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ABSTRACT

Each wine has a unique chemical composition that is influenced by the grape
variety, the geology and climate of the vine's growth (ferroir), and the winemaking
process. Despite the fact that several scientific reports have been published about the
characteristic of wines from The Old and The New World Countries, data on the
specific characteristics of wines from the cool climate regions is still lacking.

The objective of this study was to develop analytical methods for evaluating the
quality of domestically produced wines in terms of the concentration of specific
bioactive compounds, such as:

e organic acids and polyphenols determined in one course of analytical
procedure, using solvent extraction of liquid samples through an
ultrasound-assisted porous membrane (UASE-PMLS) in conjunction
with gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) at
the stage of final determinations;

e Dbiogenic amines using two analytical procedures (a) capillary
electrophoresis coupled with mass spectrometry (CE-MS) and (b)
salting-out liquid-liquid microextraction technique coupled with GC-
MS (SALLME-GC-MS).

Furthermore, micro- and macroelements were determined. All the data gathered were
used to ascertain the correlations between wines' various physicochemical properties
by multivariate statistical analysis.

The research work was conducted in accordance with the principles of Green
Analytical Chemistry, and the developed methods were assessed for their green
nature using the Analytical EcoScale and the GAPI Index.

Keywords: wine, polyphenols, organic acids, biogenic amines, GC-MS
Stowa kluczowe: wino, polifenole, kwasy organiczne, aminy biogenne, GC-MS
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

2-PE — 2-fenyloetyloamina

ACN — acetonitryl

AHP — analityczny process hierarchiczny

BA — aminy biogenne

BUT — butyloamina

BSTFA — N,o-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

CAD — kadaweryna

CE-MS — elektroforeza kapilarna ze spektrometrig mas

cv — wspotczynnik zmienno$ci

DCM — dichlorometan

DIET — dietyloamina

DIMET — dimetyloamina

ET — etyloamina

EtOAc — octan etylu

GAPI — zielony index procedur analitycznych (ang. Green Analytical
Procedure Index)

GC-MS — chromatografia gazowa ze spektrometrig mas

HEX — heksyloamina

HIS — histamina

ICP-MS — spektrometria mas sprz¢zona z plazma wzbudzg indukcyjnie

IPA — izopentyloamina

LOD — granica wykrywalnosci

LOQ — granica oznaczalnosci

PROP — propyloamina

PUT — putrescyna

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

TMCS — trimetylochlorosilan

TRYP — tryptamina

TYR — tyramina
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WPROWADZENIE

Polska w §wiecie winiarskim jest uznawana jako kraj o chtodnym klimacie. Jednak,
mimo to winogrodnictwo w Polsce cieszy si¢ bardzo duzym zainteresowaniem i bardzo
mocno si¢ rozwija. Tylko na przestrzeni ostatnich pieciu lat, liczba winnic w Polsce
wzrosta o dodatkowe 50. Natomiast powierzchnia jaka zajmujg wzrosta o ok 200 ha.
Najwigksza liczba winnic znajduje si¢ na potludniu Polski, ale coraz wigcej winnic
pojawia si¢ rowniez w poéilnocnej czgsci naszego kraju [1]. Rozwdj winogrodnictwa
w Polsce jest mozliwy ze wzgledu na zmieniajacy si¢ klimat jak réwniez dzieki
wprowadzeniu nowych hybrydowych odmian winorosli, ktére duzo lepiej znosza
wahania temperatury w okolicach 0°C [2]. Winogrodnictwo w Polsce jest bardzo mtode
a technologie produkcji wina sg stale modyfikowane stad tez duze zainteresowanie
winiarzy wynikami badan na temat ich trunkow, ktorych na dzien dzisiejszy w literaturze
jest niewiele.

Kazde wino to unikatowa kompozycja smaku i aromatu, na ktére ma wpltyw caly
szereg czynnikow [2]. Jednym z najcze¢Sciej poruszanych tematow jest wptyw terroir'u
na walory smakowe wina. Ktadzie si¢ duzy nacisk na pochodzenie wina, a co za tym idzie
na jego unikatowos$¢ wyrazong smakiem i zawarto$cig zwigzkéw odpowiedzialnych za
dziatania prozdrowotne na organizm czlowieka. Kiedy$ ferroir i jego charakterystyka
bylo istotne jedynie dla Francuzéw, obecnie ten trend opanowat caly §wiat. Niewatpliwie
terroir kazdej winnicy jest unikalne i niepowtarzalne ze wzglgdu na warunki klimatyczne,
topograficzne i typ podloza. Czesto zdarza si¢, ze winnice ktore dzieli zaledwie
kilkana$cie kilometréw produkuja zupehie inne wina [3].

Ponadto bardzo duzy wptyw na charakterystyke wina ma odmiana winorosli jak
roéwniez sama technologia wytwarzania wina. Zmiany strukturalne gtéwnych sktadnikow
wina, zostaly przedstawione na Rysunku 1.



148

M. FABJANOWICZ, J. PLOTKA-WASYLKA

® .
tloczenie

* kw. organiczne
(20% kw. jabtkowy

.dojrzewanie

.fermentacja

zawartost cukréw |
zawartosé kw. jabtkowego

i kw. winowego |

zawartost kw. cytrynowego t
powstanie kw. bursztynowego
i mlekowego;

stracenie Al, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb, Zn oraz winiandw K i Ca;
zuzycie Ca, Cu, Fe, K, Mg, Zn
przez drozdie

zawarto$¢ kw. organicznych |
zawartosc polifenoli ¢
powstanie estrow etylowych
kw. winowego; jabtkowego,
mlekowego, bursztynowego,
octowego i cytrynowego;
dalsze wytracanie sie winianu
Ca, K na skutek niskiej
temperatury;

wytrgcanie siarczkow metali;
usuwanie Cu, Mn, Zn poprzez
dodatek zelazocyjankdw

i kw. winowy);
* cukry;

* polifencle
*inne zwigzki.

Rysunek 1.  Zmiany strukturalne w gtdwnych sktadnikach wina zachodzace podczas procesu tloczenia,

fermentacji i dojrzewania wina [4].

Celem niniejszych badan byto opracowanie precyzyjnych, niezawodnych i szybkich
procedur analitycznych, ktére postuzg do scharakteryzowania win pochodzacych
z regionu o chtodnym klimacie, pod katem zawarto$ci polifenoli, kwaséw organicznych
oraz amin biogennych (BA) jak réwniez znalezienie wzajemnych korelacji pomigdzy
oznaczanymi zwigzkami a mikro- i makroelementami. Wina wykorzystane do badan
pochodzity z polskich winnic z ré6znych czgéci naszego kraju. W zbiorze win znajdowato
si¢ 10 win czerwonych, 10 bialych oraz 3 wina rézowe. Wina byly wyprodukowane
miedzy 2014 a 2018 rokiem. Natomiast zawarto$¢ alkoholu deklarowana przez
producenta byta na poziomie od 10,5 do 13,5%. Charakterystyka win wykorzystanych do
badan jest przedstawiona w Tabeli 1.

Tabela 1 Charakterystyka badanych win.

7 ”
Sym- L Rodzaj Wojewo- awartosc Odmiana Zawartosc
Rok Winnica . alkoholu . .
bol wina dztwo %] winorosli cukru
0
HOPLE
1R 2015 Wplz::jca Czerwone Opolskie 11,0 Regent wytrawne
Paczkow
Winnica
2R 2017 Chodoro- Czerwone Matopolskie 12,0 Regent wytrawne
wa
Dom .
3R 2014 Czerwone Lubelskie 12,0 Rondo wytrawne

Bliskowice



OZNACZANIE WYBRANYCH ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH

149

4R

5R

6R

7R

8R

9R

10R

i

2W

3w

4w

5w

6W

W

8W

MY

ow

1Ro

2Ro

3Ro

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201
6

Winnica
Witano-
wice
Adoria
Vineyards
Winnica
Chodorowa
Adoria
Vineyards
Winnica
Turnau
HOPLE
Winnica
Poraj
Paczkow
Winnica
Golesz
Winnica
Solaris
Adoria
Vineyards
Winnica
Saint
Vincent

Winnica
Srebrna
Gora

Winnica
Saint
Vincent
Winnica
Solaris
Winnica
Witanowic
e
Winnica
Turnau
Winnica
Golesz
Winnica
Golesz
Winnica
Srebrna
Gora
Winnica De
Sas
Winnica
Golesz

Czer-
wone

Czerwon
e
Czerwon
e
Czerwon
e
Czerwon
e

Czerwon
e

Czerwon
e

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Rézowe

Rézowe

Rézowe

matopolskie

Dolnoslaskie
Matopolskie
Dolnoslaskie
Zachodnio-
pomorskie
Opolskie
Podkarpackie
Lubelskie

Dolnoslaskie

Lubuskie

Matopolskie

Lubuskie

Lubelskie

Matopolskie

Zachodnio-
pomorskie

Podkarpackie

Podkaprackie

Matopolskie

Dolnoslaskie

Podkarpackie

11,5

12,5

12,0

12,0

12,0

12,0

13,0

12,5

12,0

12,5

12,0

Regent

Dornfelder
Rondo
Pinot Noir

Rondo/Regent

Rondo

Mieszanka
trzech odmian

Johanniter

Riesling

Pinot Gris,
Riesling,
Muscat
Ottonel,
Gewurztramine
r
Seyval Blanc,
Hibernal,
Johanniter,
Solaris

Pinot Gris

Solaris

Bianca

Solaris

Mieszanka kilku
odmian
Mieszanka
o$miu odmian

Zweiglet

Regent

Mieszanka
trzech odmian

wytrawne

wytrawne
wytrawne
wytrawne

wytrawne

wytrawne

wytrawne

wytrawne

pot-
wytrawne

pot-
wytrawne

pét-
wytrawne

pot-
wytrawne

stodkie

wytrawne

wytrawne

pot-
stodkie

wytrawne

pot-
wytrawne

wytrawne

wytrawne



150 M. FABJANOWICZ, J. PLOTKA-WASYLKA

1. OZNACZANIE POLIFENOLI I KWASOW ORGANICZNYCH

W literaturze dostepnych jest wiele metod do oznaczenia polifenoli. Jednak
brakowato krytycznej oceny opracowanych metod nie tylko pod wzgledem
parametrow metrologicznych, ale rowniez ich oddziatywania na srodowisko. Dlatego
zanim rozpoczeto prace nad nowa metodg analityczng, poddano analizie dostepne
metody. W tym celu wykorzystano jeden z algorytmow wielokryterialnej analizy
decyzyjnej, analityczny proces hierarchiczny (AHP). Byla to pierwsza proba oceny
metod analitycznych za pomocg tego algorytmu.

1.1. ANALITYCZNY PROCES HIERARCHICZNY

Do analizy zebrano 19 metod analitycznych [5-23], opisanych w literaturze,
uzywanych do oznaczenia resweratrolu w probkach wina. Zebrane metody zostaly
opisane wedlug kryteriow: srodowiskowych (ilo$¢ odpadow [g], liczba etapow
procedury analitycznej, toksyczno$¢ reagentéw), metrologicznych (LOQ, RSD) oraz
ekonomicznych (ilo$¢ probki [ml], zuzycie energii [kWh], liczba pozostalych
oznaczanych analitow, koszt reagentow, przepustowos¢). Biorgc pod uwagg,
ze algorytm AHP mozna stosowaé¢ do matych zbiorow danych, pierwszym krokiem
byta redukcja danych za pomocg analizy skupien. Wynikiem tej analizy byta redukcja
danych z 19 obiektow do 5 klastrow. Przebieg wybranego algorytmu zostal
przedstawiony na Rysunku 2.
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CEL
Wybdr procedury analitycznej do oznaczenia resweratrolu w prébkach wina

KRYTERIA
Srodowiskowe; Metrologiczne; Ekonomiczne

PODKRYTERIA SRODOWISKOWE PODKRYTERIA METROLOGICZNE PODKRYTERIA EKONOMICZNE
llosc odpadow; liczba etapow LOQ; RSD Hlos¢ probki; zuzycie energii; liczba
procedury analitycznej; toksycznosc pozostafych analitow; koszt
reagentow reagentdw; przepustowosc
WA&IANTY

klaster 1; klaster 2; klaster 3; klaster 4; klaster 5

OPINIA EKSPERTA
Ustalenie wzglednej waznosci kryteriow oraz podkryteriow. Preferencje w poréwnaniu

—— e e = e e = = = == e

\ par ustalane za pomocg 9-stopniowej skali (Saaty’s scale)
S e <l _________________ _ s
_ -
SZEREGOWANIE KLASTROW - -
o
WARIANTY

procedura 1; procedura 2; procedura 3; procedura 4; procedura 5

SZEREGOWANIE PROCEDUR ANALITYCZNYCH ZE ZWYCIEZKIEGO KLASTRA

Rysunek 2. Schemat algorytmu AHP.

Zastosowanie algorytmu AHP pozwolito wytypowaé jedna procedurg analityczna,
ktéra zostata najwyzej oceniona, a jest nig metoda oparta na wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprz¢zonej z detektorem UV z bezposrednim nastrzykiem.
Wybrana metoda omija etap przygotowania probki, jednak, trzeba tez zwrdci¢ uwage
na fakt, Ze oznaczano tylko jeden analit — resweratrol, a analiza zaj¢ta 19 min.
Ponadto przeprowadzona réwnolegle analiza zielonego charakteru, wybranych
metod analitycznych, za pomoca Eco Skali oraz indeksu GAPI wskazata, Zze najmniej
szkodliwa dla srodowiska naturalnego jest metoda oparta na chromatografii gazowej
sprze¢zonej ze spektrometrig mas (GC-MS) [24].

1.2. WSPOMAGANA ULTRADZWIEKAMI EKSTRAKCJA PROBEK CIEKLYCH
ZA POMOCA ROZPUSZCZALNIKA PRZEZ MEMBRANY POROWATE
POLACZONA Z GC-MS (UAPM-LS-GC-MS)

Przeprowadzone studium literaturowe pozwolito zauwazy¢, ze brakuje procedur
analitycznych pozwalajacych oznaczy¢ zwigzki z grupy polifenoli oraz kwasoéw
organicznych w trakcie jednego toku postgpowania analitycznego. Ponadto niewiele
jest prac, w ktérych procedury analityczne sg oparte na wykorzystaniu technik GC,

- o o o
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ktoéra pozwala osiagnaé wyzsza rozdzielczo$é, lepsza selektywnos¢, a przy tym
zuzywa znacznie mniej rozpuszczalnikow niz technika chromatografii cieczowej.
Zastosowanie nowatorskiej techniki ekstrakcji probek - wspomagana ultradzwigkami
ekstrakcja probek ciektych za pomocg rozpuszczalnika przez membrany porowate
potaczona z GC-MS pozwolita oznaczy¢ 15 zwiazkéw nalezacych do dwodch
wczesniej wspomnianych grup (kw. mlekowy, kw. bursztynowy, kw. fumarowy, kw.
jabtkowy, kw. winowy, kw. cytrynowy, kw. protokatechowy, kw. kumarowy, kw.
galusowy, kw. ferulowy, kw. kawowy, kw. synapowy, pterostiblen, resweratrol
i katechina), przy zachowaniu bardzo dobrych parametrow walidacyjnych (LOD
[ng/ml]: 0,016 — 8,2; LOQ [pg/ml]: 0,047 — 24; liniowos¢ o wspdlczynniku
determinacji 0,9852 — 0,9993) a dodatkowo odzysk >93%.
Optymalizacji poddano 4 parametry:

e rodzaj rozpuszczalnika (EtOAc; ACN; DCM; 1:1 v/v EtOAc:DCM);

e temperatura ekstrakcji (temperatura otoczenia; 25°C; 40°C);

e czas derywatyzacji [min] (0+15; 15+15; 15+30);

e odczyn probki wina (1,30; 3,45; 4,80; 6,00).

Najlepsze rezultaty (sygnaly o najwyzszej intensywnosci) otrzymano gdy sposrod
puli badanych rozpuszczalnikow zastosowano mieszaning EtOAc z DCM w stosunku
1:1 v/v, w korelacji z temperatura otoczenia; dodawano $rodek sililujacy - BSTFA z
1%TMCS., a pH wynosito 1.30 w przypadku kw. organicznych oraz 3.45 gdy brano
pod uwage polifenole. Zgodnie z przyjeta procedurg proces derywatyzacji byt
prowadzony przez 15 min.

Przebieg procedury analitycznej wygladat nastepujaco:

1. Torebke wykonang z membrany polipropylenowej o wymiarach 1x1 cm
wypehiono: 60 mg MgSO4 oraz 250 uL probki z dodatkiem wzorca
wewnetrznego.

2. Zamknigtg torebke zanurzono w 1 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
EtOAc:DCM (1:1 v/v) i poddano dzialaniu ultradzwigkéw przez 25
min.

3. Nastgpnie usunicto torebke, a ekstrakt odparowano do sucha
w strumieniu azotu.

4. Przeprowadzono konwersj¢ chemiczng analitow za pomoca $rodka
sililujacego - BSTFA z 1%TMCS.

5. Poddano probke analizie za pomoca GC-MS (Agilent 7890A GC
system z detektorem 5975C MS; kolumna chromatograficzna ZB-5 MS
(30m x 0,25 mm wew. §r.) ; temperatura dozownika: 250°C; przeptyw
He: 1 ml/min; program temperaturowy: 70°C (1 min), wzrost
temperatury do 280°C (10°C/min), utrzymanie temperatury 280°C
przez 5 min; calkowity czas analizy: 27 min).
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Po zastosowaniu opracowanej metody do probek rzeczywistych otrzymano
nastepujace wyniki: w winach czerwonych najwyzsza zawarto§¢ odnotowano dla
kwasu bursztynowego okoto 400 pg/ml oraz katechiny nawet 6226 pg/ml a
najmniejszg dla kwasu cytrynowego oraz kwasu synapowego, ktorych zawarto$¢
byta czgsto ponizej granicy oznaczalno$ci. Natomiast w probkach win biatych i
rézowych najwyzsza zawarto$¢ oznaczono dla kwasu jabtkowego okoto 1000 pg/ml
oraz katechiny nawet 119 pg/ml, a najmniejszg dla kwasu fumarowego oraz
synapowego czesto ponizej granicy oznaczalno$ci.

We wszystkich badanych probkach win pterostilben byl ponizej granicy
wykrywalno$ci natomiast kw. ferulowy ponizej granicy oznaczalnosci. Zwigzek,
ktéry najbardziej wyrdznia badane probki win od win pochodzacych z innych
rejondow $wiata jest resweratrol. Zawarto$¢ resweratrolu w probkach win biatych
i czerwonych byta na zblizonym poziomie miedzy 2 a 3 pg/ml podczas gdy w winach
biatych pochodzacych z innych rejonow $wiata zawarto§¢ resweratrolu jest znacznie
mniejsza niz w winach czerwonych i nie przekracza 1 pg/ml.

2. OZNACZANIE AMIN BIOGENNYCH

Do oznaczenia BA w winach pochodzacych z chtodnego klimatu, opracowano
i zwalidowano procedure analityczng opartg na zmodyfikowanej mikroekstrakcji
typu ciecz-ciecz (wspomaganej efektem wysolenie) w potaczeniu z GC-MS
(SALLME-GC-MS). Z uwagi na wiasciwosci fizykochemiczne BA i ich polarnosé,
stosowanie chromatografii gazowej do ich oznaczania jest bardzo wymagajace ze
wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzania procesu derywatyzacji analitoéw. Jednak
ze wzgledu na wysoka doktadno$¢ i czuto$¢ pomiaréw przy zastosowaniu techniki
GC-MS podjeto to wyzwanie. Zaproponowana procedura analityczna obejmowata:
filtracj¢ probek wina przez filtr strzykawkowy 0,45 pm, a nast¢pnie wzbogacenie
probek wina poprzez dodatek wzorca wewnetrznego — aniliny (IS). Derywatyzacja
analitow oraz ich ekstrakcja odbywaly si¢ rownolegle. Proces konwersji chemicznej
analitow byt przeprowadzony z wykorzystaniem chloromréwczanu etylu
w obecnosci trietylaminy, ktéra pehlila role katalizatora reakcji. Natomiast
rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym byt EtOAc jako ,zielona” alternatywa dla
powszechnie stosowanych rozpuszczalnikow ekstrakcyjnych. Po przeprowadzeniu
wstepnych badan do procesu optymalizacji wybrano trzy parametry: objetos¢ EtOAc
(w zakresie 50 — 250 pl), dodatek NaCl (w stgzeniu od 5 do 15% w/v) oraz czas
wytrzasania (10 - 90 sek.).
Optymalizacja procesu ekstrakcji zostata przeprowadzona w oparciu o model Box —
Behnken’a. Wybrany model pozwolitl na przeprowadzenie efektywnego procesu
optymalizacji z wykorzystaniem zaledwie 15 probek. Sposrod wybranych parame-
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trow najwigkszy wplyw na efektywno$¢ procesu ekstrakcji miata objetos¢ EtOAc
oraz dodatek NaCl. Najlepsze wyniki uzyskano przy wykorzystaniu 50 pl EtOAc
oraz 5% w/v NaCl. Ten niewielki dodatek NaCl zapobiegal tworzeniu si¢ emulsji.
Czas wytrzasania nie mial wptywu na efektywno$¢ ekstrakcji BA. Parametry
metrologiczne opracowanej metody przedstawialy si¢ nastepujaco: liniowoSci
sprawdzono dla dwoch pozioméw stezen od 0,05 do 1 mg/liod 1 do 10 mg/l - w obu
zakresach wspotczynniki determinacji wynosilty powyzej 0,99 dla wszystkich
badanych zwiazkow; powtarzalno§¢ okreslono dla dwoch poziomow stezen 0,25
mg/l oraz 2,5 mg/l, dla stezenia 0,25 mg/l miescita si¢ migdzy 2,3 a 10 %, a dla
stezenia 2,5 mg/l miedzy 2,6 a 11 %; precyzja wynosita 82 — 101 %; LOD miescito
si¢ w zakresie 1,5 — 8,1 pg/l.
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Rysunek 3. Zawarto$¢ BA w badanych probkach win.

W badanych probkach win najwigksze zawarto$ci odnotowano dla kadaweryny,
putrescyny oraz histaminy. Natomiast zawarto§¢ pozostatych amin biogennych byta
ponizej 100 pg/l. Ten trend, w ktoérym zawartosci kadaweryny, putrescyny
i histaminy s3 wyzsze od zawartoSci pozostalych amin biogennym mozna
zaobserwowac rowniez w winach pochodzacych z innych krajow w tym z Grecji czy
Hiszpanii. Jednak biorac pod uwage warto$ci stezen oznaczanych amin sg one nizsze
niz w winach z innych krajoéw, gdzie osiagaja nawet kilkanascie mg/1.
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3. OCENA PROFILU METABOLOMICZNEGO WIN
POCHODZACYCH Z CHLODNEGO KLIMATU

Kolejnym etapem badan byta ocena profilu metabolicznego win pochodzacych
z chlodnego klimatu. Pierwszym krokiem by osiagnaé wyznaczony cel, bylo
opracowanie metody opartej na elektroforezie kapilarnej sprzgzonej ze spektrometrig
mas (CE-MS) dla zwigzkow z grupy BA. Procedura analityczna obejmowata
przygotowanie probki, ktore polegato na przefiltrowaniu probki wina przez filtr
celulozowy 0,45 um oraz poddaniu dziataniom ultradzwigkow. Tak przygotowana
probka mogta by¢ analizowana za pomocg CE-MS. Czas analizy wynosit 10 min,
w ktorym oznaczono 32 BA otrzymujgc bardzo dobre parametry walidacyjne -
liniowo$¢: R? > 0,981 w zakresie stezen 0,05-10 pg/ml; LOD: 0,002-0,22 pg/ml;
powtarzalno$¢ pola powierzchni (2,5 pg/ml) (n=5): CV <23; precyzja posrednia pola
powierzchni (2,5 pg/ml) (n=5): CV<16,8; powtarzalno$¢ czasu migracji (2,5 pg/ml)
(n=5): CV<3.8; precyzja posrednia czasu migracji (2,5 pg/ml) (n=5): CV<1,7.

Nastepnie w celu identyfikacji wystgpujacych w winie polarnych, obdarzonych
fadunkiem elektrycznym metabolitéw zastosowano analiz¢ niecelowana. Badaniu
poddano wina biate i czerwone. Po usunigciu szumu, duplikatow, adduktow oraz
fragmentdéw, oznaczono 94 polarne, gléwnie z grup aminokwaséw, BA 1 biatek
zwigzki. Analiza statystyczna (w tym analiza gléwnych sktadowych, analiza
czastkowych najmniejszych kwadratéw) pozwolita wskaza¢, ze najwigksze rdéznice
pomigdzy winami pochodzacymi z réznych czeSci naszego kraju jak rowniez
pomigdzy typami win mozna zaobserwowaé wsréd aminokwasow a zwlaszcza
w zawarto$ci proliny i1 fenyloalaniny. Natomiast rozpatrujac roznice pomigdzy
profilem metabolomicznym win biatych i1 czerwonych a zwigzkiem najbardziej
determinujgcym kategoryzacje win jest cykliczny kwas arginobursztynowy, ktory
znajduje si¢ w dynamicznej rownowadze z kwasem arginobursztynowym w jego
otwartej postaci. Cykliczng form¢ mozna zaobserwowaé w winach biatych, ktore
charakteryzujg si¢ nizszg warto$cig pH niz wina czerwone.

4. OCENA WZAJEMNYCH ZALEZNOSCI POMIEDZY FIZYKO-
CHEMICZNYMI PARAMETRAMI WINA

Istnieje wiele doniesien naukowych wskazujacych, ze warunki uprawy winorosli
majg istotny wpltyw na wilasciwosci fizyko-chemiczne wina. W zwigzku z tym
przeprowadzona analiza chemometryczne miata na celu zbadanie potencjalnych
korelacji pomigdzy zawarto$cig polifenoli, kwaséw organicznych (oznaczonych
w poprzednim etapie badan) oraz mikro- i makroelementami w winach polskiego
pochodzenia.
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Sktad pierwiastkowy badanych win zostal zbadany za pomoca spektrometrii mas
z plazmg sprzezong indukcyjnie (ICP-MS), obejmujac analize takich pierwiastkow,
jak: Ag, Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb,
Sb, Se, Sn, Sr, Ti, Tl, V, Zn i Zr. Przed analizg wszystkie wina zostaly poddane
filtracji przez filtr strzykawkowy 45 pm oraz rozcienczone woda dejonizowang
w stosunku 1:10.

W celu odkrycia zalezno$ci migdzy wybranymi grupami zwigzkéw w winach
chtodnego klimatu a ich wlasciwos§ciami charakterystycznymi dla win czerwonych,
biatych i r6zowych, zastosowano wielowymiarowg analizg statystyczng (grupowanie
hierarchiczne oraz nichierarchiczne jak rowniez analize gtdéwnych sktadowych).
Badanie opierato si¢ na analizie 23 probek win pochodzacych z polskich winnic
zlokalizowanych w réznych regionach, opisanych przy uzyciu 43 zmiennych
chemicznych. Wykorzystano eksploracje danych do identyfikacji grup podobienstw
(wzorcéw, klastrow) pomiedzy winami oraz zmiennymi opisujgcymi ich sktad.
Dodatkowo, szczegdlny nacisk polozono na analize resweratrolu i jego powigzan
z innymi zwigzkami chemicznymi. Podczas rozrézniania win pochodzacych
z roznych rejondow Polski oraz rozrdzniania typoéw win najbardziej znaczace sa
stezenia: kwasu mlekowego, kumarowego, galusowego, synapowego jak réwniez
resweratrolu, katechiny, K i Se, ktore sa wyzsze w winach czerwonych niz w winach
biatych i r6zowych. Natomiast wina biale i r6zowe sg bogatsze w kwas jablkowy
i cytrynowy oraz Ca i Co [25].

Ponadto, punktacja ReliefF wskazuje na mozliwa korelacje migdzy
resweratrolem a kilkoma metalami, takimi jak Zr, K, B, Pb i Ba. Wykorzystanie
w przysziosci innych narzg¢dzi analitycznych by¢ moze pomoze zidentyfikowac
ewentualne kompleksy [25].

UWAGI KONCOWE

W omawianej pracy przedstawiono trzy metody analityczne, ktore nastgpnie zostaly
wykorzystane do oznaczenia wybranych analitow z grupy polifenoli, kwasow
organicznych, BA oraz mikro- i makroelementow w polskich winach. Biorac pod uwage
znaczenie zrownowazonego rozwoju, wszystkie opracowane metody analityczne zostaty
stworzone w taki sposob, aby spelnialy wymagania Zielonej Chemii Analitycznej. Cele
przy projektowaniu tych technik obejmowaly minimalizacj¢ uzycia rozpuszczalnikow
organicznych, redukcje czasu analizy oraz minimalizacj¢ i/lub znaczne ograniczenie
zrodet bledow zwigzanych z etapem przygotowania probki w procedurze analityczne;.
Co wiecej, kazda z opracowanych metod analitycznych zostata pomys$lnie zastosowana
do probek rzeczywistych, dajac wiarygodne i powtarzalne wyniki. Warto podkreslic,

ze oprocz nowych metod analitycznych, nowatorstwo badan polegato na wyborze samych
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probek. Polskie wina to unikalne, niszowe produkty o duzym potencjale rozwoju, rzadko
omawiane w literaturze.

Przy uzyciu opracowanych metodyk scharakteryzowano polskie wina pod katem
zawarto$ci omawianych zwiazkow. Ponadto, wyniki uzyskane za pomocg opracowanych
metod analitycznych zostalty wykorzystane jako dane wejsciowe do wielowymiarowej
analizy statystycznej w celu znalezienia mozliwych korelacji miedzy parametrami
fizykochemicznymi badanych prébek win, co moze by¢ uzyte do oceny autentycznosci
win, rozrdznienia typéw win, oceny jakoS$ci oraz oceny wplywu ferroir.

Wyniki przeprowadzonych badan umozliwiaja wybor techniki analitycznej, ktora
pozwala na szybka, niedrogg i przyjazna dla srodowiska oceng jakosciowa i ilosciowa
okreslonych sktadnikow w winach. Ponadto otrzymane wyniki moga by¢ kluczowe
zardwno dla konsumentow, ktdrzy beda w stanie ocenié jakos$¢ polskich win, a takze dla
winiarzy, ktorzy beda mogli kontrolowaé proces produkcji wina tak by dostarczaé
najwyzej jakosci produkty.
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