeji nasledné vyuziti u vétsiho poctu vzorkd
tak, aby mohla byt metoda pIn¢ validovana a mohla byt potencialné vyuzita v potravinaiské

praxi.

5.6 Analyza aromatickych slozek kavy

Metodou HS-SPME-GC/MS byly u vzorkll mletych kav (16 vzorkd kavy druhu
Arabika — A; 3 vzorky kavy druhu Robusta — R; 11 vzorkli smésné kavy druhd
Arabika/Robusta — AR) analyzovany slozky aroma a bylo identifikovano 15 hlavnich
senzoricky vyznamnych latek: kyselina octova, 1-hydroxypropan-2-on, pyrazin, pyridin,
2-methylpyrazin, furfural, furfuryl alkohol, ethan-1,2-diol diacetat, 2,6-dimethylpyrazin,
2-ethylpyrazin, 5-methylfurfural, furfuryl acetat, 2-ethyl-6-methylpyrazin,
3-ethyl-2,5-dimethylpyrazin a 1-furfurylpyrol. Relativni zastoupeni aromatickych latek

Vv jednotlivych vzorcich kav je uvedeno v tab. 11.
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Tab. 11 Obsah vybranych aromatickych latek v druhovych kavach

Kava® Vybrané aromatické liitkyb
. . . 2-ethyl-  3-ethyl-
kyselina  1-hydroxy- . - 2-methyl  furfural furfuryl ethan-1,2-diol 2,6-dimethyl  2-ethyl  5-methyl furfuryl ; 1-furfuryl
. pyrazin  pyridin . . . - - .. 6-methyl 2,5-dimethyl

octova (1) propan-2-on pyrazin (2) 3) alcohol (4)  diacetat pyrazin (5)  pyrazin furfural (6) acetat pyrazin pyrazin pyrol
R1 4.8 1724 1217 598,8 973,4 335,3 1530,6 1214 707,8 229,3 320,2 367,9 2446 15,6 49,4
R2 6,4 1779 1571 853,8 801,1 259,6 1520,1 113,6 533,2 173,8 170,2 2904 1744 98,8 52,6
R3 8,2 207,1 147,6 535,9 975,5 412,8 1273,3 156,7 685,8 2135 449,6 2851 236,5 180,0 52,6
Al 832,4 1749 72,4 496,6 910,3 4517 1770,0 3135 579,9 173,5 620,0 481,8 201,6 104,5 36,9
A2 1155,1 256,6 243 94,5 358,4 1195,7 1699,2 152,9 396,1 1375 792,9 206,4 124,1 731 26,0
A3 1783,5 203,8 10,8 73,6 1355 722,2 1682,6 107,2 41,6 22,6 378,2 97,3 45 3,2 12,6
Ad 862,7 213,0 72,0 533,9 603,7 1011,1 1757,1 192,3 434,8 1157 589,8 353,3 1195 86,7 22,9
A5 1341,0 328,2 74,7 307,5 660,2 1634,5 1226,7 178,5 4848 122,3 1193,8 2311 115,4 58,9 27,5
A6 1455,1 353,55 59,5 2427 603,4 1641,9 1365,5 nd 4785 159,6 955,0 219,6 124,6 61,5 28,0
A7 1142,2 195,8 333 297,1 382,7 897,9 1300,0 194,7 355,3 1535 793,7 367,4 85,1 20,8 24,6
A8 1325,3 334,0 14,6 136,1 3279 858,1 1229,2 1944 275,7 44,6 624,1 176,9 55,8 22,2 14,9
A9 762,7 178,6 50,0 4257 584,5 554,1 1003,2 198,9 497,3 1634 672,4 369,0 98,6 44,1 315
A10 1305,0 279,2 443 361,9 479,6 1295,8 1875,6 196,4 4142 90,4 804,7 344,3 95,0 58,8 22,8
All 1442,1 300,9 27,4 114,6 420,8 1911,6 1258,4 156,7 396,2 1218  1156,2 185,5 89,5 473 12,2
Al12 1208,7 226,7 39,0 2115 107,8 1517,3 2236,9 213,0 4224 11,0 991,8 327,0 107,1 63,9 12,8
A13 1237,9 252,9 35,3 297,5 390,3 12954 2038,3 213,2 310,9 103,66 10270 279,8 107,5 36,8 27,2
Al4 1496,7 289,8 32,0 208,0 302,1 17335 1925,6 207,8 310,9 103,66 10270 279,8 82,2 27,0 30,9
A15 1352,0 250,7 21,2 236,8 320,1 1365,5 1876,6 216,8 349,4 36,0 940,4 300,7 91,0 42,3 29,7
A16 3435 66,9 15,3 118,5 190,9 558,2 573,3 8,5 168,1 38,1 388,1 102,4 23,7 11,9 nd
AR1 1106,4 375,6 1274 218,0 886,8 1140,3 1414,0 163,7 560,9 2,0 853,7 178,9 1354 72,8 30,6
AR2 1103,6 370,8 201,3 2441 11974 1364,7 1642,1 204,2 526,2 1914 7475 171,8 157,1 125,1 442
AR3 11249 217,9 66,2 3221 489,9 464,1 1294,9 172,3 359,9 148,2 385,6 267,9 112,2 55,1 28,8
AR4 601,7 170,7 107,1 4237 691,1 240,0 769,5 12,9 488,9 204,7 263,3 236,5 170,6 711 29,9
AR5 1301,7 270,2 7,4 190,0 516,3 1522,1 896,0 163,0 456,9 1875 939,3 191,1 135,6 43,9 239
ARG 975,9 282,2 109,1 158,2 859,0 669,3 985,5 153,5 588,9 240,0 520,2 128,7 149,2 66,0 22,2
AR7 1083,1 269,0 95,5 188,3 722,6 901,2 1025,4 1476 519,2 192,8 804,1 151,0 135,1 68,9 26,9
ARS8 389,6 167,0 73,5 374,2 644,5 393,4 865,9 118,5 489,8 191,7 362,8 232,0 133,7 73,3 14,6
AR9 1266,1 312,1 31,4 162,8 447,0 1554,2 874,1 93,4 409,0 137,3 872,4 174,4 93,7 34,2 9,4
AR10 1099,2 236,9 76,8 267,7 612,3 463,7 1649,9 183,9 4719 82,2 558,0 299,1 123,3 711 50,0
AR11 3229 67,2 6,5 149,5 215,2 463,5 543,3 17,4 200,2 57,9 357,9 116,4 7,4 111 8,8

& Kavy druhu Robusta (R), Arabika (A), smési Arabika/Robusta (AR)
® Plochy pikii vybranych aromatickych latek v relativnich jednotkach (x10%)

nd - nedetekovano
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Ziskana matice dat byla podrobena statistickému zkoumani metodou PCA. Analyzou
datového souboru byl sledovan vliv jednotlivych proménnych na vysvétleni celkové
variability datového souboru. Postupné byl zuZzovan soubor proménnych. Ze skupiny
potencialnich markert byly postupné vyfazeny latky, které nemély vyrazny vliv na celkovou
variabilitu a rozliSeni objektd v biplotu. Postupné zuzovani datového souboru vedlo
k identifikaci Sesti senzoricky vyznamnych latek, které byly vybrany pro nasledné statistické
hodnoceni jako potencialni markery: kyselina octova (1), 2-methylpyrazin (2), furfural (3),
2-furfuryl alkohol (4), 2,6-dimethylpyrazin (5), 5-methylfurfural (6). Vybrané aromatické
latky tvofi majoritni podil (pfes 80 %) z celkového zastoupeni identifikovanych latek
u vzorkl kav. Ve védeckych publikacich, které jsou vénovany problematice aromatického
profilu kav, byly tyto latky jiz prezentovany v $ir$i skupiné latek jako senzoricky vyznamné

markery charakterizujici odriidy kav a jejich geograficky pavod?®+23

. Je tedy pravdépodobné,
ze prave tyto latky jsou klicovymi senzorickymi sloZkami aroma kavy.

Pro statistické zpracovani a interpretaci dat byla pouzita shlukova analyza a analyza
hlavnich komponent v jejich klasickém provedeni. Metody byly aplikovany na pivodni
(tj. netransformovand) vstupni data a data zpracovana pomoci clr transformace. Vysledky
metody shlukové analyzy (hierarchické shlukovéani s vyuzitim tzv. aglomerativni metody
nejvzdalenéjsiho souseda) jsou znazornény formou dendrogramu (obr. 18a,b). Na obr. 18a
jsou uvedeny vysledky pro netransformovana data a na obr. 18b data upravena pomoci
clr transformace. Aplikace standardni shlukové analyzy umoznila oddéleni skupiny vzorkd
kav druhu Robusta od ostatnich vzorku, ale nepodatilo se vzajemné usporadat skupiny
vzorki kav A a AR do odpovidajicich skupin a neni tedy mozné tyto kavy dostate¢né
rozlisit. Pouziti standardni statistické metody je do jist¢ miry zatiZeno chybou v datech
(vlivem malych nebo odlehlych hodnot), proto byla na data aplikovana clr transformace. Po
aplikaci clr transformace na matici dat doSlo ke zlepSeni vizualizace vysledki shlukové
analyzy. Vzorky kav jsou klasifikovany do tfi hlavnich skupin podle jejich ptivodu (Arabika,
Robusta a smésné kavy). Pouze nékolik vzorkt se nepodafilo roziadit do ptrislusnych skupin.
Jedna se 0 vzorky Al, A4 a A9, které zasahuji do skupiny smésnych kav AR, a vzorky AR5,
AR9 a AR11, které nejsou odliSeny od kav Arabika. Toto nedostatecné rozd¢leni skupin kav
je mozné piisuzovat neznamému slozeni smésnych kav (poméru kavy Arabika a Robusta),
raiznému puvodu kavy a jeji kvalité. Vyznamny vliv na senzorické vlastnosti a chemické

sloZzeni mé také proces zpracovani kévy224'240'243. Vzorky kdvy A16 a AR11, které pochazi od
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stejné¢ho vyrobce, jsou v dendrogramu seskupeny. Shlukova analyza tedy dokézala odhalit
vzajemn¢ podobné znaky kav. To potvrzuje skutecnost, ze aromaticky profil kavy je do velké
miry ovlivnén nejen ptivodem kavy, ale také technologii jeji vyroby.

Metoda analyzy hlavnich komponent byla aplikovana pro odhaleni vzajemnych
podobnosti ¢i rozdilnosti v aromatického profilu kav a pro urceni vzdjemného vztahu mezi
uvedenymi aromatickymi latkami a jednotlivymi vzorky kéav. Vysledky PCA jsou
prezentovany formou biplo‘fu260 na obr. 18. Standardni PCA se podafilo vstupni matici dat
o Sesti analytickych proménnych a 30-ti pozorovanich popsat dvéma hlavnimi komponentami,
kde prvni komponenta (PC1) popisuje 61,43 % a druha komponenta (PC2) 22,85 %
celkového rozptylu (celkem 84,28 %). Tyto vysledky analyzy netransformovanych dat
neposkytuji dostatecné rozliseni datového souboru. Stejné jako u shlukové analyzy jsou
vzorky kav Robusta odd€leny od kdv A a AR, ale tyto skupiny vzorkl se jiz nepodatilo

pomoci standardni PCA vzédjemné rozdélit.

Obr. 18a Cluster Dendrogram
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Obr. 18b Cluster Dendrogram
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Obr. 6a,b Shlukova analyza pro netransformovana data (obr. 6a) a pro tranfrormovana data
(obr. 6b) vzorku kav (A — Arabika, R — Robusta, AR — smésna kava Arabika/Robusta)
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Standard biplot for the coffee data
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Obr. 19 PCA analyza pro netransformovana data vzorkl kav. Kyselina octova (1),
2-methylpyrazin (2), furfural (3), 2-furfuryl alkohol (4), 2,6-dimethylpyrazin (5),
5-methylfurfural (6); A-Arabika, R-Robusta, AR-smésna kava Arabika/Robusta.

V ptipad¢ transformovanych dat jsou vysledky PCA prezentovany formou

263 (obr. 20), ktery je popsan dvéma hlavnimi komponentami. Tyto

kompozi¢niho biplotu
hlavni komponenty zaujimaji dokonce 96,01 % z celkové variability, kde PC1 popisuje
88,79 % variance v transformovanych datech a PC2 7,21 % variance. Kompozi¢ni biplot
zobrazuje velmi dobré rozdéleni skupin kav s patrnym vlivem kyseliny octové, ktera s velkou
mirou urcuje oddé€leni kav Robusta od ostatnich vzorkd podle PC1. Ostatni zatéze ukazuji
navzajem do jist¢é miry konstantni podil, tj. vzdalenosti mezi konci Sipek (studované
proménné) jsou konstantni.

K vyznamné zméné u clr transformovanych dat doslo pfi rozdéleni skupiny kav
Arabika od smési kav AR. Tyto dvé skupiny kév jsou rozdé€leny podle PC2 jako ohranicené
skupiny s Castecné se prekryvajicimi vzorky, které vzajemné zasahuji do druhé skupiny. Jedna
se opét o vzorky kav Al, A4, A9 a AR5, AR9, AR11, které nebyly dostatecné oddéleny
metodou shlukové analyzy aplikovanou na clr transformovana data (obr. 18b). Vzhledem
k dosazenému rozliSeni obou souborti dat podle PC2 je mozné tuto hlavni komponentu

oznacit jako ,,ukazatel kvality kavy*“. Relevantnost vysledkli pouzit¢ metody je podpoiena
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vysokou hodnotou popsané variability souboru dat (96 %) s pouzitim jiz prvnich dvou

hlavnich komponent.

Compositional biplot for the coffee data
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Obr. 20 PCA analyza pro transformovand data vzorki kav. Kyselina octova (1),
2-methylpyrazin (2), furfural (3), 2-furfuryl alkohol (4), 2,6-dimethylpyrazin (5),
5-methylfurfural (6); A-Arabika, R-Robusta, AR-smésna kava Arabika/Robusta.

Metoda hlavnich komponent aplikovana na clr transformovana data umoznila rozlisit
soubor 30-ti kav na zaklad¢ Sesti identifikovanych aromaticky aktivnich latek (kyselina
octova, 2-methylpyrazin, furfural, 2-furfurylalkohol, 2,6-dimethylpyrazin, 5-methylfurfural).
Tyto latky lze povaZovat za urcité markery studovanych odriidovych kav. Navrzend metoda

také odhalila vzajemné podobnosti u kav pochdzejicich od stejného vyrobce.
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6 ZAVER

Piedkladana disertani prace je vénovana analyze markeri v potravinich a vyuziti
vicerozmérnych statistickych technik pro jejich identifikaci. Pro statistické hodnoceni dat
byly aplikovany tzv. logratio transformace a pouzita analyza hlavnich komponent (PCA).

Pro studium a charakterizaci aromatickych latek odridovych vinnych destilati byla
na datovou matici aplikovana clr transformace a metoda hlavnich komponent. Bylo
identifikovano 10 hlavnich terpenickych aromatickych latek, které prispivaji k odridovému
aroma destilatd. Pomoci PCA byly nalezeny vzajemné podobnosti v odridovém aroma
vinnych destilata a bylo zjisténo, ze odrudové aroma destilati Merlot, Frankovka a jejich
ptibuznych odrid ovliviji terpenoidy (Z)-linalool oxid, linalool, isoborneol, terpinen-4-ol
a o-terpineol, zatimco na aroma destilati Rulandské modré, Modry Portugal a Cabernet
Sauvignon maji vliv spiSe 0-cymen, limonen, (E)-sabinyl acetat a (E)-kalamenen.

Studium terpenického sloZeni moravskych destilati typu grapa bylo provedeno
metodou mikroextrakce tuhou fazi v headspace uspofadani (HS-SPME) a v provedeni
pfimého ponofeni vldkna do roztoku (DI-SPME). Metodou SPME-GC/MS bylo
identifikovano celkem 61 terpenickych latek. Hlavni identifikované terpenické latky jsou
limonen, linalool, a-ylangen, pS-bourbonen, y-kadinen, (E)-nerolidol, 2,3-dihydrofarnesol
a (2Z,6E)-farnesol. DI-SPME se ukazala byt vhodnou a srovnatelnou metodou pro analyzu
monoterpenickych a norizoprenoidnich latek a umoznila také identifikovat nékteré
sesquiterpenické latky, které nebylo mozné stanovit pomoci HS-SPME (napf. a-barbaten
a dalsi sesquiterpenické latky s vyssi retenci). Metodou SPME byly zjistény prokazatelné
rozdily mezi jednotlivymi druhy destilati. Zatimco u vinnych destilath byly identifikovany
pirevazné monoterpenické latky, u destilath typu grapa byla identifikovana také obsahla
skupina sesquiterpenickych latek.

Aromatické slozky Ceskych a zahrani¢nich chmeltd byly analyzovany metodou
HS-SPME. Jako wurcité kvalitativni markery chmeld byly identifikovany p-farnesen
(pro Zatecky polorany &erveiidk) a a-selinen (pro némeckou odridu Hallertau Taurus).
Studium slozek chmelové silice v pivech ¢eské a zahrani¢ni vyroby za G¢elem charakterizace
pouzitych surovin bylo realizovano také HS-SPME metodou. Celkem bylo identifikovano
15 terpenickych latek: S-myrcen, limonen, linalool, methyl geranat, citronellyl acetat,

S-damascenon, (E)-karyofyllen, a-humulen, p-farnesen, y-muurolen, valence, (Z)-kalamenen,
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o-selinen, a-kadinen a a-kalakoren. Bylo zjisténo, ze jejich obsah v pivech do jisté miry
souvisi s pouzitym chmelem i technologii vyroby, napt. a-kadinen byl identifikovan pouze
utmavych a polotmavych piv, S-farnesen jako kvalitativni marker Zateckého poloraného
Cerveiiaku byl identifikovan u viech ¢eskych piv v pomérné velké variabilitg.

Pro studium fenolickych kyselin v ¢eskych vinech byla aplikovana clr a ilr
transformace dat a porovnéana klasickd PCA s robustni variantou PCA. Po aplikaci robustni
metody bylo dosazeno nejlépe interpretovatelnych vysledka a podafilo se rozlisit vzorky vin
podle prislusnych kategorii. Kyselina vanilova, syringova a gallova byly identifikovany jako
vyznamné markery cervenych vin. Kyselina gentisova a kavova byly navrzeny jako
perspektivni markery, které do jisté miry odrazi technologicky zplsob zpracovani vina.

Studium aromatického profilu Olomouckych tvaruzkt bylo realizovano metodou
HS-SPME-GC/MS. U nezralych tvaruzky byla identifikovana skupina estert, které muzeme
povazovat za markery Cerstvosti syra, a skupina terpenickych latek, které do jisté miry
poukazuji na kvalitu pouzitych surovin. Pfi zrani syra dochazelo ke vzniku dalSich senzoricky
vyznamnych latek (propan-2-ol, butan-2-ol, dimethyldisulfid), které muizeme pokladat
za markery vhodné konzumni doby tvariizkii. Pro studium zrani tvartzka byla aplikovédna také
Ramanova spektrometrie a byly identifikovany charakteristické pasy vibraci, jejichz intenzita
nartistala se stupném zralosti syra. Tyto vibra¢ni pasy odpovidaji charakteristickym vitracim
C-S, C=S a C=N vazeb.

Pro studium aromatického profilu druhovych kav byla aplikovana clr transformace
a analyza hlavnich komponent. Bylo identifikovano Sest aromaticky aktivnich latek (kyselina
octova, 2-methylpyrazin, furfural, 2-furfurylalkohol, 2,6-dimethylpyrazin, 5-methylfurfural),
na jejichz zakladé bylo mozné rozdélit soubor 30-ti kav podle ptevladajiciho druhu kavy.
Pouzitim clr transformace se podafilo dosahnout 1épe interpretovatelnych vysledkl a jiz
za pomoci prvnich dvou hlavnich komponent popsat 96% celkové variability souboru dat.
Navrzend metoda odhalila také vzajemné podobnosti u kav pochézejicich od stejného

vyrobce.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFID
BSTFA
CA
CA4H
CAR

clr

CLU
CW

DA
DI-SPME
DMAPP
DMDS
DMTS
ECD
EPA

FA

FID
FLD
FPP
FT-IR
GC
GGPP
GPP
HS-SPME
ilr

IPP

LLE
MK
MS

plamenoveé-ionizac¢ni detektor se soli alkalického kovu
N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid

kanonicka korelacni analyza

cinamat-4-hydroxylasa

carboxen

centred logratio (transformace)

shlukova analyza

carbowax

diskrimina¢ni analyza

mikroextrakce tuhou fazi v provedeni pfimého ponoteni vlakna
3,3-dimethylallyl difosfat

dimethyldisulfid

dimethyltrisulfid

detektor elektronového zachytu

Environmental Protection Agency

faktorova analyza

plamenové-ionizacni detektor

fluorescencni detektor

farnesyl difosfat

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
plynové chromatografie

geranylgeranyl difosfat

geranyl difosfat

mikroextrakce tuhou fazi v headspace provedeni
isometric logratio (transformace)

isopentenyl difosfat

infracervena oblast

extrakce kapalina - kapalina

mastné kyseliny

hmotnostni spektrometrie
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MSD
NMR
NPP
PA
PAL
PC
PCA
PDSM
PLS
RI
RID
RSD
SLE
SPE
SPME
TDN
TIC
TMCS
TPB
UV/IVIS
VUPS

hmotnostné-spektrometricky detektor
nuklearni magnetické rezonance

neryl difosfat

polyacrylate

fenylalanin-amoniak lyasa

hlavni komponenta

analyza hlavnich komponent
polydimethylsiloxane

metoda ¢astecnych nejmensich ¢tvercii
reten¢ni index

refraktometricky detektor

relativni smérodatnd odchylka
extrakce tuha faze - kapalina

extrakce tuhou fazi

mikroextrakce tuhou fazi
1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen
celkovy iontovy proud
trimethylchlorosilan
(E)-1-(2,3,6-trimethylfenyl)-buta-1,3-dien
ultrafialov4 a viditelna oblast

Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky
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