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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo otestovat moznosti stanoveni antioxidantl ve viné
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Antioxidanty byly stanoveny metodou
HPLC — ECD a HPLC - UV. Pii HPLC — ECD byla jako mobilni fize pouzita smés voda:
acetonitril: kyselina trifluoroctova v poméru 95: 49,65: 0,35.

Pii HPLC — UV byly pro stanoveni pouzity 2 mobilni faze. Jako mobilni faze A byla
pouzita smés voda: acetonitril: kyselina trifluoroctovd v poméru 95: 49,65: 0,35 a jako
mobilni faze B byla pouzita smés voda: acetonitril: kyselina trifluoroctovd v poméru 50:
49,75: 0,25.

Obé metody byly aplikovany na vybranych 6 vzorki vina.

Kli¢ova slova: antioxidanty, vino, HPLC, chromatografie

ABSTRACT

The goal of this graduation theses was to test possibilities of antioxidants
determination in wine using High Performance Liquid Chromatography. The HPLC — ECD
and HPLC - UV methods have been used for antioxidants measurement. When applying
HPLC method with ECD, mixture of water: acetonitrile: trifluoracetic acid (95: 49,65:
0,35) has been used as a mobile phase. When applying HPLC — UV, there were two mobile
phases used. Mobile phase A was a mixture of water: acetonitrile: triflouoracetic acid (95:
49,65: 0,35). Mobile phase B was a mixture of water: acetonitrile: trifluoracetic acid (50:
49,75: 0,25).

Both methods have been applied to six selected wine samples.

Keywords: antioxidants, wine, HPLC, chromatography
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UvVOD

Existuje nékolik faktort, které maji vyznamny vliv na zdravi Clovéka. Nekteré z nich
muzeme jako jedinci sami ovlivnit, napi. dodrzovanim zdravé zZivotospravy, pravidelnym
pohybem, vyhybanim se koufeni a alkoholu. Na na$§ zdravotni stav ma vSak vliv také
kvalita zivotniho prostiedi, kterou jako jedinci pfili§ neovlivnime. Vlivem znecisténého
vzduchu, vody, potravin, koufeni, bifenyli a dalSich karcinogennich latek, které se nam
denné¢ dostavaji do téla, dochazi k nezddouci oxidaci v organismu a tim i k tvorbé volnych
radikalt, které mohou zplsobovat riiznd onemocnéni. Latky, které pomahaji chranit nas

organismus pred vlivem volnych radikald se nazyvaji antioxidanty.

Antioxidanty jsou vSechny latky, pfirodni i synthetické, které svou pfitomnosti zpomaluji,
az potlacuji nezaddouci oxidacni d¢je, proto je vhodné tyto latky piijimat v potravé ptipadné
jejich obsah doplnovat potravinovymi dopliiky. Mezi vyznamné antioxidanty patii
tokoferoly, kyselina L-askorbova, derivaty kavové kyseliny, thiamin, katalaza, pektiny
a mnoho dalSich. Tyto latky se vyskytuji napfiklad v rajcatech, listové zeleniné,
brusinkach, kiwi, jahodach, broskvich a obili. Vyznamnymi antioxidanty jsou rovnéz

fenolické latky, které jsou velmi stabilni a nachézi se naptiklad v obili, ¢aji a viné.

Tato prace se zabyva studiem antioxidanti ve viné, protoZe se zde nachazi celd fada téchto
fenolickych latek tzv.flavonoidl, které jsou vyznamné z hlediska ochrany zdravi. Asi
nejzajimavéjsi je resveratrol, ktery se objevuje v izomerech trans, cis a transcis. Ve viné
byly identifikovany také dalsi flavonoidy jako katechin, epikatechin, kvercetin a rutin
a vyznamnymi fenolovymi kyselinami rovnéz s antioxidacnimi ucinky jsou kyselina

gallova, protokachetova, kumarova, kavova, vanilinova a ferulova atd.

Antioxidanty se v potravinach vyskytuji v riznych mnoZstvich. Jejich zastoupeni a obsah
muZeme sledovat pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatograpy). HPLC je separacni a soucCasné¢ analyticka
fyzikéalné-chemicka metoda pro separaci a analyzu smési latek, poskytuje tedy kvalitativni
1 kvantitativni informace o vzorku. Je to jedna z nejrozsifenéjSich metod pro jeji rychlost,
pfesnost a malou spotfebu vzorku. HPLC je zaloZena na separaci slozek smési mezi

mobilni (pohyblivou) a staciondrni (nepohyblivou) fazi.

Cilem této diplomové prace bylo najit vhodnou metodiku na stanoveni antioxidantii

ve vin€ pomoci HPLC — ECD a HPLC — UV.



I. TEORETICKA CAST
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1 ANTIOXIDANTY

Jako antioxidanty oznacujeme vSechny latky, pfirodni i synthetické, které svou ptitomnosti

zpomaluji, az potlacuji nezddouci oxidacni déje. [1]

Oxidace je chemicka reakce, pifi které dochdzi k ptenosu elektronti z latky na oxidacni
¢inidlo. Ackoliv tato reakce je velmi dilezitd pro zivot, vytvaii se pfi ni veskerd energie
potiebna pro nase télo, mohou se pfi ni produkovat volné radikaly, které odstartuji fetézové

reakce poskozujici buiiky. [2]

K nezadouci oxidaci dochazi v organismu vlivem znecisténého vzduchu, vody, potravin,
koufeni, bifenyli a dalSich karcinogennich latek, kterych je kolem nas mnoho. Proto je
nutné latky s antioxida¢nimi U€inky pfijimat stravou v pfirozené formé, piipadné jejich

obsah dopliiovat potravinovymi dopliiky. [3]

1.1 Co jsou volné radikaly

V organismu b&zné vznikd tfada reaktivnich forem kysliku a reaktivnich forem dusiku.
Tyto latky maji znacny fyziologicky i1 patogenni vyznam, proto se staly pfedmétem
intenzivniho 1€kafského vyzkumu a védomosti o nich se postupné uplatiiuji v 1ékatske
praxi. [4] Jedna se o latky, které mohou byt produkovany s cilem zabezpecit urcité
biologické funkce, jako je naptiklad funkce mikrobicidni ve fagocytech, jsou vyznamnymi
prostfedniky pfenosu energie a signalnimi molekulami buné¢né regulace, za urcitych

okolnosti vSak ptisobi jako toxické latky, které jsou schopné organismus poskodit. [4]

Nejdilezitéjsi reaktivni formy kysliku a dusiku jsou uvedeny v tabulce 1. Pouze nékteré
z nize popsanych reaktivnich forem kysliku nebo dusiku patii mezi volné radikaly, tedy

latky s neparovym elektronem. [2, 4]


http://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_reaction
http://en.wikipedia.org/wiki/Free_radical
http://en.wikipedia.org/wiki/Chain_reaction
http://en.wikipedia.org/wiki/Chain_reaction
http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_(biology)
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Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
superoxid, Oy’ peroxid vodiku, H,O,
hydroxylovy radikal, HO kyselina chlorna, HOCI
peroxyl, ROO ozon, O3
alkoxyl, RO’ singletovy kyslik, 'O,

hydroperoxyl, HO»

Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
oxid dusnaty, NO nitrosyl, NO"
oxid dusicity, NOy’ nitroxid, NO

kyselina dusita, HNO,
oxid dusity, N,O3
oxid dusicity, N,Oq4
nitronium, NO, "
peroxynitrit, ONOO

alkylperoxynitrit, ROONO

Tab. 1. Reaktivni formy kysliku a dusiku [4]

1.2 Vznik volnych radikala
Volné radikaly vznikaji z molekul trojim zptsobem:

1. homolytickym Stépenim kovalentni (dvouelektronové) chemické vazby, kdy kazdy
fragment ziska jeden neparovy elektron. K homolytickému Stépeni je zapotiebi
velké mnoZstvi energie, ziskané naptiklad vysokou teplotou, ultrafialovym nebo
ionizujicim zéafenim.

A:B—->A+PB
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2. redukeci - pfidanim jednoho elektronu k molekule.
Y+te—-Y"

3. oxidaci - naopak ztratou jednoho elektronu.
X—e+ X"

V biologickych systémech volné radikaly vznikaji energeticky snadnéjSim zplisobem —

odejmutim nebo pfijetim elektronu.

Radikaly mohou byt neutralni castice nebo zaporné ¢i kladné nabité ionty. To zalezi
na tom, zda pocet protonti v atomovych jadrech radikdlu odpovidd poctu elektronii
v orbitalech, ¢i nikoli. Vzorce, ptip. symboly radikélii se vzdy oznacuji teckou, indikujici
neparovy elektron, a jsou-li popisované Castice zaroven ionty, je vzorec doplnén podle

poctu a typu naboje symboly plus nebo minus. [4]

1.3 Funkce volnych radikalua
Volné radikaly plni v naSem organismu fadu dualezitych fyziologickych funkeci.

Bez radikalovych reakci by se dne$ni formy zivota nevyvinuly, nebot’ tak velké mnoZstvi
energie, jaké je tieba k jejich vystavbé a funkcim, lze za danych podminek uvolnit pouze
prenosem elektront ze zivin na kyslik. Reaktivni formy kysliku jsou rovnéz soucasti
enzymovych mechanismi a nékteré znich jsou vyznamnymi signalnimi molekulami

v bunééném informaénim systému. [4]

Volné radikdly jsou tedy bézné produkty aerobniho metabolismu, ale vlivem

patofyziologickych podminek mohou byt tvofeny ve zvySené mite. [1]

Tvofti-li se v nadmérném mnozstvi nebo nejsou-li dostatecné rychle likvidovany, stavaji se
pro svou reaktivitu nebezpecné, narusuji bunééné membrany a mohou byt pfi¢inou rozvoje

zavaznych patologickych projevi. [2, 3]

Dochazi tak kurychleni procesu degenerace a starnuti bun€k, naruSeni pfirozené
obranyschopnosti organismu, piipadné¢ poskozeni genetického vybaveni buiky, a tim
k poruchdm mnohdy vedoucim k nastartovani velmi slozit¢tho a doposud intenzivné
védecky zkoumaného procesu nadorového zvratu v buiice. Rozmnozi-li se takto zménéné
bunky v disledku nemoci, starnuti nebo nadmérného piisobeni slunecniho zéateni, zplisobi

velké Skody na funkci organii a zdravi organismu. [3]
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1.4 Nemoci zpusobené oxidaci volnymi radikaly

Reaktivni formy kysliku hraji vyznamnou ulohu v rozvoji tak zadvaznych a rozsifenych
onemocnéni, jako je ateroskleroza, diabetes mellitus, hypertenze, chronické stfevni zanéty,
nékteré typy rakoviny, ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce a jinych organti, mozkové
ischemie, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc atd. Volné radikdly jsou také
pravdépodobné pric¢inou piredcasného starnuti. [5]

Oxidace cholesterolovych ¢astic v krvi miize zplsobit ukladani oxidovanych tukovych
latek ve sténach tepen, coz muze postupné vést k srdeCnimu infarktu a cévni mozkové
piihodé. Jestlize volné radikdly oxiduji DNA v bunééném jadru, vyvolavaji bunécné

mutace, které mohou byt poc¢atkem rakoviny. [3]

1.5 Mechanismus u¢inku antioxidantu

Mechanismus ucinku antioxidantl spociva prednostné v tom, ze poskytuji atomovy vodik
k reakci s peroxidovymi nebo jinymi radikaly, které vznikaji jako meziprodukty fady

oxidac¢nich procesti znehodnocujici potraviny. [3, 6]

Volny radikdl antioxidantu je pomérné madlo reaktivni a neni schopen vyvolat dalsi
fetézovou reakci. Misto toho se deaktivuje bud’ spojenim s dal$im radikalem, nebo se

disproporcionuje na piivodni antioxidant a odpovidajici chinon. [6]

Je vsak tfeba si uv€domit, Ze ne kazdy antioxidant dok4ze odstranit kazdy volny radikal.

Rozeznavame tti zakladni skupiny antioxidanta:

1. Enzymové antioxidanty — superoxiddismutdza, glutationperoxiddza, kataldza atd.
Superoxiddismutaza katalyzuje pfeménu superoxidu. Ten je pfeménén na peroxid
vodiku a na nasledné odstranéni je vtéle vice mechanismid, napf.

glutathionperoxidaza, ktera jej zredukuje. [5]

2. Hydrofilni antioxidanty - vitamin C, kyselina mocova, selen, bioflavonoidy atd.

Tyto antioxidanty rozpustné ve vod¢ ucinkuji zejména v extracelularni tekuting.

3. Hydrofobni antioxidanty — vitamin E, ubichinon (koenzym Q 10), b-karoten.
V tuku rozpustné antioxidanty pronikaji bunénou membranou a mohou tedy

ucinkovat intracelularné.

Nizké hladiny antioxidantli nebo inhibice antioxida¢nich enzymi mohou zpusobit oxidacni

stres a mohou byt pficinou poSkozeni nebo smrti buniky. [7]


http://en.wikipedia.org/wiki/Oxidative_stress
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxidative_stress
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Oxidacni stres, neboli pfevaha volnych radikald nad antioxidanty, hraje dilezitou roli
u mnoha lidskych nemoci, pouziti antioxidanti ve farmakologii je proto intenzivné

studovano. [1]

1.6 Vyskyt antioxidanti a faktory pisobici na jejich obsah
v potravinach

Antioxidacni uc€inek byl prokdzan naptiklad u tokoferoldi, kyseliny L-askorbové,

flavonoidnich barviv derivati kavové kyseliny, thiaminu, katalasy, pektini a mnoho
dalsich. [8]

Nékteré vybrané antioxidanty a potraviny, ve kterych se hojné vyskytuji, jsou uvedeny

v tabulce 2.

Antioxidant Potravina

Vitamin A a karotenoidy mrkev, dyné, brokolice, sladké brambory, raj¢ata, kapusta,

broskve, merunky

Vitamin C citrusy (pomerance a limetka), zelené papriky, brokolice,

listova zelenina, jahody a rajCata

Vitamin E ofechy a semena, celozrnné potraviny, listova zelenina
Selen ryby, ¢ervené maso, vejce, ¢esnek, celozrnné potraviny
Flavonoidy sOja, hroznové vino, granatova jablka, brusinky
Lykopen rajCata a vyrobky z rajCat
Lutein kapusta, brokolice, kiwi, Spenat
Lignan Inéna seminka, ovesné vlocky, je¢men, zito

Tab. 2. Antioxidanty a jejich vyskyt v potravinach [9]

Antioxidanty jsou obsazeny v potravindch v riznych mnoZstvich.

Nékteré antioxidanty mohou byt vSak zniceny dlouhodobym skladovanim nebo varem,

jako naptiklad lykopen. [10]

Rovnéz pii zpracovani a skladovéani karotenoidii dochazi ke ztratdm, hlavni pfic¢inou je

oxidace nenasycenych vazeb. [11]


http://en.wikipedia.org/wiki/Pharmacology
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Polyfenolické antioxidanty jsou naopak velmi stabilni, jsou obsazeny napiiklad v obili
a ¢aji a je jim prisuzovan vyznamny vliv na zdravi ¢lovéka. Fenolické kyseliny obsazené
v cerealiich maji vysokou antioxidacni aktivitu a to jiz v koncentracich, které ziskame
béznou konzumaci obilovin, a pravidelna konzumace ¢aje vede k vyznamnému zvysSeni
antioxida¢ni kapacity krve, ktera vypovidd o schopnosti branit se ptisobeni volnych

radikald. [12, 13]

Zpracované potraviny obsahuji méné antioxidanti nez Cerstvé a neuvafené potraviny,

protoze mohou byt béhem procesu piipravy vystaveny ucinkim kysliku. [14]
1.7 Vyuziti antioxidanti

Antioxidanty jsou hojné vyuzivany jako dopliiky vyzivy pii prevenci takovych nemoci
jako rakovina a srde¢ni onemocnéni. Kromé¢ pouziti antioxidantti v 1ékafstvi maji tyto

slouceniny mnoho pramyslovych vyuziti.

V potravinaiském primyslu se nejcastéji pouzivaji k ochrané tukti a jinych lipidi nebo

latek povahy terpent pred autooxidaci. [15]

Né&které potraviny jsou na pfirodni antioxidanty tak bohaté, Ze jsou jimi nejen chranény,
ale mohou dokonce chréanit ve smésich 1 potraviny, které vlastni antioxidanty postradaji.
V tadé piipadu je vSak tfeba obsah antioxidanti v potravinach zvysovat jejich ptidavkem.
Antioxidanty izolované z ptirodnich materialii vSak vétSinou nemaji konstantni sloZeni,
jsou obvykle malo G¢inné a dosti drahé. Proto se potraviny Casté&ji stabilizuji antioxidanty

synthetickymi, z nichz se pouZivaji témét vyhradné alkylsubstituované fenoly. [6]

Antioxidanty své uplatnéni nachéazeji také v kosmetickém pramyslu pro jejich schopnost
zabranit pfedCasnému starnuti, dale jako stabilizatory v palivech a mazadlech a jako latky

zabranujici degradaci polymert jako naptiklad gumy, plast apod. [2]


http://en.wikipedia.org/wiki/Cancer
http://en.wikipedia.org/wiki/Coronary_heart_disease
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1.8 Doporucena denni davka antioxidanti

Lidsky organismus je vybaven ochrannymi antioxidacnimi systémy, které mohou reaktivni
radikaly pohlcovat nebo jejich tvorbu brzdit. Mezi tyto systémy patii antioxida¢ni enzymy,
pro jejichz tvorbu a funkci je zapotiebi dostatecné mnozstvi nékterych vitamind, minerald,
stopovych prvkl a dalSich latek s antioxida¢nimi Gcinky, které systémy podporuji. T¢lo si
vytvaii vlastni antioxidanty, ale vitaminy, mineraly a slou¢eniny zndmé¢ jako fotochemické

latky (napf.flavonoidy), které ptijimame potravou jich poskytuji vic.

Velmi dilezité je podavani antioxidantl jedincim oslabenym po nemoci, pfipadné starSim
nebo nezdravé a jednostranné se stravujicim lidem, protoze jejich organismus produkuje

téchto latek méné.

Podévani antioxidantl méa své opodstatnéni i1 v piipad¢ obyvatel velkomést, sportovcii

a osob nachylnych k nddorovému onemocnéni.

Davkovani jednotlivych antioxidantt je individudlni a konzultace s Iékafem je nezbytna.
Davkovani preventivni je niz8i, ddvkovani pfi nemoci nebo pfi nespravné stravé je vyssi.
Antioxidanty uzivané dlouhodobé preventivné zabrafiuji dalSimu progresivnimu rozvoji

aterosklerdzy. [3]

1.9 Nové vyzkumy vlivu antioxidantti na rychlost starnuti

Podstatou starnuti je neschopnost branit se oxidaénimu poskozeni a obnovovat pro Zivot
dilezité makromolekuly neomezené dlouho. Lidskeé télo je schopné z vhodnych prekurzort
vytvofit nebo opravit jakoukoliv svoji strukturu. Kdyby systémy antioxida¢ni ochrany,
odbouravani nepotiebnych proteinii a opravy DNA byly zcela perfektni, byli bychom
nesmrtelni. Tyto systémy vSak v sobé maji zakédovanu maximdlni (potencialni) délku

naseho zivota. [5]

Vroce 1956 byla zvetfejnéna studie, kterd dokazovala vliv velkého mnozstvi volnych
radikall v t€le na starnuti organismu. Proto byly antioxidanty zaclenény do nejriznéjSich
krémi a piipravkd, stejné jako do dietnich pilulek a doplikl stravy. V poslednich letech

byly provedeny nové vyzkumy, které¢ zpochybnuji tuto studii o volnych radikalech.

Naptiklad v Institutu Healthy Ageing na University College London (UCL) se provadély
pokusy na had’atku obecném (Caenorhabditis elegans). Jednd se o ¢erva z kmene hlistic.

Had’atko zije v ptid€ po celém svété a je vyznamnym modelovym organismem a nastrojem
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molekularni a vyvojové biologie. Hlistice dostaly velké mnozstvi volnych radikald, coz
podle starsi teorie melo zkratit jejich zivot. Misto toho vSak zily stejné dlouho jako bézné
hlistice. To dovedlo védce k zavéru, ze pusobeni volnych radikalii nemusi byt hlavni

pricinou starnuti. [9]

Mozné vysvétleni pfinasi rozsahla analyza vlivu antioxidanti na snizeni timrtnosti, pii niz
byly antioxida¢ni potravni dopliky podavany 232 606 ucastnikiim. Zjistilo se, ze vitamin
C a selen nemaji na mortalitu zddny vyznamny vliv.

Z vysledki provedené studie vyplynulo, Ze velmi zalezi na nutri¢énim stavu populace, kterd
je objektem studie. V ptipad¢ ptedchoziho deficitu je pridavek antioxidanti prospésny,

jinak je bud’ neucinny, nebo dokonce Skodi. [16]
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2 REVOVE VINO

Vino je alkoholicky napoj vyrobeny uplnou nebo c¢astecnou fermentaci révového mostu

vyrobeného z hroznti. [17]

Chemické slozeni hroznli umoziiuje fermentaci bez ptidavku cukru, enzymd, kyselin
a jinych zivin. Vino je produkovéano fermentaci rozdrcenych hroznl za pouziti riznych
druhti kvasnic. Kvasinky spottebuji cukr obsazeny v hroznech a pieméni jej na alkohol.

Ze 100 g cukru vznikne kolem 47 g alkoholu. [18]

Prvotni kvaseni mostu zpusobuje piivodni kvasinkova flora hroznd. Ackoliv tyto kvasinky,
které jsou ptitomny v ptidé¢, na listech a na plodech, zahajuji spontanni kvaseni vina, jsou
pro fizené kvaSeni nezddouci. V ptirod¢ totiz vedle sebe ziji kulturni vinné kvasinky s tzv.
divokymi kvasinkami, které délaji vino nepozivatelnym. DokvaSovani se proto provadi
uslechtilymi kvasinkami Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces oviformis, které
pracuji bez kysliku, ¢imz dojde k potlaceni negativnich projevli ptirodni mikroflory
a vytvoreni vét§siho mnozstvi alkoholu. [15, 19]
2.1 Druhy révového vina
Z hlediska barvy rozliSujeme vina na:

1. cervena

2. bila

3. razova (rosé). [20]
Podle cukernatosti miizeme délit vina takto:

1. stolni vino - vinné hrozny, z nichz bylo vino vyrobeno, dosahly cukernatosti

alesponi 14°NM (stupiiti normalizovaného mo$toméru)
2. jakostni vino - vinné hrozny, z nichZ bylo vino vyrobeno, dosahly nejméné 15°NM
3. jakostni vina s ptivlastkem - vyrabi se v téchto druzich:
» kabinetni vino - Ize vyrabét pouze z vinnych hroznii nejméné 19°NM
» pozdni sbér - Ize vyrabét pouze z vinnych hrozni nejméné 21°NM

» vybér z hroznl - lze vyrabét pouze z vinnych hrozni nejméné 24°NM
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= vybér zbobuli - je dovoleno vyrabét pouze z vybranych bobuli, které

dosahly nejméné 27°NM

= vybér zcibéb - je dovoleno vyrabét z vybranych bobuli, které doséhly
nejméné 32°NM

* Jedové vino — se vyrabi z vinnych hroznd, které byly sklizeny pfi teplotach
minus 7°C a nizSich a v priubéhu sklizn€¢ a zpracovani zlstaly zamrazeny

a ziskany most vykazoval cukernatost 27°NM

» sldmové vino - je dovoleno vyrabét jen z vinnych hroznd, které byly
pted zpracovanim skladovany na slamé ¢i rédkosu nebo byly zavéSeny
ve vétraném prostoru po dobu nejméné 3 mésicd, a ziskany most vykazoval

nejméné 27°NM. [21]

2.2 Stavba hroznu

Surovinou na vyrobu vina jsou hrozny révy vinné (Vitis vinifera), coz je lidnovita,
svétlomilna rostlina, patiici do celedi Vitaceae — révovité. Rod Vitis rozdélujeme podle

ptvodu do tii ekologickych skupin:
= severoamerickd skupina
= vychodoasijska skupina

» euroasijskd skupina s jedinym druhem Vitis vinifera, ktery se déli na dva
poddruhy, a to révu vinnou lesni (subsp. sylvestris) a révu vinnou pravou

(subsp. sativa). [22]

Hrozen se sklada z bobuli a stopek (tfapin). Ttrapina se az na vyjimky k vyrobé vina
nepouziva, obsahuje hotké tfisloviny. Bobule maji na povrchu slupku, ktera obsahuje
nejjemnéjsi fenoly (barviva, tfisloviny, ¢ast chutovych latek), uvnitt je duzina, kterd

obsahuje az 37% cukru a 31% kyselin, vinnou a jable¢nou. [23]

Tkan kolem pecicek ma asi 30% cukrti a 52% kyselin. Pecicky obsahuji nejveétsi mnozstvi

fenolt, jejich fenoly vSak nejsou zddouci (proto se hrozny odzriiuji).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka, 2010 24

Na obrazku 1 je zobrazen prufez bobuli révy vinné.

SLLIPKA
- aromaticke latky
- fenalické latky

KUTIKULA

.
é}? “x\i‘ FERICARP
Duzina
duslkaté lathy, cukry kysaling
minerdini ldtky

-
~_ . SEMEMNO - taniny
"u,:'H-,H Endosperm
. Test3
o
Embrya

CEWNI SVAZEY

ovularni
| ~ eantrélni
i =~ dorzdini
t STOPKA
EOBRLLE

Obr. 1. Bobule révy vinné

Po vylisovani se z duZiny ziskdva most. Bilé vino se obvykle lisuje z hroznl véetné trapin,
odtékajici most se vSak zkvaSuje bez nich. Modré hrozny jsou okamzité odzrnény a bobule
se oddéli od tfapiny. Cervené zbarveni vznika tehdy, je-li most z modrych hrozni
zkvaSovan spolecné se slupkami z bobuli. Bilé vino se tedy vyrabi kvaSenim vylisované¢ho
mostu, zatimco Cervené vino se vyrabi kvasenim rmutu (masa z rozmackanych bobuli,

se stopkami nebo bez nich). [15]

Rbzova vina vznikaji zdsadné z modrych hrozni. Most se necha ale jen zcela kratkou dobu

(n€kolik hodin) nakvaset, aby se uvolnila jen ¢ast barviva ze slupek. [24]
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2.3 Vino a jeho vliv na zdravi ¢lovéka

Ackoliv pftiliSna konzumace alkoholu mé nepfiznivé zdravotni Gc¢inky, epidemiologicka
studia soucasné demonstrovala, ze mirna spotieba alkoholu je spojena s poklesem tmrti
na kardiovaskularni onemocnéni. Vysledky studie ukazuji, ze lidé, ktefi konzumuji alkohol
ve zvySené mife maji zvySené riziko onemocnéni srdce, zatimco lidé konzumujici alkohol

v malém mnozstvi maji nizsi riziko onemocnéni nez abstinenti. [25]

WHO udava, zZe ze zdravotniho hlediska je bezpecnd konzumace asi 20 g ¢istého alkoholu
denné, coz odpovida asi jednomu pivu, 2 dl vina nebo 5 cl 40% destilatu. Nékteré

wevr

novodobgjsi prameny uvadi hranici o néco vyssi, a to do 30 g na den. [26]

Vyzkumy prokdazaly, Ze po poziti dvou sklenicek vina denné se zvysi pfisun antioxidanti

az 0 40% ve srovnani s béznou stravou. [25]

Podle studie kalifornské univerzity mize k prevenci onemocnéni jater piispét kazdodenni
skleni¢ka vina. Podle prizkumu se riziko onemocnéni u osob konzumujicich jednu
sklenicku vina denné sniZilo na polovinu proti osobdm nekonzumujicim alkohol a u osob

s umirnénou konzumaci piva nebo lihovin je asi tyfnasobné vyssi.

Studie se zucastnilo témer 12 tis. osob (7 211 abstinentti a 4 543 osob s mirnou konzumaci

alkoholu). [27]

2.4 Chemické slozeni vina

Chemicky rozbor vina ndm ukazuje zastoupeni jednotlivych slozek vina. Spolecné
s mikrobiologickym rozborem, kterym zjiStujeme hlavné pfitomnost nékterych
mikroorganismi zplisobujicich nemoci vina a zkouméame sloZeni zakall, je chemicky
rozbor dilezitym voditkem pro vlastni zpiisoby Skoleni a Gpravy jednotlivych druhti vin.
Ma-1i vSak byt posouzena jakost vina, popfipad¢ jeho odridovéa vyraznost a pravost, je
nutny subjektivni posudek odborniki, ktery se vyjadiuje obvykle pti degustaci vina poctem

bodu podle urcité bodovaci stupnice.

Na chemické slozeni vina plsobi n¢kolik zasadnich vlivli, podle nichZ se méni jednak
pomér mezi zastoupenim jednotlivych latek, jednak i1 pocet slozek utvarejicich vino.
Nejveétsi vliv na chemické slozeni vina maji ¢tyfi zdkladni Cinitelé, jsou to odrtida, poloha

vinice, pida a pocasi béhem vegetacniho obdobi. Kromé nich se mize slozeni ménit podle
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zdravotniho stavu hroznd, zptisobu kvasSeni a druhu kvasinek, oSetfovani, poptipadé i podle

jakosti nddob, v nichz se vino pfechovava. [23, 28]

Jednotlivé latky urcujeme chemickym rozborem. Podle jejich pfibuznosti je fadime

do vétsich skupin.

Vsem netékavym latkam fikdme souhrnnym nazvem celkovy extrakt vina. Celkovy extrakt
vina rozdélujeme na bezcukerny extrakt, ktery muze byt spalitelny a nespalitelny
(4. popeloviny), a na cukerny extrakt (cukry). [28]

vvvvvv

etylalkohol, kyseliny, celkovy extrakt a latky aromatické. [28, 29]

Obecné se ma za to, ze chemickym rozborem nelze stanovit vini, chut, odridovy
charakter ani celkovou jakost vina. Tyto vlastnosti vyhodnocujeme subjektivnim
posudkem, tzv. senzorickym rozborem ¢ili degustaci. Chemicky rozbor je €asto nutnym
dopliitkem smyslovych posudkili, bez nich je vSak pro celkové posouzeni jakosti vina

bezcenny. [28]

Srovnani sloZeni jednoho litru vina s litrem mos$tu kromé vody (vyjadieno v g) je uvedeno

v tabulce 3.
Latka Most Vino
Etanol 0-5 44-120
Cukr 90-300 2-100
Kyseliny 6-16 4-12
Glycerol - 5-35
Mineralni latky 3-4 2-4
Dusikaté slouceniny 3-4 1-3
Barviva a tfisloviny 0-4 0-3
Oxid uhli¢ity - 0,3-2

Tab. 3. Slozeni vina a mostu [30]
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2.4.1 Voda

Vody je ve viné kolem 85% a jde o biologicky ¢istou vodu, ziskanou kotinky révy vinné
z hloubi zem¢, a tedy o vodu nejpiirozenéji a nejlépe filtrovanou. Jeji mnozstvi zavisi

na odradé, stupni vyzrani a na klimatickych podminkach béhem vegetace. [23]

2.4.2 Ethanol

Vina majici pod 10 obj. % alkoholu jsou slaba, nevyrazna. U nés se vyjimecné dostavaji
do prodeje. Jsou to vina znevyzralych hroznii, z klimaticky neptiznivého roc¢niku,
ze Spatnych poloh. Snaze podléhaji chorobam nez vina s normélnim obsahem alkoholu,
proto je u nds dovoleno pfidavat cukr do moStu, aby obsah alkoholu po vykvaSeni

odpovidal alespofi minimu normy.

Vina prostfedné silnd maji 10,5 — 12 obj. % alkoholu. Jsou to vina, ktera se nejcastéji

vyskytuji v severni oblasti péstovani révy.

Vina majici 12 — 14 obj.% alkoholu jsou silna.

Vina nad 14 0bj.% jsou vina velmi silna, tézka.

Vina s vy$§im obsahem alkoholu — 16 az 18 1 vice 0bj.% jsou obvykle vina, kterym bylo

pfidano urcité mnozstvi vinného destilatu. Patfi tedy do kategorie specidlnich vin. [20, 29]
2.4.3 Zbytkovy cukr

Ve viné najdeme i po pfeméné cukrti na alkohol ur¢ité zbytkové mnozstvi glukdzy

a fruktozy. Sachar6zu pouze tehdy, kdyz byl most v méné ptiznivych ro¢nicich doslazovan

vvvvvv

vina. Ve vinech se nachéazi také pentdzy, zejména L-arabindza, D-arabindza a xyléza
a z metylpent6z L-rhamnoza, které tvoii cukrovou slozku heteroglykosidi. Hrozny takeé

obsahuji asi 0,4% pentozant. [20, 23]

2.4.4 Glycerol

Sladkou chut déavaji vinu 1 dal§i latky — jako glycerol, vysokomolekularni alkoholy

vvvvvv

alkoholu ve ving, ziskany kvaSenim, se pohybuje mezi 4 — 10 g/I1.

Nasléadlejsi vina z dobrych, slunnych let obsahuji vice glycerolu nez vina z normalnich let.

Vice nez 12 g/l glycerolu na 100 g alkoholu maji jen pozdni sbéry.
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Dobré podminky pro jeho tvorbu dava zdarny pribéh kvaseni. Glycerol velmi poméaha

dobr¢ jakosti vina. Dava mu plnost a hladkost.

Maji-li vina vétsi mnozstvi glycerolu a jsou-li velmi plna, s vy$Sim obsahem alkoholu,

charakterizuji se jako tu¢na.

2.4.5 Kyseliny

vvvvvv
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ve ving, nezZ jejich absolutni obsah. Stupen kyselosti zavisi na druhu kyseliny, na obsahu
volnych kyselin ve viné a na tom, jak dalece jiné latky obsazené ve viné daji kyselindm

vyniknout ¢i nikoliv. [29]

Celkovy obsah kyselin ve viné je v priméru 5-6 g/l a sestdva z riznych organickych
kyselin, z nichZ nejdalezitéjsi jsou kyselina vinnd, kterd prevlada, dale kyselina jable¢na,

mlécna a v malych mnoZstvich kyselina jantarova, citronova, glykolova a glyoxylova.

Kyseliny maji byt ve viné s alkoholem a extraktem v harmonickém poméru. Jinak jsou

vina tvrda (s vy$Sim obsahem kyselin) nebo mékka (s nizkym obsahem kyselin).

Kyselina vinna (dihydroxyjantarova) je dvojsytna kyselina, vyskytujici se ve vSech ¢astech

hrozni i listech. [28]

V dobé zrani bobuli se kyselina vinna vaZze na zvySujici se mnozstvi drasliku a vznika
hydrogenvinan draselny (vinny kamen). Tento chemicky pochod probiha 1 béhem kvaseni,
zvlaste pak vlivem stoupajici koncentrace alkoholu. Soucasné se vylucuje i1 vinan
vapenaty. Oba vinany se po kvaSeni mostu vylucuji jako téZce rozpustné soli. Vyloucenim
vinného kamene klesa obsah titrovatelnych kyselin ve vin€ primémeé o 2 az 4 g/l. Vinan
vapenaty vznikd 1 pfi umélém odkyselovani vin a mosti. Pfi tomto technologickém
zakroku je tfeba dbat na to, aby ve viné zlstalo alespon 0,5 az 1,0 g/l kyseliny vinné. Jinak
by se vapnik vazal s jinymi kyselinami, hlavné kyselinou jablecnou, s niZ tvofi rozpustnou
stl. Tim by ztstal v mosté, poptipad¢ ve viné a zpusobil by nepfijemnou zemitou ptichut’.
[23]

Kyselina jablecnd (monohydroxyjantarovd) je dvojsytna kyselina, vyskytujici se rovnéz
ve vSech Castech hroznd. Je méné odolna vici kysliku, zvlasté pii vysSich teplotach.

Po dobu zrani hroznii klesd obsah této kyseliny dychanim. MoSty ze zralych hroznii
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obsahuji primémé 3 az 5 %o kyseliny jableéné. V nezralych hroznech ptevlada
nad kyselinou vinnou. Kyselost mostu v nepfiznivych ro¢nicich zavisi tedy do znacné miry

na kyselin¢ jablecné. [28]

Béhem kvaSeni mostu a delSim lezenim mladého vina na kvasnicich se plisobenim
mlécnych bakterii $tépi kyselina jablecna na kyselinu mlé¢nou a oxid uhlicity, ¢imZ obsah

kyselin klesa. [28, 30]

Kyselina citrénova je trojsytnd a nachdzi se jen v nepatrném mnozstvi v hroznech
1 moStech. Pfi zrani hrozntl se jeji obsah témét neméni. U¢inkem bakterii se vSak snadno

rozklada, proto ji neni mozné ve vSech vinem dokdzat. [23]

2.4.6 Ostatni kyseliny

Kyselina uhli¢ita ptsobi v mladych vinech pfijemné, pokud pochéazi z vina (vznikla

kvasenim), nesmi byt uméle ptidéna.

Mnozstvi t€kavych kyselin — prevazné kyseliny octové — od 0,2 do 0,6 g/1 nijak
neovlivituje dobrou chut vina. Méné pfijemnym dojmem pusobi vina majici obsah
tékavych kyselin mezi 0,8 — 0,9 g/l. VSechna tato vina s maximalnim obsahem tckavych
kyselin je nutno co nejrychleji zkonzumovat, protoZe kyselina octova je v nichZ jiz patrna.
Pii nekontrolovaném kvaseni vznikd ve viné 1 kyselina maselnd, kterd dava vinu

nepiijemnou zluklou chut’.

2.4.7 Titrovatelné kyseliny

V chemické analyze je uvadén obsah kyselin v moStu a vin€ v riznych hodnotich —
ve volnych kyselinach, veskerych kyselindch, titrovatelnych kyselindch. Nejcastéjsi je
stanoveni v titrovatelnych kyselinach. Je to souhrn vSech volnych netékavych a t€kavych
kyselin a jejich kyselych soli, které se stanovuji titraci hydroxidem sodnym nebo

draselnym. [29]

Titrovatelné kyseliny se u nas prepocitavaji a vyjadiuji jako kyselina vinnd. V nékterych

zemich, napft. ve Francii a Rumunsku, se tyto kyseliny udavaji jako kyselina sirova. [28]
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2.4.8 Stupei kyselosti vina

Stupeni kyselosti vina je proti stanoveni obsahu v titrovatelnych kyselindch v g/l pouze
vyraz pro kyselost prostiedi. Stupen kyselosti je mozno také vyjadfit koncentraci

vodikovych iontu.

Koncentrace vodikovych iontli zavisi nejen na mnozstvi volnych kyselin ve ving,

ale i na jejich disociacnich stupnich a na mnozstvi latek, které vazi ¢ast vodikovych iontd.

Koncentrace vodikovych ionti se vyjadiuje hodnotami pH. Mosty a vina se pohybuji
mezi hodnotami 3 — 4. Hodnota pH je velmi dilezitym ukazatelem pfi kontrole stavu vina

a pro preventivni nebo akutni zasahy. [29]

2.4.9 Barevné latky v bobulich a ve viné

Z barviv ma nejveétsi vyznam cervené a modré rostlinné barvivo, patfici do skupiny
antokyanu. Sem patfi barvivo modrych odrid — oenin. Toto barvivo je ve vodé
nerozpustné, rozpousti se vSak v alkoholu a vyskytuje se vyluén€ ve slupkach modrych
a Cervenych odrid. Pouze u odrudy Inkoustnik, dale u nékterych podnozovych odrid

a u ptimoplodnych hybridi je barvivo i v duzing.

Barvivo ziskdme nakvaSenim rmutu na slupkach, ¢imz se soucasné vyluhuji i tfisloviny.
Obé slozky rozhoduji o intenzité¢ a stdlosti barvy Cerveného vina. Jasné nebo tmavé
zbarveni Cervenych vin riznych odrud zavisi hlavné na mnozstvi barviva ve slupkach
a na obsahu kyselin. Vina s vy$§im obsahem kyselin maji vétSinou barvu jasn¢ Cervenou

a jiskrnou, vina s niz§im obsahem kyselin pak hnédoc¢ervenou a mdlou.

Uc¢inkem vétsitho mnozstvi SO, se Cervené barvivo nerozkladd, ale pfevadi na labilni
bezbarvou slouceninu, ktera se lehko rozpada. Vino tim ztraci barvu. Proudem vzdusného

kysliku nebo po vyprchani SO, se barvivo znovu uvoliiuje a barva vina se vraci. [28]

Z ostatnich barviv se ve vin€ setkdvame s chlorofylem, ktery se nachazi s karotenem

a xantofylem v chloroplastech rostlinnych bunék. [29]

Pti dozravani hroznti v buinikkach slupek bobuli dochéazi k rychlému ubytku chlorofylu.
Pti del$im leZeni drti na matolinach se uvedena barviva vyluhuji a pfechdzi do mostu

vcetng tiislovin. Zptsobuji tak neptijemnou travovitou chut’ vina. [28]
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2.4.10 Trisloviny

Ttisloviny v mostech a vinech pochdzeji ze semen, slupek a tfapin hroznd. Cast tfislovin
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vina. [20]

Ttisloviny hroznli se oznauji jako vinny tanin ¢ili oenotanin. Maji trpkou sviravou

ptichut’, srazeji bilkoviny a chovaji se jako slabé kyseliny. [23]
S kovy tvofi soli, zvané tanaty, které jsou pirevazné barevné.

Podle zplisobu zpracovani hroznl se tfisloviny dostdvaji v men$im ¢i vétSim mnozstvi
do vina. Ve vétS§im mnozstvi davaji vinu trpkou aZ sviravou chut. Tanin je dileZity
pro trvanlivost a ¢isténi vina, podporuje rozpousténi Cerveného barviva pii nakvaseni
a ustaluje je. Pfiméfeny obsah taninu je podminkou vyrazné a jiskrné barvy ¢ervenych vin,
dopliiuje jejich chut’ a chrani je proti rozkladnym vliviim bakterii. Vyss§i obsah taninu
u bilych vin zhorSuje jejich kvalitu — vino je drsné. Odzriiovanim hroznd se obsah taninu

v mostu a bilém vinu dale zmensuje.

Prebytek tfislovin sniZzime Cifenim bilkovinnymi €inidly, které srdzi oenotanin v podobé

hnédych vlocek. [28]

2.4.11 Extrakt

Extrakt je souhrn latek, které¢ zistavaji ve viné po oddestilovani alkoholu a ostatnich
tékavych slozek. Jsou to ptfedevsim cukry, neté¢kavé kyseliny, soli, dusikaté latky, glycerol,
tiisloviny, barviva a popel. Obsah extraktu v severnich oblastech péstovani révy se

pohybuje kolem 23 g/1.

Extrakt dava vinu plnost. Je to dulezity chutovy faktor a znalcem je pomérné lehce
zjistitelny. Je to velmi dilezitd analyticka hodnota. Bezcukerny extrakt dostaneme,
odecteme-li od veskerého extraktu latky, které ptfimo nebo po inverzi redukuji Fehlingiv
roztok, tedy odecteme-li z celkového extraktu cukry a netékavé kyseliny. Extraktovy

zbytek nam slouzi k zjiS§tovani pravosti vina. [20]

2.4.12 Popel

Mineralni latky tvoii podstatu popela vina. Popel je souhrn latek, které ziistavaji po tplném

spaleni vina. Jsou to soli tvofeny pfedev§im kationy drasliku, sodiku, vapniku, hoi¢iku
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a velmi malé mnozstvi Zeleza, hliniku a médi. Z anioni kyselina sirova, fosfore¢na, soln4,

kfemicitd a uhlicitd. Do hroznti se dostavaji z piidy ve formé rozpustnych soli. [23]

Jsou dulezité pro vyzivu kvasinek, chut’ a plnost vina. Mnozstvi kolisa od 1,5 do 6,0 g/l
podle odridy, stupn¢ zralosti, jakosti ptidy, pocasi a hnojeni. Mosty z jiznich hrozni mivaji
mineralnich latek vice, a to az 10 g/l.

Obsah minerdlnich latek ve viné se né€kdy uméle zvySuje, napi. pii odkyselovani
uhli¢itanem vapenatym, pfi sifeni pyrosifi¢itanem draselnym, pfi Cifeni bentonitem apod.

[28]

Mineralni latky, které jsou obsazeny v bilych a modrych odridach révy vinné jsou uvedeny

v nasledujici tabulce:

Odrudy podle barvy bobule

Mineralni latky Modra barva bobule Bila barva bobule

Sodik (mg) 2 2

Draslik (mg) 320 250

Vépnik (mg) 4 19

Hoft¢ik (mg) 4 7

Fosfor (mg) 16 22

Zelezo (mg) 0,3 0,3

Zinek (mg) 0,1 0,1

Tab. 4. Obsah mineralnich latek ve 100 gramech hroznu [31]

2.4.13 Aromatické latky

Aromatické latky patfi mezi nejcennéjsi slozky vin, dadvaji vinu charakteristicky vyraz
a zarucuji jakost jemnych vin. Jsou rozpustné v alkoholu, na vzduchu se oxiduji a ztraceji
charakteristickou vini. Nalézaji se pievazné ve slupkach bobuli, odkud ptechazeji
do mostu. Jejich mnozstvi zavisi na odride€, rocniku, stupni zralosti, zpiisobu zpracovani

hroznt i na sloZeni ptidy a poloze vinohradu. [20]
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Mezi aromatické latky patii smési aromatickych alkoholl, aldehydu, esterd, kyselin,

dusikatych a heterocyklickych sloucenin. [25]

Vmostu a ve viné raznych odrid révy vinné se nachazi stejné aromatické latky,
charakteristické aroma vin zruznych odrid révy je zplsobeno rliznym mnozstvim
kombinaci téchto latek a také jejich koncentraci. Napi. Tramin, Muskat a Ryzlink obsahuji
vysoké koncentrace terpend. Charakteristické aroma Muskatu je vysledkem kombinaci
pouze tfi terpenoidnich alkoholt: geraniolu, linalolu a nerolu. Mezi jedny
maji typicky zeleny, listnaty az travnaty charakter, jsou charakteristické pro odridu

Sauvignon. [32]

Vzorec latky, kterd dava typické aroma odriidé Muskat je zobrazen niZe na obrazku 2.

CII,

X OH

H,c” CH,

Obr .2. Strukturni vzorec geraniolu

Uslechtild plisen Botrys cinerea porusuje a Casto uplné ni¢i odridové aromatické latky
a vytvaii misto n€ho Uplné jiny viceméné piijemny buket. U mladych vin se setkdvame se
specifickymi vonnymi a chutovymi latkami, které se vytvaii béhem kvaSeni (kvasné
bukety). U vin starSich se setkdvame s lezackym buketem, ktery pii neodborném
oSetfovani vina pifechazi v takzvanou stafinu. Specificky je buket vytvofeny delSim

lezenim vina, tzv. lahvovy buket.
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2.4.14 Enzymy

Procesy, které probihaji ve vinech ucinkem enzym mohou byt bud pozitivni, nebo
negativni. Mezi pozitivni procesy zplisobené enzymy patii zejména invertaza sacharozy
na invertni cukr a pasobeni pektolytickych enzymu, které Stépi pektinové latky. Velmi
negativné pusobi enzymy oznacované souhrnné jako oxidazy, které katalyzuji oxidacni
procesy vzdusného kysliku. Z oxidacnich enzyml se nejcastéji v mostech vyskytuji
peroxidaza a polyfenoloxidaza, ktera je nejaktivnéjs$i a rozrusuje barviva a zavinuje

hnédnuti vina. [28]

2.4.15 Vitaminy

Ve ving jsou zastoupeny i vitaminy. Cerstvé hrozny obsahuji znaéné mnozstvi vitamind,
zejména vitamint skupiny B. Cést vitamind pifi zpracovani hroznii piejde do mostu,
ale zna¢na Cast zlstane nevyuzitd v matolindch. Ve vin¢ najdeme kyselinu askorbovou,
thiamin, kyselinu pantotenovou, biotin, kyselinu listovou, vitamin P a kobalamin. Jejich

mnozstvi v bilych a modrych odridach hroznti je uvedeno v tabulce 5. [25]

Odridy podle barvy bobule

Vitaminy Modr4 barva bobule Bila barva bobule
Vitamin C (mg 4 4
Vitamin Bl (mg) 0,04 0,04
Vitamin B2 (mg) 0,02 0,02
Vitamin B6 (mg) 0,10 0,10
Kys. panthotenova (ng) 0,05 0,05
Kys. listova (ug) 6 6
biotin (png) 0,3 0,3

Tab. 5. Obsah vitaminii ve 100 gramech hroznu [31]
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2.4.16 Dusikaté latky

Ve vin¢ najdeme aminokyseliny a peptidy, v menSim mnozstvi i bilkoviny, amonné soli,
aminy, dusi¢nany. Dusikaté latky jsou velmi dualezitou skupinou latek v hroznech révy
vinné. Nejsou v bobulich rovnomérmné rozmistény, nejvice je jich ve vnéjSich vrstvach
slupky. V duziné¢ je jich méné. Rozpustné dusikaté latky jsou dulezitou zivinou
pro kvasinky. Béhem kvaSeni se obsah dusikatych latek v mosté znac¢né snizuje (kvasinky
je pottebuji pro svou vyzivu), ale po skonceni fermentace se jejich obsah zase pozvolna
zvySuje. Dusikaté latky maji vyrazny vliv na charakter vina. Aminokyseliny se ve viné
podileji na tvorbé aromatickych latek, peptidiim se pfisuzuje pocit plnosti vina a bilkoviny

ovliviuji stabilitu vina. [25]

2.4.17 Tuk

V mostech se nachazi asi 10 krat méné tuku nez ve vinech (v mosté je asi 0,01 g/l a ve viné
0,1 g/l). Na =zaklad¢ této skuteCnosti lze ptedpokladat, Zze tuk ve viné vznika
az po prokvaSeni a vznik4 pravdépodobné z kvasinek. VysSe uvedené mnozstvi tuku se

sklada z glycerolll kyseliny olejové a myristové.

Nesetrnym lisovanim mulZe do vina piejit olej, ktery se nachédzi v semenech. Ovliviluje

vSak negativné chut’ i viini vina.

2.4.18 Ostatni latky

Mezi dalsi latky vyskytujici se ve viné patii sorbit, inozit a pektinové latky. Sorbit se
vyskytuje jen v dobrych rocnicich a to jest€ v nepatrném mnozstvi. Inozit je nezkvasitelny

a proto pfechazi v nezménéné formé¢ do vina.

V nezralych hroznech se nachéazi protopektin, ktery se v pritbéhu zrani hroznt a G¢inkem
kyselin a pektolytickych enzymii méni v pektin. Pektiny tvofi podstatnou ¢ast koloidnich

latek ve viné, které plisobi jako ochrana pfed sedimentaci. [23]

2.4.19 Fenolické latky

Velkou skupinu ve vinném extraktu piedstavuji fenolické latky, které maji rozlicné
chemické slozeni. Patfi k nim fenolové kyseliny, flavonoidy, antokyaniny a tfisloviny.
protoze patii k antioxidantim. Je jich ve vin¢ cela fada. Asi nejzajimavéjsi je resveratrol,

ktery se objevuje v izomerech trans, cis a transcis.
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Ve vin¢ byly identifikovany i dal$i flavonoidy jako katechin, epikatechin, kvercetin a rutin
a vyznamnymi fenolovymi kyselinami rovnéz s antioxidaénimi uUc¢inky jsou kyselina
gallova, protokachetova, kumarova, kavova, vanilinovd a ferulova a tento vycet neni

konecny. [25, 33]
Resveratrol

Vzhledem k tomu, Ze koncentrace resveratrolu ve vétsin€ vin je podstatné niz$i ve srovnani
s ostatnimi polyfenoly, zda se byt jeho piispévek k antioxida¢nim vlastnostem cerveného
vina nevyznamny. Je mu vSak vénovdna pozornost téz v souvislosti s jeho

antikancerogennimi U¢inky, které byly popsany v roce 1997. [34]

Strukturni vzorec této latky je zobrazen nize na obrazku 3.

HO

OH
HO

Obr. 3. Strukturni vzorec trans-resveratrolu

V nejvys§sim mnozstvi se tato fenolovad sloucenina nachézi v pokozce hroznového vina.
Obecné plati, ze Cervena vina obsahuji asi desetkrat vice resveratrolu nez vina bila.
Resveratrol je produkovan jako prostfedek k mikrobialni ochrang, jeho vyroba vSak miize

byt uméle povzbuzena ultrafialovym zafenim. [35]

V burbundskych vinech je obsazeno az 7 miligraml resveratrolu na litr. A obecné plati,
ze vina ze severnéjSich zemi, kam patii 1 naSe vinafské oblasti, maji vice tohoto flavonoidu
nez vina ze zemi jiznich. Ve vinech z jihu Itdlie byly stanoveny primérné pod 2 miligramy
resveratrolu na litr. Jes$té¢ hiife dopadly v testech na resveratrol vina z Australie, jiZni
Ameriky a Kalifornie, kde byly naméfeny primérné hodnoty tohoto antioxidantu pod 1,5
miligramu na litr. U modrych odrad péstovanych u nds ma Cabernet Sauvignon, Rulandské

modré a Zweigeltrebe primérné ke 4 miligramiim resveratrolu na litr. [25]
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Kvercetin

Kvercetin se nachdzi ve vysokych koncentracich v bézné pfijimanych potravinach jako
cibule (300 mg/kg), jablka (21-72 mg/kg), kapusta (100mg/kg), cervené vino (4-16mg/l)
a zeleny a Cerny €aj (10-25 mg/l). V téchto zdrojich se nachéazi jednak ve formé¢ volné,
jednak vazan s cukernymi jednotkami, napt. jako kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-4’-O-

glukosid, kvercetin-3-O-rhamnosid. [34]

Na obréazku nize je zobrazen strukturni vzorec této fenolické latky.

OH O
OH

HO O

OH
OH

Obr.4. Strukturni vzorec kvercetinu

Katechiny

vvvvvv

Patii k nim napf. katechin, epikatechin, epigallokatechin a jejich estery s kyselinou
galovou. Jsou hlavn€ pfitomné v €aji. Nalev ze zelené¢ho caje obsahuje kolem 1g/l

katechind. Dalsi zdroje jsou ¢ervené vino (270 mg/1) a okolada. [34]

Nachazi se ve vysokych koncentracich v semenech hroznii, ale pfitomny jsou i v pokozce
a ve stopkach. Katechiny hraji dilezitou roli v ochrané hroznii pfed mikroorganismy. Jsou

produkovany ve vySsi mife v ptipad€ napadeni révy vinné napiiklad plisnémi. [35]

Na obrazcich 5 a 6 jsou zobrazeny vzorce nejznaméjsich katechinti.
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Obr.5. Strukturni vzorec (+) — katechinu

OH
HO,,

"I

0 OH

HO
OH

Obr.6. Strukturni vzorec (-) — epikatechinu

Antioxidaéni Gcinky polyfenoli
Antioxidacni U€inek polyfenoll je komplexni a Ize jej pfi€ist nékolika mechanismim:

1. Rada flavonoidd i daldich polyfenoli inhibuje enzymy zodpovédné
za produkci superoxidového anion-radikdlu (napf. xantinoxidazu, proteinkinazu C).
Inhibuji i dal$i enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikali (cyklooxygendza,

lipoxygendza, mikrosomalni monoxygendzy ad.)

2. Mnohé polyfenoly vytvari chelatové vazby s kovy, predevSim s médi
a dvojmocnym Zzelezem. Volné ionty téchto kovii se ucastni pii tvorbé reaktivnich

kyslikovych forem napt. pti Fentonové reakci.
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Vazebna mista pro kovy v molekulach flavonoida
3. Rada polyfenolti je snadno oxidovatelnad. Snadnost oxidace zavisi
na redoxnim potencidlu. Latky s nizkou hodnotou redox potencidlu (< 0,75 V) jsou
schopny redukovat nékteré volné radikdly s oxidacnimi uc€inky, napf. superoxidovy,
peroxylovy, alkoxylovy a hydroxylovy. Pii reakcich poskytuji vodik a samy se pfitom
vétSinou preménuji na madlo reaktivni fenoxylovy radikdl (FI-O’) nebo neradikalové
chinoidni struktury. Vyznam reakce spociva v tom, Ze radikdly jsou eliminovany dfive,

nez reaguji s dalSimi bunéénymi komponentami.
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0
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Je vSak tfeba poznamenat, ze za urcitych okolnosti mohou nékteré fenolické latky pasobit
1 jako prooxidanty. Za pfitomnosti zvySeného mnozstvi ptechodnych kovii miize aroxylovy

radikal (F1-O’) reagovat i s kyslikem za vzniku superoxidu a chinonu. [34]
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3 STANOVENI ANTIOXIDANTU VE VINE

3.1 Podminky pro stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek (CP)

Pro stanoveni celkové koncentrace fenolickych latek mulzeme pouzit nasledujici

kolorimetrickou metodu s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem:

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuje 1 ml vina a nasledné se ziedi 5 ml
destilované vody. K zfedénému vzorku se pfida 2,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla a 7,5 ml
20% roztoku Na,COs. Poté se vzorek doplni po rysku destilovanou vodou a po promichéani
se nechd stait 2 hodiny k vybarveni. Stejnym postupem se pfipravi slepy pokus
s destilovanou vodou a kalibraéni graf se standardnimi roztoky gallové kyseliny.
Absorbance se zméfi na spektrofotometru proti slepému pokusu pii vinové délce 765 nm.

Hodnoty celkovych polyfenolt se vyjadii jako mg gallové kyseliny v 1 litru vina. [36]

3.2 Podminky pro stanoveni nékterych fenolickych sloucenin pomoci

HPLC
Stanovovana Kolony Rozpoustédlové Detektor
latka soustavy — mobilni faze
Kyselina VARIAN A: voda:kyselina UV model 996
gallova C18 mravenci
(5 pm, 25 B: methanol
cmx 4,6
mm)
NovaPak A: ocet:voda UV-vis
C18 prumér B: ocet:voda
¢astic 4 um
C:ocet:acetonitril:voda
Katechin VARIAN A: voda:kyselina UV model 996
C18 mravenci
(5 wm, 25 B: methanol
cm x 4,6

mm)
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Epikatechin

Kromasil
100 C18
(5 wm, 25
cm X 4 mm)
Chromolith

performance

RP-18e

Tr-015605
ODS 2 (5
pm, 25 cm x

4 mm)
NovaPak
C18 primér

¢astic 4 um

VARIAN
C18

(5 pm, 25

cm x 4,6

mm)

Kromasil
100 C18
(5 wm, 25
cm X 4 mm)
Chromolith

performance

RP-18e

Tr-015605

voda:kyselina

octova:methanol

A:methanol:kyselina

octova:voda

B:voda:kyselina

octova:methanol

A:voda:acetonitril:kyselin

a octova

B: voda:kyselina octova

A: ocet:voda
B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda
A:voda:kyselina mravenci

B: methanol

voda:kyselina

octova:methanol

A:methanol:kyselina

octova:voda

B:voda:kyselina

octova:methanol

A:voda:acetonitril:kyselin

HP 1100 UV-vis

PAD 100, RF
2000

UV HP 1100,

fluorescenéni HP

1100

UV-vis

UV model 996

HP 1100 UV-vis

PAD 100, RF
2000

UV HP 1100,
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ODS 2 (5
pm, 25 cm x

4 mm)
NovaPak
C18 pramér

castic 4 um

VARIAN
C18

Antokyany

(5 pm, 25
cm x 4,6

mm)

VARIAN
C18

Antokyanidiny

(5 pm, 25
cm x 4,6

mm)

Kromasil

100 C18

Resveratrol

(5 wm, 25
cm X 4 mm)
Tr-015605
ODS 2 (5

pm, 25 cm x

4 mm)

ODS
Hypersil

(5 wm, 25

cm X 4 mm)

a octova fluorescencni HP
B: voda:kyselina octova 1100
A: ocet:voda UV-vis
B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda
A:voda:kyselina mravenc¢i UV model 996
B: methanol
A:voda:kyselina mravenc¢i UV model 996

B: methanol

voda:kyselina HP 1100 UV-vis

octova:methanol

A:voda:acetonitril:kyselin UV HP 1100,

a octova fluorescenéni HP
B: voda:kyselina octova 1100
A:acetonitril DAD

B:vodny roztok kyseliny

chloristé
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C18
Brownlee (5

um, 25 cm)

RP Fluorid
120 E (5 pm,
25cmx 4,6

mm)

Hypersil HS
ODS C18
(250x 4,6

mm)

Shim-pack
C8

(5 wm, 15
cmx 4,6

mm)

Kromasil

100 C18

Kvercetin

(5 wm, 25

cm X 4 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25

cm X 4 mm),

Merc RP-18

voda:acetonitril

Ac:kyselina octova:voda

B: A:acetonitril

A: acetonitril: 5%
vodného roztoku kyseliny

octové

B: acetonitril: 5%
vodného roztoku kyseliny

octové

C: acetonitril:5% vodného

roztoku kyseliny octové

A: 0,1% vodny roztok

kyseliny mravenci

B: acetonitril

voda:kyselina

octova:methanol

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

UV-vis Perkin-
Elmer 785A

DAD Merck

LaChrom L-7210

Fluorometricky

HP, 61321 A

DAD

HP 1100 UV-vis

UV-vis SPD-
6AV
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Rutin

Mpyricetin

(10 mm x

4.0 mm)

NovaPak
C18 primeér

castic 4 um

Shim-pack
C8

(5 um, 15
cm x 4,6

mm)

Kromasil

100 C18

(5 wm, 25

cm x 4 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

A: ocet:voda
B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda

A: 0,1% vodny roztok

kyseliny mravenci

B: acetonitril

voda:kyselina

octova:methanol

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

Ac:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

UV-vis

DAD

HP 1100 UV-vis

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV
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Kvercetrin

Rhamnetin

Kaempferol

Isorhamnetin

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 pm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 pum, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV
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Fisetin

Apigenin

Luteolin

Galantin

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 pm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 pum, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 wm, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV

UV-vis SPD-
6AV
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Morin

Flavonoly

Prokyanidiny

Kyselina

vanilova

Kyselina

kavova

Kyselina

syringova

Hydroxytyrosol

Merc
Lichrospher
100 RP-18e

(5 um, 25
cm X 4 mm),
Merc RP-18

(10 mm x

4.0 mm)

Tr-015605
ODS 2 (5
pm, 25 cm x

4 mm)

Tr-015605
ODS 2 (5
pm, 25 cm x

4 mm)

NovaPak
C18 primér

¢astic 4 ym

NovaPak
C18 priamér

¢astic 4 pum

NovaPak
C18 priamér

¢astic 4 um

NovaPak
C18 primeér

¢astic 4 um

A:acetonitril:methanol:
tetrahydrogenfuran (THF)

ve vodé

B:acetonitril:methanol ve

vodé

A:voda:acetonitril:kyselin

a octova

B: voda:kyselina octova

A:voda:acetonitril:kyselin

a octova

B: voda:kyselina octova

A: ocet:voda

B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda

A: ocet:voda

B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda

A: ocet:voda

B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda

A: ocet:voda

B: ocet:voda

C:ocet:acetonitril:voda

UV-vis SPD-
6AV

UV HP 1100,
fluorescenéni HP

1100

UV HP 1100,
fluorescen¢ni HP

1100

UV-vis

UV-vis

UV-vis

UV-vis
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Kyselina NovaPak
ferulova C18 primeér
¢astic 4 um
Kyselina NovaPak
kumarova C18 pramér
¢astic 4 pm
Flavan-3-ol Hypersil H5
ODS C18
(250x 4,6
mm)
Fenolické latky ~ Nova-Pak
C18

A: ocet:voda UV-vis
B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda
A: ocet:voda UV-vis
B: ocet:voda
C:ocet:acetonitril:voda
A: acetonitril: 5% Fluorometricky
vodného roztoku kyseliny HP, 61321 A
octové
B: acetonitril: 5%
vodného roztoku kyseliny
octové
C: acetonitril:5% vodného
roztoku kyseliny octové
A:methanol:kyselina Absorpni 486
octova:voda «
Fluorescen¢ni
B:methanol:kyselina 470
octova:voda DAD 168
Beckman

Tab. 6. Souhrn podminek pro stanoveni antioxidantu ve viné
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3.2.1 Stanoveni Kkyseliny gallové, katechinu, epikatechinu, antokyani

a antokyanidini

Chemikalie a vzorky:

Kyselina mravenci
Methanol

Vzorky vina

HPLC zarizeni Waters:

= Cerpadlo Model 626

* Automaticky regulator Model 600 S

» Automaticky vzorkova¢ WATERS 717
» Detektor UV Model 996

» Kolona VARIAN C18 (5 um, 25 cm x 4,6 mm)

Chromatografické podminky:

Kolona: VARIAN CI18 (5 um, 25 cm x 4,6 mm)

Pritok mobilni faze: 1 ml/min

Mobilni faze: A: voda:kyselina mravenci (95:5)
B: methanol

Teplota kolony: 25°C

Objem déavkovaci smycky: 50 pl

Vlnovéa délka pfi UV detekei: A = 280 nm (kyselina gallova, katechin a epikatechin)
a A =520 nm (antokyany a antokyanidiny)

Postup:

Vzorky se rozdéli na alikvotni podily 50 ml, odstrani se kyslik a poté se pod atmosférou

dusiku skladuji pti 4°C v tmavych lahvich. Testuji se ihned po otevieni lahve.

Nejprve se kolona promyva mobilni fazi A po dobu 15 minut. Po uplynuti této doby se

pokracuje gradientovou eluci, ¢as a mnozstvi pouzité mobilni faze udava nasledujici

tabulka:
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Cas (min) Mobilni faze A (%)
5 5az 8
45 8 az27
25 27 az 50
10 50 az 100
5 100
2 5
8 5

Tab. 7. Podminky pro gradientovou eluci pro stanoveni antioxidantii [37]

3.2.2 Stanoveni katechinu, epikatechinu, resveratrolu, kvercetinu a rutinu

v ¢erveném viné

Chemikalie a vzorky:

= Kyselina octova
= Methanol
* Vzorky vina

HPLC zarizeni Hewlett-Packard (HP):

= Detektor HP 1100 UV-vis

* Injekcni ventil model 77251 se smyckou o objemu 20 pl
= Kolona Kromasil 100, C18 (5 um, 25 cm x 4 mm)

» Software HP Chem-Station 5.01

Chromatografické podminky:

= Kolona: Kromasil 100, C18 (5 um, 25 cm x 4 mm)
*  Mobilni faze: smés vody, kyseliny octové a methanolu
» Teplota kolony: 30°C

=  Objem davkovaci smycky: 20 pl.
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» Detekce se provadi pomoci nasledujicich absorbanci a ¢asii:
e 0 min. pii 280 nm,
e 22 min. pfi 257 nm,
e 23.5.min. pii 306 nm,
e 32.min. az do konce pfi 257 nm.

Postup:

Vsechny vzorky se musi skladovat pii teploté 4°C pod argonovou atmosférou v tmavych

lahvich, aby byly chranény pfed slunecnim zarenim.

Jako mobilni faze se pouziva smés vody, kyseliny octové a methanolu podle nasledujicich

pravidel uvedenych v tabulce 8:

Cas (min) Voda:Kkyselina Rychlost priitoku
octova:methanol (%) (ml/min)
0-5 80:5:15 0,6
5-30 75:5:20 0,7
30-35 50:5:45 0,7
35-42 40:5:55 0,7

Tab. 8. Podminky pro mobilni fazi pro stanoveni antioxidantu

Pred pouzitim dalSiho vzorku se kolona promyva 30 minut sloZenim mobilni faze jako

v Case 0-5 minut.
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Min

Obr. 7. Chromatogram zobrazujici piky 5 fenolickych latek, 1: (+) — katechin, 2:
(—) — epikatechin, 3:rutin, 4: trans-resveratrol, 5:kvercetin [38]

3.2.3 Stanoveni katechinu a epikatechinu v ¢erveném viné

Chemikalie a vzorky:

= Kyselina octova
= Methanol
* Vzorky vina

HPLC zatizeni Dionex:

» Automaticky vzorkova¢ ASI-100

= Cerpadlo P-680

= Detektor diodového pole PAD 100

» Detektor fluorescen¢ni RF 2000

= Software Chromeleon 6.60

= Kolona Chromolith performance RP-18e (100mm X 4.6 mm)

Chromatografické podminky:

= Kolona: Chromolith performance RP-18e (100mm X 4.6 mm)
* Rychlost pratoku mobilni faze: 1,0 ml/min.

* Mobilni faze: A: methanol:kyselina octova:voda (90:8:2)
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B: voda:kyselina octova:methanol (10:2:88)
* Vlnova délka pro UV detekcei je 200-400 nm
=  Vlnova délka pro fluorescenc¢ni detekci: excitacni: 280 nm, emisni: 310 nm

Postup:

Stanoveni katechinu a epikatechinu se provadi reverzni HPLC s detekci pomoci

fluorescence.

Standardni roztoky katechinu a epikatechinu o koncentraci 100 mg/l se pfipravi
rozpusténim ve smési o sloZeni methanol a voda (1:1). Pfipravené standardy se ziedi

na potiebné koncentrace.

Vsechna vina se pied analyzou uloZi v temnu pfi 4°C. Pied analyzou se provede filtrace

pomoci 0,45 um membrany.

Mobilni faze B se davkuje podle nasledujici tabulky:

Cas (min) B (%)
1-10 5
10-15 15
15-30 30
30-35 30
35-45 50

Tab. 9. Podminky pro mobilni fazi B (voda:kyselina octova:metanol)
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Obr. 8. Chromatogram brazilského vina Cabernet Sauvignon. Piky: 1. katechin, 2.
Epikatechin [39]

3.3 Stanoveni flavonoidu v ¢erveném viné

Princip:
Tato metoda HPLC slouzi ke stanoveni 10 flavonolu a 2 flavond. Mezi identifikované

latky patii kvercetin, myricetin, kvercetrin, rhamnetin, kaempferol, isorhamnetin, rutin,

fisetin, apigenin, luteolin, galantin a morin.

Chemikalie a vzorky:

* Methanol

*  Acetonitril

» Tetrahydrogenfuran (THF)
* Vzorky vina

HPLC zafizeni:

e Kolona Merck LiChrospher 100RP-18e (5 um, 25 cm x 4 mm) (Merck,

Germany)
e Kolona Merck RP-18 (10 mm x 4.0 mm)
e Cerpadlo Shimadu LC-6A series (Japan)

e Injekeni ventil SIL-6A
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e Detektor UV—vis SPD-6AV
e Software CR6A

Chromatografické podminky:

=  Kolona: Merck RP-18 (10 mm x 4.0 mm)

Rychlost pratoku mobilni faze: 1,0 ml/min.

Mobilni faze: A: 19% acetonitril: 5% methanol: 1% tetrahydrogenfuran (THF)
ve vode (pH=3)

B: 55% acetonitril: 15% methanol ve vodé¢ (pH=3)

Objem davkovaci smycky: 50 pl

Vlnova délka pii UV detekei: 360 nm

Postup:

VSech 12 standardl se rozpusti v methanolu tak, aby vysledna koncentrace byla 1 mg/ml,
a ulozi se do tmy pfi -20 °C. VSechny tyto standardy jsou pii takovych podminkach

skladovani stabilni po dobu vice nez 3 mésicu.

Vzorky vina se bez jakékoliv extrakce prefiltruji pres filtr pro organicka rozpoustédla
s velikosti pord 0,45 pm. Vstiikuje se objem 40 pl takto ziskaného vzorku piimo

do kolony.

Chromatograficka separace téchto flavonoidli probiha pomoci mobilnich fazi gradientovou

eluci podle nésledujicich podminek uvedenych v tabulce:

Cas (min) B (%)
0-15 2
15-28 2-28
28-40 28-36
40-44 36
44-45 36-80
45-52 80

Tab. 10. Podminky pro mobilni fazi pro stanoveni flavonoidii
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9.kaempferol, 10.isorhamnetin, 12.galanin. [40]

3.3.1 Stanoveni fenolicky litek v ¢erveném viné s UV a fluorescen¢ni detekei
Pomoci HPLC s UV a fluorescencni detekci 1ze rovnéZ stanovit fenolicke latky ve ving.

Chemikalie a vzorky:

= Ethanol

= Kyselina vinna

= Kyselina chlorovodikova
* Diethylether

= Methanol

= Kyselina octova

HPLC zarizeni Waters:

= 2 Cerpadla (Model 510)
= Automaticky vzorkovac (Model 680)

* Injekéni ventil Rheodyne Model 7125 se smyckou 20 pl

Software Baseline Workstation 810 (Waters)
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= Kolona Nova-Pak C18 (4 um, 150 mm x 3.9 mm) (Waters)
» Predkolona A Nova-Pak C18

= Absorp¢ni detektor (Model 486)

» Fluorescenc¢ni detektor (model 470)

» Detektor DAD model 168 Beckman (Beckman Instruments Inc., Fullerton,
CA, USA)

Chromatografické podminky:

= Kolona: Nova-Pak C18 (4 um, 150 mm x 3.9 mm) (Waters)

* Priitok mobilni faze: 1 ml/min

» Mobilni faze: A:methanol:kyselina octova:voda (10:2:88)
B:methanol:kyselina octova:voda (90:2:8)

* Objem davkovaci smycky: 20 pl

* Vlnova délka pfi fluorescenéni detekci: excitacni: 278 nm, emisni: 360 nm

po dobu 17,5 min a excitacni: 330 nm, emisni: 374 nm po dobu 16,5 min.

* Vlnova délka pti absorbéni detekci: 280 nm

Postup:

Pro ucely kalibrace se pfipravi standardni roztoky rozpuSténim v rozpoustédle, ktery
pfipravime smichdnim 15% ethanolu a 3 g/l kyseliny vinné ve vod¢. Standardy se pfipravi

o koncentracich v rozmezi 1,8-3,6 mg/l a uchovavaji se pii -4 °C ve tmé.

pH vzorkdi vin se upravi na pH = 2 pfiddnim malého mnozstvi 0,1 M kyseliny
chlorovodikové. Poté se 5 ml vina extrahuje dvakrat s diethyletherem (5 ml) po dobu 20
minut za pouziti odstiedivky pii 180 otackach/minutu. Organickd faze se oddéli a vysusi
proudem dusiku. Suchy odparek se rozpusti ve smési methanolu a vody (1/1) a alikvotni

podil se vstiikuje do kolony. VSechny vzorky se zfiltruji pies 0,45 pm celuldzovy filtr.

Pted vlastni analyzou se kolona promyva mobilni fazi A po dobu 10 minut. Fenolické
slouCeniny se stanovi tfistupfiovou gradientovou eluci za nésledujicich podminek

uvedenych v tabulce:
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Cas (min) A (%)
15 100-85
10 85-50
9 50-30

Tab. 11. Podminky pro mobilni fazi A pro stanoveni fenolickych latek
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Obr.10. Chromatogram cerveného vina za pouziti absorpcniho detektoru. Piky:

1.kyselina gallova, 2.protokatechova kyselina, 3.aldehyd k. protokatechové,

4.katechin, 5. vanilinova kyselina, 6.kyselina kavova, 7.kyselina syringova,

8.epikatechin, 9.aldehyd k.syringové, 10.kyselina kumarova, 11.kyselina ferulova,

12.myricetin, 13.kvercetrin, 14.kvercetin a 15.kaempferol. [41]
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3.3.2 Stanoveni 11 fenolicky latek ve viné s UV a fluorescen¢ni detekei
Princip:

Tato metoda HPLC spojena s UV a fluorescen¢nimi detektory je vyhlaSena, pomoci ni se

da identifikovat 11 fenolickych sloucenin.

Chemikaélie a vzorky:

= Methanol
*  Acetonitril
= Kyselina octova

HLPC zatizeni HP1100 Hewlett-Packard:

»  Kvartérni ¢erpadlo HP1100

» Qdplynovaci zatizeni HP1100

* Injek¢ni smycka Rheodyne (Cotati, CA,USA)

= UV Detektor HP1100

* Fluorescen¢ni detektor HP1100

= Software HP Chem Station

* Termostat Spectra Physics 8792 (San José¢, CA, USA)
= Spektrofotometr Cary 3E UV—Vis (Varian, Australia).

Chromatografické podminky:

= Kolona: Tr-015605 TRACER EXTRASIL ODS2 (5 pm, 25cm x 0,4 cm)

Rychlost pritoku mobilni faze: 0,8 ml/min.

» Mobilni faze: A: voda:acetonitril:kyselina octova (67:32:1)
B: voda:kyselina octova (99:1)

» Teplota kolony: 28°C

* Objem davkovaci smycky: 20 pl

* Vinova délka pti UV detekci: 280 nm (pro flavonoly, procyanidiny a trans-

resveratrol)
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» Vinové délka pii fluorescencni detekci: excitani: 278 nm, emisni: 360 nm (pro
stanoveni (+)-katechinu, (-)-epikatechinu, prokyanidinu Bl a prokyanidinu B2)

a excitacni: 300 nm, emisni: 392 nm (pro trans-resveratrol). [5]

Postup:

Standardni zasobni roztoky polyfenoli se pfipravi rozpusténim v methanolu a je nutné je
skladovat pfi teploté 4°C ve tmé. Polyfenoly se identifikuji na zakladé srovnani jejich

reten¢nich Casti s retencnimi Casy standardnich vzorki.

Pribeh separace je vyjadien v nasledujici tabulce:

Cas (min) A (%) B (%)
0 20 80
4 30 70
8 40 60
12 65 35
16 80 20
20 95 5
21,8 97 3
24 100 -
30 100 -

Tab. 12. Podminky pro mobilni fdaze pro stanoveni fenolickych latek[42]
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3.3.3 Stanoveni fenolickych latek s detekci pomoci diodového pole
Princip:

Pro analyzu fenolickych latek se pouziva reverzni faze vysoko-ucinné kapalinové

chromatografie (RP-HPLC) ve spojeni s detekci pomoci diodového pole.

Chemikaélie a vzorky:

= (QOcet
= Acetonitril

* Vzorky vina

HPLC zarizeni Jasco CG-1580-02:

= Cerpadlo Jasco PU-980

» Detektor UV/vis nastaveny na 250 az 400 nm s rozliSenim 4 nm

= Software Jasco DP-L910/V

» Kolona Nova Pak (Waters, USA) , C18 s primérem c¢astic 4 pm

= Injekeni ventil Rheodyne model 77251 se smyckou o objemu 20 pl

Chromatografické podminky:

» Kolona: Nova Pak (Waters, USA) , C18 s primérem ¢astic 4 pm

Rychlost pritoku mobilni faze: 0,5 ml/min.
» Teplota kolony: 22,5°C
= Mobilni faze: A: ocet:voda (1:99)
B: ocet:voda (6:94)
C: ocet:acetonitril:voda (5:30:65)
* Objem davkovaci smycky: 20 ul
»  Vinova délka pii UV detekci: 278 nm

Postup:

Vzorky vina pro analyzu se upravuji pouze filtraci pfes membranové filtry 0,45 pm

(Millex-HV).
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Pracovni standardy se pfipravuji fedénim ve stejném rozpoustédle a jsou skladovany

pfi teploté -18°C.

Nejdiive se kolona promyva mobilni fazi A, ostatni mobilni faze se gradientovou eluci

¢erpaji do kolony podle nasledujicich podminek uvedenych v tabulce:

Cas (min) Mobilni faze (%)
0-15 100 B
15-30 100 B
30-50 90B+10C
50-60 80B+20C
60-80 70B+30C

80-120 100 C
120-140 100 C

Tab. 13. Podminky pro pouziti mobilnich fazi pro stanoveni fenolicky latek
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Obr. 11. Chromatogram cerveného vina. Piky: 1.kyselina gallovd, 2. (+) —
katechin, 3.hydroxytyrosol, 4.kyselina kavova a vanilinova, 5.kyselina syringovd,

6.(-) — epikatechin, 7.kyselina kumarovda, 8.kyselina ferulova a 9.kvercetin [43]
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3.4 Podminky pro stanoveni resveratrolu a jeho izomeri

3.4.1 Stanoveni trans-resveratrolu ve viné pomoci HPLC
Princip:
Tato metoda stanoveni trans-resveratrolu ve vin€ je rychla a citliva. Spoc¢iva v extrakci
pevnou fazi nasledovanou kvantifikaci pomoci HPLC. ZlepSeni této metody spociva

v odstranéni rusivych fenolickych sloucenin. Vyhodou je také moznost pouziti malého

objemu testovaného vzorku.

Chemikaélie a vzorky:

»  FEthylacetat

e Ethanol

»  Oxid kifemicity

=  Methanol

=  Pufr (IM K,;HPO, : 1M KH,POy4)
*=  Destilovana voda

=  Vzorky vina

Chromatografické podminky:

e Kolona: ODS Hypersil (5 pm, 250 mm x 4mm)

Rychlost pratoku mobilni faze: 1,0 ml/min.

Teplota kolony: 40°C

Mobilni faze: A:acetonitril

B:vodny roztok kyseliny chloristé (0,6 ml/1)

Objem davkovaci smycky: 10 pl

Detekce pomoci diodového pole (310 nm pro detekci trans-resveratrolu)
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Postup:

K analyze musi dojit ihned po otevieni lahve s vinem. Vzorek vina se promyje 3 ml
ethylacetatu, ndsledovné 3 ml 96% ethanolu a nakonec jesté dvakrat 5 ml 12% ethanolem.
Poté se 2 ml vzorku vliji do zdsobniku s oxidem kiemicitym (500 mg), kde prob&hne
precisténi na pevné fazi. Nasledné se vzorek promyje 10 ml destilované vody a 10 ml 12%
ethanolu a pH se upravi na 8 pomoci pufru o slozeni 94:6 1M K,HPO, : 1M KH,PO,.
Zasobnik se poté vysusi pomoci proudu dusiku po dobu 15 minut. Absorbovany resveratrol
se eluuje pomoci 10 ml ethylacetatu a zkoncentruje na rotaéni vakuové odparce pti 30°C
a poté rozpusti v 1 ml methanolu. Nasledné se vstiikuje do kolony, podminky pro mobilni

fazi jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Cas (min) A (%)
5 5-50
10 60

Tab.14. Podminky pro mobilni fazi A pro stanoveni trans-resveratrolu

Patnact minut promyvadme kolonu s nésledovnym vracenim do plvodni polohy

(5% po dobu 5 minut).

Piky byly identifikovany porovnanim s piky standardd. Pro vyhotoveni kalibra¢ni kiivky
se pouziva sedm standardi trans-resveratrolu rozpusténych v methanolu s koncentracemi

v rozmezi 0,72-18 mg / 1.
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| trans-resve ratral

Obr. 12. Chromatogram vzorku vina [44]

3.4.2 Stanoveni trans-resveratrolu ve viné pomoci HPLC

Chemikalie a vzorky:

e Acetonitril
e Kyselina fosforecna
e Destilovana voda

e Vzorky vin

HPLC zafizeni:

= Detektor Perkin-Elmer 785A UV/VIS nastaven pro skenovani 190-360 nm

= Software 4.0 TurboChromTM
= Cerpadlo PE Series 200

Chromatografické podminky:

e Kolona: C18 (5 um, 250 mm) (Brownlee, Norwalk, U.S.A.)

e Rychlost pritoku mobilni faze: 1,5 ml/min.
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e Teplota kolony: 24°C
e Mobilni faze: voda: acetonitril (75:25)

e Vinova délka pfi detekei: 306 nm

Postup:
Pfed vlastni analyzou se vzorky vina uchovavaji pfi teploté¢ 4°C. Po filtraci pomoci
membranového filtru 0,45 um se vzorky 6x zfedi pomoci eluatu, jejich pH se upravi na 3

pomoci koncentrované H3POy4 a poté se vzorky piimo vstiikuji do kolony.

frans-resveratrol

25}
cis-resveratrol

Obr. 13. HPLC chromatogram standardu resveratrolu. [45]
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3.4.3 Stanoveni derivatu resveratrolu

Chemikaélie a vzorky:

e Standardy resveratrolu
e Vzorky vina
e Kyselina octova

e Destilovana voda

HPLC zatizeni Merck-Hitachi L-6200A:

» Automaticky davkova¢ Merck-Hitachi AS-2000
» Termostat (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany)

= Detektor diodového pole Merck LaChrom L-7210 (Merck, Darmstadt,

Germany).

Chromatografické podminky:

e Kolona: RP-Fluorid 120 E (NEOS Copany Ltd., Kobe/Japan) (5 um, 250 mm

x 4,6 mm)
e Teplota kolony: 20°C
e Mobilni faze: A:kyselina octova:voda (56,2:900)
B: A:acetonitril (20:80)

e Vinova délka pii detekci: 310 nm pro identifikaci trans-isomerti a 286 nm

pro identifikaci cis-isomeril
Postup:
Standardy cis-resveratrol a cis-piceid se ziskaji z trans izomert po ozéafeni UV zafenim.

Vsechny vzorky se zfiltruji pies filtry Schleicher & Schuell Brown Rim L (Spartan 30/0.45
RC) o velikosti poért 0,45 pm a poté se piimo vsttikuji do kolony.
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Pro mobilni faze plati nasledujici podminky uvedené v tabulce 15:

Cas (min) A (%) B(%)
0 82 18
10 82 18
17 77 23
21 75 25
27 68 32

30 0 100

40 0 100
40,1 82 18
55 82 18

Tab.15. Podminky pro mobilni faze A a B pro stanoveni derivatu resveratrolu[46]

3.4.4 Stanoveni 4 riznych izomeri resveratrolu pomoci HPLC

Princip:
Tato jednoduchd metoda slouZzi ke stanoveni 4 forem resveratrolu (cis- a trans-resveratrolu

a jeho dvou glukosidu cis- a trans-piceidu).

Analyza se provadi s pouZzitim dvou HPLC kolon a detekce s diodovym polem. Prace se
provadi pomoci série kolon, aby doSlo k dostate¢nému oddéleni 4 forem resveratrolu.

Metoda poskytuje spolehlivé separace pii nizkém tlaku za kratkou dobu.

Chemikalie a vzorky:

e Methanol

e Standardy trans-resveratrolu
e Vzorky vina

e Kyselina octova

e Acetonitril
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e Destilovana voda

HPLC zatizeni Waters (Milford, MA. USA):

= Cerpadlo Model 600

* Automaticky davkova¢ Model 717

= Detektor fotodiodového pole Model 996
= Software Millenium (Waters)

Chromatografické podminky:

e Série 2 kolon Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm)
e Mobilni fdze: A: voda:kyselina octova (94:6)
B: voda:acetonitril:kyselina octova (65:30:5)
e Vstiikovany objem: 20 pl.
e VInova délka pii detekci: 285 a 306 nm (pro stanoveni cis- a trans-isomert)

Postup:

Kalibraé¢ni kfivky pro trans-resveratrol se vypracuji pomoci standardnich roztoki, které se
pripravi z roztoku 200 mg/l trans-resveratrolu v methanolu. Z néj se pfipravi roztoky
vrozmezi 0,1 mg/l az 10 mg/l. VSechny roztoky se skladuji p¥i 4°C a chrani se

pted slune¢nim svétlem.

Vino se pied analyzou skladuje v tmavych lahvich pii 15°C, po otevieni je nutné ihned
vzorky zpracovat. Vzorky vina se zfiltruji pfes celulézovy filtr s velikosti pora 0,2 pm

a poté se ihned vstiikuji do kolony.

Pro kalibraci cis-resveratrolu se nechaji standardni roztoky trans-resveratrolu vystavit
ucinku denniho svétla po dobu 1 hodiny (pomoci svétla dojde k premeéné 80-90% trans-

resveratrolu na cis-resveratrol).
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Pro analyzu se vyuziva gradientova eluce. V nasledujici tabulce jsou uvedeny podminky:

Cas (min) Rychlost priitoku A% B %
(ml/min)
; 4,00 85 15
10 7,00 70 30
17 7,00 20 80
18 7,00 0 100
20 4,00 85 15

Tab.16. Mobilni faze a rychlost prutoku pro stanoveni izomeriui resveratrolu[47]

3.4.5 Stanoveni trans-resveratrolu a flavan-3-oli ve viné pomoci HPLC

s fluorescencni detekci
Princip:

Pomoci této metody Ize analyzovat koncentrace trans-resveratrolu, katechinu

a epicatechinu.

Chemikalie a vzorky:

e Methanol

e Acetonitril

e Vodny roztok kyseliny octové
e Destilovana voda

e Vzorky vin

HPLC zatizeni HP 1100 series:

» Kvartérni ¢erpadlo HP, G1311A
* Fluorometricky detektor HP, G1321 A
= Automaticky davkovac vzorku HP, G1329 A

Chromatografické podminky:
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= Kolona: C18 Hypersil H5 ODS (Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) (250 x 4,6

mm)
* Pritok mobilni faze: 1 ml/min.
* Mobilni faze: A: acetonitril: 5% vodného roztoku kyseliny octové (9:91)
B: acetonitril: 5% vodného roztoku kyseliny octové (25:75)
C: acetonitril: 5% vodného roztoku kyseliny octové (70:30)

* Vlnova délka pii fluorescencni detekci: excitacni: 324 nm, emisni: 370 nm po dobu

10 min pro stanoveni trans-resveratrolu

Postup:

Zasobni roztoky (1 mg/ml) se pfipravi rozpusténim 2,5 mg komer¢nich produktti v 2,5 ml
methanolu. Uchovavaji se v tmavych lahvich pti 4°C. Pracovni roztoky kazdého standardu

se pfipravi zfedénim destilovanou vodou (1:10) té€sn¢ pied analyzou.

0,5 ml vzorku vina se centrifuguje pii otdckach 10.000 po dobu 5 minut a poté se umisti
do termostatu (+4° C). Poté se vzorek davkuje pfimo do kolony. Gradientova eluce probiha
pomoci 3 mobilnich fazi. Pro stanoveni trans-resveratrolu se pouzivd mobilni faze A
po dobu 10 minut .Pro pfipravu kolony k dal§imu vstfikovani se kolona promyva mobilni

fazi C a poté mobilni fazi A po dobu 5-15 minut. [48]

3.4.6 Stanoveni kvercetinu a cis- a trans-resveratrolu ve viné

Chemikaélie a vzorky:

e Acetonitril
e Vodny roztok kyseliny mravenci
e Vzorky vina

Chromatografické podminky:

e Kolona: Shim-pack C8 (5 um, 15 cm x 4,6 mm) (Shimadzu, Japan)
e Rychlost pritoku mobilni faze: 1,0 ml/min.

e Mobilni faze: A: 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci
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B: acetonitril

e ViInova délka pii detekci: 370 nm pro stanoveni kvercetinu a 285 nm pro cis-

a trans-resveratrol.

Postup:

Vzorky vina se prefiltruji pfes membranovy filtr o velikosti péra 0,45 pm a poté se objem

20 pl vsttikuje ptimo do kolony. Izokratickd eluce probihé s pouZitim 25% mobilni faze B.
[49]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA PRACE

4.1 Stanoveni antioxidanta ve viné metodou HPLC — ECD

4.1.1 Chemikalie
= Acetonitril ¢istoty pro HPLC (dodavatel — Lach-Ner s.r.0., Neratovice)
= Kyselina trifluoroctova (dodavatel — Fischer scientific s.r.o., Praha)

= Standardy antioxidanti:  katechin, epikatechin, epigallokatechin,

monohydrat kyseliny gallové (Labicom s.r.0., Olomouc)
»  Redestilovana voda

* Vzorky vin: Modry Portugal, Frankovka, Svatovaviinecké, Rulandské

modré, Cabernet Sauvignon a Zweigeltrebe rosé (Templaiské sklepy, Cejkovice)

4.1.2 Pouzité pomiicky a pristroje

*  Analytické vahy (Adam equipment)
=  Laboratorni sklo a pomiicky
*  Davkovaci stiikacka (objem 50 pl, Hamilton, Schweiz)
»  Mikrofiltry 0,45 pm, nylon (13 mm x 0,45 mm, UK)
=  Filtra¢ni aparatura na mobilni fazi (Supelco)
*  Mikrofiltry na mobilni fazi LUT Syringe Filters PTFE (25 mm x 0, 45 mm,
Labicom, s.r.0., Olomouc)
»  Aparatura pro HPLC-ECD (ESA — Coulochem III, model 582 Soluent)
-detektor Coulochem III
-analyticka cela 5010 A
-guard cela 5020
-davkovaci ventil (objem davkovaci smycky 20 pl)
-PC s vyhodnocovacim programem Clarity
-kolona ACCLAIM 120 C18 (5 pm, 2,1 x 150 mm), (Dionex

corporation, Kanada)
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4.1.3 Postup pro naméreni kalibracnich krivek epigallokatechinu, katechinu,

Kyseliny gallové a epikatechinu

S ptesnosti na 0,0001g bylo navazeno 0,0002g epigallokatechinu, katechinu, kyseliny
gallové a epikatechinu. Navazky byly rozpuStény v 1 ml 20% roztoku acetonitrilu.
Koncentrace zasobniho roztoku byla 200 pg.ml™”. Ze zasobniho roztoku epigallokatechinu,
katechinu, kyseliny gallové a epikatechinu byly pfipraveny kalibracni roztoky
o koncentracich 5, 10, 20, 40 a 80 l,tg.ml'l fedénim zasobniho roztoku 20% roztokem
acetonitrilu. Chromatografickd separace probihala na koloné¢ ACCLAIM C18, 5 pm (2,1
mm x 150 mm). Eluce prob¢hla pomoci mobilni faze voda: acetonitril: kyselina
trifluoroctovd (HyO : CoH3N: C,HF30,) v poméru 95: 49,65: 0,35 pii 30°C a pratoku 0,7
mlmin’. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojend jako zavislost plochy piku [mV.s]
na koncentraci epigallokatechinu, katechinu, kysliny gallové a epikatechinu [pg.ml™].

K meéteni bylo pouzito napéti Ki=700 mV a K 2= 800 mV.

4.1.4 Postup pro stanoveni antioxidantii ve viné

Vzorky vin Modry Portugal, Frankovka, Svatovaviinecké, Rulandské modré, Cabernet
Sauvignon a Zweigeltrebe rosé byly testovany ihned po otevieni ldhve a dale po 10 dnech
skladovani téchto jiz otevienych lahvi v lednici. Jednotlivé vzorky vin byly pfefiltrovany
pies mikrofiltry o velikosti pori 0,45 pm a vstiikovany do kolony. Jako mobilni faze byl
pouzit roztok voda: acetonitril: kyselina trifluoroctova (H,O : C,H3N: C,HF;0,) v poméru
95: 49,65: 0,35. Chromatografickd separace probihala na koloné¢ ACCLAIM C18, 5 um
(2,1 mm x 150mm). Eluce probihala p¥i 30°C a pritoku 0,7 ml.min™". Detekce antioxidantt
byla provedena pomoci potencidlti na dvou kanalech K;=700 mV a K,=800 mV. Tlak

pii méfeni byl 188 bar. Kazdy vzorek byl naméten tikrat.
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4.2 Stanoveni antioxidantu ve viné metodou HPLC - UV

4.2.1 Chemikalie
= Acetonitril ¢istoty pro HPLC (dodavatel — Lach-Ner s.r.0., Neratovice)
»  Kyselina trifluoroctova (dodavatel — Fischer scientific s.r.o., Praha)
=  Redestilovana voda

* Vzorky vin: Modry Portugal, Frankovka, Svatovaviinecké, Rulandské

modré, Cabernet Sauvignon a Zweigeltrebe rosé (Templaiské sklepy, Cejkovice)

4.2.2 Pouzité pomiicky a pristroje

=  Laboratorni sklo a pomtcky
»  Aparatura pro HPLC - UV Dionex 3000
-detekce pomoci diodového pole
-pumpa Ultimate 300 RS
- davkovaci ventil Ultimate 300 RS
-kolona ASCENTIS ™ C18 (15um, 15 x 4,6 mm) (SUPELCO,
USA)

-PC s vyhodnocovacim programem Hy Star

4.2.3 Postup pro stanoveni antioxidanti ve viné

Vzorky vin Modry Portugal, Frankovka, Svatovavfinecké, Rulandské modré, Cabernet
Sauvignon a Zweigeltrebe rosé byly testovany po 10 dnech skladovani otevienych lahvi

v lednici.

Jako mobilni faze A byla pouZita smés voda: acetonitril: kyselina trifluoroctova (H,O :
C,H;3N: C,HF50;) v poméru 95: 49,65: 0,35 a jako mobilni faze B byla pouzita smés voda:
acetonitril: kyselina trifluoroctova (H,O : C,H3N: C,HF;0;) v poméru 50: 49,75: 0,25.
Chromatografickd separace probihala na HPLC — UV Dionex 3000 podle nésledujicich
podminek: A:B 90:10 po dobu 10 minut, v 10.minuté 20 % B, v 16.minut¢ 40 % B, 50% B
do 20 minuty a nakonec 40 % B od 25 do 27 minuty. Mezi jednotlivymi vstfiky byla pauza
3 minuty a vstiikovany objem byl 10 pl. Teplota pouZita pro méfeni byla 30°C a nastaveny
prittok mobilni faze byl 1,0 ml.min™'. Mé&feni probihalo pii vinovych délkach 205, 210, 275

a 375 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Sestrojeni kalibra¢ni krivky pro stanoveni epigallokatechinu

Koncentrace Plocha piku Koncentrace Plocha piku

[pg.ml] [mV.s] [pg.ml] [mV.s]
5 452,38 20 1490,70
5 300,04 40 2691,90
5 346,23 40 2111,63
10 714,55 40 2287,34
10 689,21 80 5655,63
10 620,79 80 5087,41
20 1488,39 80 5129,49
20 1233,36

Tab.17. Hodnoty ploch pikii pro kalibraci epigallokatechinu
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Obr.14. Kalibracni kirivka s rovnici regrese pro stanoveni epigallokatechinu
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5.2 Sestrojeni kalibrac¢ni kfivky pro stanoveni katechinu

Koncentrace Plocha piku Koncentrace Plocha piku
[pg.ml] [mV.s] [pg.ml] [mV.s]
5 696,51 20 1299,25
5 720,27 40 2203,93
5 668,98 40 2820,51
10 1167,98 40 2275,13
10 973,19 80 4266,64
10 1102,47 80 4072,01
20 122591 80 4127,84
20 1377,93
Tab.18. Hodnoty ploch pikii pro kalibraci katechinu
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Obr.15. Zaznam signalii pro sestrojent kalibracni krivky katechinu
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Obr.16. Kalibracni kifivka s rovnici regrese pro stanoveni katechinu

5.3 Sestrojeni kalibrac¢ni kifivky pro stanoveni kyseliny gallové

Koncentrace Plocha piku Koncentrace Plocha piku

[ng.ml™] [mV.s] [pg.ml] [mV.s]
5 906,74 20 3386,17
5 839,58 40 5093,83
5 852,75 40 5725,31
10 1507,95 40 5373,94
10 1686,95 80 10413,88
10 1621, 89 80 8640,81
20 3771,54 80 9156,27
20 3131,25

Tab.19. Hodnoty ploch pikii pro kalibraci kyseliny gallové
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Obr.17. Zaznam signalii pro sestrojeni kalibracni krivky kyseliny gallové
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Obr.18. Kalibracni kifivka s rovnici regrese pro stanoveni kyseliny gallové
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Koncentrace Plocha piku Koncentrace Plocha piku

[ng.ml™] [mV.s] [pg.ml™] [mV.s]
5 163,53 20 759,36
5 171,28 40 1952,95
5 166,75 40 1995,88
10 306,01 40 2035,46
10 317,03 80 1952,95
10 321,69 80 1995,88
20 746,89 80 2035,46
20 789,13

Tab.20. Hodnoty ploch pikii pro kalibraci epikatechinu

plocha piku[mV.s]
N
)]
o
o

1500 - y = 57,328x - 252,51
1000 R? =0,9968
500 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100

koncentrace [pg.ml™]

Obr.19. Kalibracni kiivka s rovnici regrese pro stanoveni epikatechinu
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5.4 Stanoveni obsahu antioxidantu ve vzorcich vina metodou HPLC —

ECD

Ke statistickému zpracovani vysledkii byly pouzity tyto vzorce:

=

Q.

Aritmeticky pramér, ktery se nejvice blizi skutecné hodnoté: x=

S

vy

2

(@ 2
Smérodatna odchylka pro odhad nahodilych chyb: s = \/ —1—! Z x,—x_ 1 (2)

n_lkn—l

Primérny obsah jednotlivych antioxidantd byl vypoéten podle vzorce (1). Podle vzorce (2)

byl vypocitan odhad smérodatné odchylky.

5.4.1 Stanoveni obsahu antioxidantii ve viné Cabernet Sauvignon po otevieni

lahve
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [png.ml™] [mg.100g™] |, = 7 Jx, — E|2
10170,34 85,00 0,85 0,027 0,00070
9856,23 82,19 0,82 -0,0017 0,0000028
9597,63 79,87 0,80 -0,025 0,00062

Tab.21. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Cabernet Sauvignon

Obsah kyseliny gallové ve ving Cabernet Sauvignon je 0,82 % 0,03 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g""] Jx, = 7 = o
3256,64 50,06 0,50 -0,0013 0,0000017
3156,87 48,52 0,49 -0,017 0,00028
3381,70 51,99 0,52 0,018 0,00032

Tab.22. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Cabernet Sauvignon

Obsah epigallokatechinu ve viné Cabernet Sauvignon je 0,50 £ 0,02 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [pg.mI™] [mg.100g™] |, = 7 . — 47
3046,96 57,55 0,58 -0,039 0,0015
2867,54 54,42 0,54 -0,071 0,0050
3902,58 72,48 0,73 0,11 0,012

Tab.23. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Cabernet Sauvignon

Obsah epikatechinu ve ving Cabernet Sauvignon je 0,62 % 0,10 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml] [mg.1007] 7 I, -
8591,76 197,39 1,97 0,030 0,00093
8359,55 192,37 1,92 -0,020 0,00039
8401,92 193,28 1,93 -0,011 0,00011

Tab.24. Hodnoty pro katechin ve vzorku Cabernet Sauvignon
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Obsah katechinu ve vin& Cabernet Sauvignon je 1,94 + 0,03 mg.100g™.

5.4.2 Stanoveni obsahu antioxidanti ve viné Cabernet Sauvignon po 10 dnech

skladovani
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [pg.m1™! [mg.100g™] |, = 7 |, - E|2
1316,58 5,71 0,057 0,0085 0,000073
1145,14 4,18 0,042 -0,0068 0,000046
1201,84 4,68 0,047 -0,0017 0,0000030

Tab.25. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Cabernet Sauvignon po 10 dnech

skladovani

Obsah kyseliny gallové ve viné¢ Cabernet Sauvignon po 10 dnech skladovani je 0,049 +
0,01 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g™] ;= 4 e = o
461,59 12,46 0,13 0,0069 0,000048
398,49 11,36 0,11 -0,0041 0,000017
405,99 11,49 0,12 -0,0028 0,0000078

Tab.26. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Cabernet Sauvignon po 10 dnech skladovani

Obsah kyseliny epikatechinu ve viné Cabernet Sauvignon po 10 dnech skladovani je 0,12 +
0,01 mg.100g™.
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Stanoveni obsahu epigallokatechinu a katechinu neni mozné z divodu piekryvajicich se

piku.

5.4.3 Stanoveni obsahu antioxidanti ve viné Modry Portugal

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml’] [mg.100g"] Jx, = . - 47
26618,55 232,31 2,32 0,18 0,03252048
24083.,43 209,60 2,10 -0,047 0,0022
23112,83 200,91 2,01 -0,13 0,018

Tab.27. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Modry Portugal

Obsah kyseliny gallové ve viné Modry Portugal je 2,14 £ 0,16 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mlI] [mg.100g™] [, = b, = 47
26657,72 410,70 4,11 0,20 0,040
24339,96 374,98 3,75 -0,16 0,025
25102,37 386,73 3,87 -0,041 0,0017

Tab.28. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Modry Portugal

Obsah epigallokatechinu ve viné Modry Portugal je 3,91 + 0,18 mg.lOOg’l.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
- -2
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g™] e, = 4 ;= 4
23265,67 410,24 4,10 0,35 0,12
19879,26 351,17 3,51 -0,24 0,060
20697,27 365,44 3,65 -0,10 0,010
Tab.29. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Modry Portugal
Obsah epikatechinu ve viné Modry Portugal je 3,76 + 0,31 mg.100g™.
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
- -12
[mV.s] [png.ml™] [mg.100g™] Jx, = |, =
2502,05 65,67 0,66 0,068 0,0046
1902,33 52,70 0,53 -0,062 0,0038
2158,61 58,24 0,58 -0,006 0,000039

Tab.30. Hodnoty pro katechin ve vzorku Modry Portugal

Obsah katechinu ve vin& Modry Portugal je 0,59 + 0,07 mg.100g™.
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5.4.4 Stanoveni obsahu antioxidanti ve viné Modry Portugal po 10 dnech

skladovani
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml] [mg.100g"'] Jx, = 7 = o
1667,41 8,85 0,089 0,012 0,00014
1429,36 6,72 0,067 -0,0096 0,000091
1511,23 7,45 0,075 -0,0022 0,0000049

Tab.31. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Modry Portugal po 10 dnech skladovani

Obsah kyseliny gallové ve viné Modry Portugal po 10 dnech skladovéni je 0,077 +
0,01 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace

[mV.s] [png.ml™] [mg.100g™] |, = 7 Jx, — E|2
1466,43 22,47 0,23 0,0012 0,0000015
1391,86 21,32 0,21 -0,010 0,00011
1516,99 23,25 0,23 0,0090 0,000081

Tab.32. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Modry Portugal po 10 dnech skladovani

Obsah epigallokatechinu ve viné Modry Portugal po 10 dnech skladovani je 0,22 +
0,01 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml’] [mg.100g"] lx, = 7 . - 47
915,13 20,37 0,20 -0,010 0,00011
1021,40 22,22 0,22 0,0082 0,000067
986,58 21,61 0,22 0,0021 0,0000045

Tab.33. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Modry Portugal po 10 dnech skladovani

Obsah epikatechinu ve vin€é Modry Portugal po 10 dnech skladovani je 0,21 +
0,01 mg.100g™.

V reten¢nim Case pro katechin nebyl zobrazen zadny pik.

5.4.5 Stanoveni obsahu antioxidantu ve viné Svatovavriinecké

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [png.ml™] [mg.100g™] Jx, = 7 o, = E|2
33247,70 291,68 2,92 0,21 0,046
28776,32 251,63 2,52 -0,19 0,035
30569,74 267,69 2,68 -0,026 0,00070

Tab.34. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Svatovavrinecké

Obsah kyseliny gallové ve ving Svatovaviinecké je 2,70 £ 0,20 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g"] [x, = e = 4
26302,81 405,23 4,052 -0,0053 0,000028
26605,78 409,90 4,099 0,041 0,0017
26103,55 402,16 4,022 -0,036 0,0013

Tab.35. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Svatovaviinecké

Obsah epigallokatechinu ve ving Svatovaviinecké je 4,06 0,04 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g"] |, = . — 47
12847,31 228,51 2,29 0,43 0,19
8840,56 158,62 1,59 -0,27 0,071
9427,57 168,85 1,69 -0,16 0,027

Tab.36. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Svatovaviinecké

Obsah epikatechinu ve vin& Svatovaviinecké je 1,85 + 0,38 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml’] [mg.100g"] lx, = 7 . - 47
3932,67 96,62 0,97 0,12 0,015
3156,53 79,83 0,80 -0,046 0,0021
3014,51 76,76 0,77 -0,076 0,0058

Tab.37. Hodnoty pro katechin ve vzorku Svatovaviinecké

Obsah katechinu ve ving Svatovaviinecké je 0,84 + 0,11 mg.100g™.

5.4.6 Stanoveni obsahu antioxidantii ve viné Svatovaviinecké po 10 dnech

skladovani
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g"] i = 4 b, = 47
1667,41 8,85 0,089 0,012 0,00013
1493,07 7,29 0,073 -0,0042 0,000017
1457,93 6,98 0,070 -0,0073 0,000053

Tab.38. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Svatovavrinecké po 10 dnech skladovani

Obsah kyseliny gallové ve viné Svatovaviinecké po 10 dnech skladovanije 0,077 %+

0,01 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g”] [, = 1 e =4
915,13 13,97 0,14 -0,0009 0,00000078
869,19 13,27 0,13 -0,0080 0,000063
978,30 14,95 0,15 0,0089 0,000078

Tab.39. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Svatovavrinecké po 10 dnech skladovani

Obsah epigallokatechinu ve vin¢ Svatovaviinecké po 10 dnech skladovénije 0,14 +

0,01 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [pg.ml] [mg.100g™'] |, = b, = 7
966,32 21,26 0,21 0,013 0,00016
870,47 19,59 0,20 -0,0040 0,000016
843,58 19,12 0,19 -0,0087 0,000076

Tab.40. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Svatovaviinecké po 10 dnech skladovani

Obsah epikatechinu ve vin¢ Svatovaviineck¢é po 10 dnech skladovanije 0,20 =+

0,01 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml’] [mg.100g"] lx, = 7 . - 47
1266,43 38,95 0,39 0,024 0,00056
1041,92 34,09 0,34 -0,025 0,00062
1162,83 36,71 0,37 0,0010 0,0000020

Tab.41. Hodnoty pro katechin ve vzorku Svatovaviinecké po 10 dnech skladovani

Obsah katechinu ve viné Svatovaviinecké po 10 dnech skladovani je 0,37 = 0,02 mg.100g"
1

5.4.7 Stanoveni obsahu antioxidantu ve viné Frankovka

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml] [mg.100g"] 7 . — 47
19508,97 168,64 1,69 0,13 0,016
17653,78 152,02 1,52 -0,041 0,0017
17159,93 147,60 1,48 -0,085 0,0072

Tab.42. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Frankovka

Obsah kyseliny gallové ve ving Frankovka je 1,56 + 0,11 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml’] [mg.100g"] = . - 4
15842,28 244,02 2,44 0,034 0,0012
15240,68 234,75 2,35 -0,059 0,0035
15783,52 243,11 2,43 0,025 0,00062

Tab.43. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Frankovka

Obsah epigallokatechinu ve viné Frankovka je 2,41 + 0,05 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g"] . = 4 b, = 47
9071,99 162,65 1,63 0,017 0,00030
8893,42 159,54 1,60 -0,014 0,00019
8951,83 160,56 1,61 -0,0036 0,000013

Tab.44. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Frankovka

Obsah epikatechinu ve ving Frankovka je 1,61 % 0,02 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml’] [mg.100g"] |, = . — 47
1640,49 47,04 0,47 -0,035 0,0012
1826,89 51,07 0,51 0,0060 0,000032
1935,14 53,41 0,53 0,029 0,00084

Tab.45. Hodnoty pro katechin ve vzorku Frankovka

Obsah katechinu ve vin& Frankovka je 0,51 + 0,03 mg.100g™.

5.4.8 Stanoveni obsahu antioxidanti ve viné Frankovka po 10 dnech skladovani

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [png.ml™] [mg.100g™] |, = 7 Jx, — E|2
1645,66 8,66 0,087 -0,022 0,00050
1951,67 11,40 0,11 0,0051 0,000026
2087,55 12,62 0,13 0,017 0,00030

Tab.46. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Frankovka po 10 dnech skladovani

Obsah kyseliny gallové ve viné¢ Frankovkapo 10 dnech skladovani je 0,11 %
0,02 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mI] [mg.100g"| [x; = 4 e =
489,76 7,42 0,074 -0,0079 0,000062
637,67 9,70 0,097 0,015 0,00022
495,24 7,50 0,075 -0,0070 0,000050

Tab.47. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Frankovka po 10 dnech skladovani

Obsah epigallokatechinu ve vin€ Frankovka po 10 dnech skladovani je 0,082 =+
0,01 mg.100g™.

Plocha  piku Koncentrace Koncentrace

[mV.s] [ng.ml] [mg.100g"] = . 47
1964,87 38,68 0,39 0,017 0,00029
1878.61 37,17 0,37 0,0021 0,0000044
1756,29 35,04 0,35 -0,019 0,00037

Tab.48. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Frankovka po 10 dnech skladovani

Obsah epikatechinu ve ving Frankovka po 10 dnech skladovéni je 0,037 + 0,02 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [pg.ml™] [mg.100g™] |xl. - | |, — E|2
921,75 31,49 0,32 0,018 0,00033
761,32 28,02 0,28 -0,016 0,00027
829,37 29,49 0,30 -0,0020 0,0000030

Tab.49. Hodnoty pro katechin ve vzorku Frankovka po 10 dnech skladovani

Obsah katechinu ve vin& Frankovka po 10 dnech skladovani je 0,30 + 0,02 mg.100g™.

5.4.9 Stanoveni obsahu antioxidantu ve viné Rulandské modré

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mI"™" [mg.100g™| [x, = e =4
18803,89 162,32 1,62 0,010 0,00011
18446,30 159,12 1,59 -0,022 0,00047
18816,06 162,43 1,62 0,011 0,00013

Tab.50. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Rulandské modré

Obsah kyseliny gallové ve ving Rulandské modré je 1,61 % 0,02 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g""] |, = 1 - 47
11460,19 176,49 1,77 -0,13 0,017
12453,84 191,80 1,92 0,024 0,00057
12983,55 199,96 2,00 0,11 0,011

Tab.51. Hodnoty epigallokatechin ve vzorku Rulandské modré

Obsah epigallokatechinu ve ving Rulandské modré je 1,89 + 0,12 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mI"] [mg.100g™] [x, = =
16111,94 285,45 2,86 -0,031 0,00094
16453,84 291,42 2,91 0,029 0,00084
16298,23 288,70 2,89 0,0018 0,0000032

Tab.52. Hodnoty epikatechin ve vzorku Rulandské modré

Obsah epikatechinu ve vin& Rulandské modré je 2,89 + 0,03 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [png.ml| [mg.100g™] |, = 7 |, = E|2
54408,72 1188.,39 11,88 -0,19 0,036
56471,14 1233,00 12,33 0,26 0,065
54986,29 1200,88 12,01 -0,065 0,0043

Tab.53. Hodnoty katechin ve vzorku Rulandské modré
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Obsah katechinu ve vin& Rulandské modré je 12,07 + 0,23 mg.100g™.

5.4.10 Stanoveni obsahu antioxidanti ve viné Rulandské modré po 10 dnech

skladovani
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g"] I, = . - 47
1716,28 9,29 0,093 0,0035 0,000012
1612,25 8,36 0,084 -0,0058 0,000034
1702,60 9,17 0,092 0,0023 0,0000052

Tab.54. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Rulandské modré po 10 dnech

skladovani

Obsah kyseliny gallové ve viné Rulandské modré po 10 dnech skladovani je 0,089 +
0,01 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mlI] [mg.100g™] . = 4 b, = f
1216,07 18,61 0,19 -0,013 0,00018
1434,50 21,98 0,22 0,020 0,00041
1259,06 19,27 0,19 -0,0068 0,000046

Tab.55. Hodnoty pro epigallokatechin ve vzorku Rulandské modré po 10 dnech skladovani

Obsah epigallokatechinu ve viné Rulandské modré po 10 dnech skladovani je 0,20 +
0,02 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [pg.ml™] [mg.100g™] |xl. - | Jx, — E|2
1042,43 22,59 0,23 0,00090 0,00000089
1045,05 22,63 0,23 0,0014 0,0000020
1023,59 22,26 0,22 -0,0023 0,0000055

Tab.56. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Rulandské modré po 10 dnech skladovani

Obsah epikatechinu ve viné Rulandské modré po 10 dnech skladovani je 0,23 +
0,002 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mlI] [mg.100g™] i = 4 b, = 47
2434,50 64,21 0,64 -0,055 0,0030
2857,42 73,36 0,73 0,037 0,0014
2769,36 71,45 0,72 0,018 0,00032

Tab.57. Hodnoty pro katechin ve vzorku Rulandské modré po 10 dnech skladovani

Obsah epikatechinu ve viné¢ Rulandské modré po 10 dnech skladovani je 0,70 +
0,05 mg.100g™.
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5.4.11 Stanoveni obsahu antioxidantii ve viné Zweigeltrebe rosé

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml] [mg.100g""] |, = 1 = o
12399.,43 104,97 1,05 0,016 0,00024
12185.,41 103,05 1,03 -0,0037 0,000014
12095,85 102,25 1,02 -0,012 0,00014

Tab.58. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Zweigeltrebe rosé

Obsah kyseliny gallové ve ving Zweigeltrebe rosé je 1,03 + 0,01 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.mI] [mg.100g™] [x, = b, = 47
5153,54 94,30 0,94 0,0032 0,000010
4986,98 91,40 0,91 -0,026 0,00067
5265,00 96,25 0,96 0,023 0,00051

Tab.59. Hodnoty pro epikatechin ve vzorku Zweigeltrebe rosé

Obsah epikatechinu ve ving Zweigeltrebe rosé je 0,94 + 0,02 mg.100g™.
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5.4.12 Stanoveni obsahu antioxidanti ve viné Zweigeltrebe rosé po 10 dnech

skladovani
Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [pg.ml™] [mg.100g™] |xl. - | |, — |2
1024,88 3,10 0,031 0,0030 0,0000091
959,85 2,52 0,025 -0,0028 0,0000079
988,72 2,77 0,028 -0,00020 0,000000050

Tab.60. Hodnoty pro kyselinu gallovou ve vzorku Zweigeltrebe rosé po 10 dnech

skladovani

Obsah kyseliny gallové ve viné Zweigeltrebe rosé po 10 dnech skladovani je 0,028 +
0,003 mg.100g™. !

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [ng.ml"] [mg.100g"] [x; - 4 =2
261,68 3,90 0,039 -0,0058 0,000033
328,75 4,94 0,049 0,0046 0,000021
306,82 4,60 0,046 0,0012 0,0000014

Tab.61. Hodnoty pro epigallokatechin vzorku Zweigeltrebe rosé po 10 dnech skladovani

Obsah epigallokatechinu ve viné¢ Zweigeltrebe rosé po 10 dnech skladovéni je 0,045 +

0,005 mg.100g™.
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Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [mg.100g™] |xl. - | Jx, — E|2
248,83 0,087 0,0010 0,00000096
239,75 0,086 -0,00060 0,00000036
241,06 0,086 -0,00040 0,00000014

Tab.62. Hodnoty pro epikatechin vzorku Zweigeltrebe rosé po 10 dnech skladovani

Obsah epikatechinu ve viné Zweigeltrebe ros¢ po 10 dnech skladovani je 0,086 =+

0,001 mg.100g™.

Plocha piku Koncentrace Koncentrace
[mV.s] [mg.100g™] |, = 7 Jx, — E|2
925,31 0,32 0,0010 0,000000
938,61 0,32 0,0030 0,000012
904,79 0,31 -0,0040 0,000015

Tab.63. Hodnoty pro katechin vzorku Zweigeltrebe rosé po 10 dnech skladovani

Obsah katechinu ve vin¢ Zweigeltrebe rosé po 10 dnech skladovéani je 0,32 %

0,004 mg.100g™.
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5.5 Stanoveni antioxidanti ve viné po 10 dnech skladovani metodou

HPLC - UV

Obr.20. Chromatogram vzorku vina Cabernet Sauvignon. Piky: 1. Kyselina
gallova (2.min), 2. Katechin (7,5.min), 3. Cis-piceid (11,5.min)
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Obr.21. Chromatogram vzorku vina Frankovka. Piky: 1. Kyselina gallova
(1,75.min), 2. Katechin (8.min), 3. Cis-piceid (11,5.min)
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Obr.22. Chromatogram vzorku vina Modry Portugal. Piky: 1. Kyselina gallova
(2.min), 2. Katechin (7,5.min), 3. Cis-piceid (11,5.min), 4. Epikatechin (14,5.min)

[ = - - ¥ - 2 - — - - - A - 7 —5 - - > = e — - O v ]

Obr.23. Chromatogram vzorku vina Rulandské modré. Piky: 1. Kyselina gallova
(1,5.min), 2. Katechin (8.min), 3. Cis-piceid (11,5.min), 4. Epikatechin (14,5.min)
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Obr.24. Chromatogram vzorku vina Svatovavrinecke. Piky: 1. Kyselina gallova

(1,5.min), 2. Katechin (8.min), 3. Cis-piceid (11,5.min), 4. Epikatechin (14,5.min)
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Obr.25. Chromatogram vzorku vina Zweigeltrebe rosé. Piky: 1. Kyselina gallova
(1,5.min), 2. Katechin (8.min), 3. Cis-piceid (11,5.min), 4. Epikatechin (14,5.min)
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo stanoveni antioxidanti ve vin€é. Obsah antioxidantii byl

testovany ihned po otevieni ldhve a po 10 dnech uchovavani této jiz oteviené lahve

v lednici.

Pro stanoveni antioxidantii ve vin¢ byla pouzita metoda vysokoucinné kapalinové

chromatografie HPLC — ECD a HPLC - UV.

Pro stanoveni pomoci HPLC — ECD byla pouzita kolona ACCLAIM C18, 5 um (2,1 mm x
150mm). Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitril: kyselina trifluoroctova (H,O :
C,H;N: C,HF30,) v poméru 95: 49,65: 0,35. Teplota pouzitd pro méfeni byla 30°C
a nastaveny pritok mobilni faze byl 0,7 ml.min"'. Detekce antioxidantdi byla provedena
pomoci potencidli na dvou kandlech K;=700 mV a K,=800 mV a guard cela byla
nastavend na 900 mV. Méfeni bylo vyhodnoceno pomoci chromatografického programu
Clarity. Na méfeni kalibracnich kiivek byly pouzity standardy antioxidantl: katechin,
epikatechin, epigallokatechin, monohydrat kyseliny gallové (Labicom s.r.0., Olomouc).
Uvedend metodika byla aplikovana na vybranych 6 vzorkd vina: Modry Portugal,
Frankovka, Svatovaviinecké, Rulandské modré, Cabernet Sauvignon a Zweigeltrebe rosé

(Templaiské sklepy, Cejkovice).

Ve vin€ Modry Portugal byly zjiStény ihned po otevieni lahve nésledujici hodnoty
antioxidantti: kyselina gallova 2,14 = 0,16 mg.100g”, epigallokatechin 3,91 + 0,18
mg.100g™, epikatechin 3,76 + 0,31 mg.100g™ a katechin 0,59 + 0,07 mg.100g™". Po 10
dennim skladovani lahve v lednici byly namétfeny tyto hodnoty: kyselina gallova 0,077 +
0,01 mg.100g™, epigallokatechin 0,22 + 0,01 mg.100g™, epikatechin 0,21 + 0,01 mg.100g™
a obsah katechinu byl nulovy.

Ve vin¢ Frankovka byly naméfeny ihned po otevieni ldhve nasledujici hodnoty
antioxidanti: kyselina gallova 1,56 + 0,11 mg.100g”, epigallokatechin 2,41 + 0,05
mg.100g™, epikatechin 1,61 + 0,02 mg.100g™ a katechin 0,51 + 0,03 mg.100g™". Po 10
dennim skladovani ldhve v lednici byly naméfeny tyto hodnoty: kyselina gallova 0,11 +
0,02 mg.100g™", epigallokatechin 0,082 + 0,01 mg.100g”, epikatechin 0,037 + 0,02
mg.100g™ a katechin 0,30 + 0,02 mg.100g™.

Ve viné¢ Svatovaviinecké byly naméfeny ihned po otevieni lahve tyto hodnoty

antioxidant: kyselina gallova 2,70 + 0,20 mg.lOOg'l, epigallokatechin 4,06 + 0,04
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mg.100g™, epikatechin 1,85 + 0,38 mg.100g™" a katechin 0,84 + 0,11 mg.100g™". Po 10
dennim skladovani lahve v lednici byly naméteny tyto hodnoty: kyselina gallova 0,077 +
0,01 mg.100g™, epigallokatechin 0,14 + 0,01 mg.100g™, epikatechin 0,20 + 0,01 mg.100g™
a katechin 0,37 + 0,02 mg.100g™.

Ve vin¢ Cabernet Sauvignon byly naméfeny ihned po otevieni ldhve tyto hodnoty
antioxidantd: 0,82 + 0,03 mg.100g™, epigallokatechin 0,50 + 0,02 mg.100g™, epikatechin
0,62 + 0,10 mg.100g™" a katechin 1,94 + 0,03 mg.100g". Po 10 dennim skladovani lahve
vlednici byly naméfeny tyto hodnoty: kyselina gallovda 0,049 + 0,01 mg.100g™
a epikatechin 0,12 + 0,01 mg.100g". Obsah epigallokatechinu a katechinu nelze uréit
z diivodu prekryvajicich se pikt.

Ve viné Rulandské modré byly naméfeny ihned po otevieni lahve tyto hodnoty
antioxidanti: kyselina gallova 1,61 + 0,02 mg.100g", epigallokatechin 1,89 + 0,12
mg.100g™, epikatechin 2,89 + 0,03 mg.100g™" a katechin 12,07 + 0,23 mg.100g”. Po 10
dennim skladovani 1dhve v lednici byly naméfeny hodnoty: kyselina gallova 0,089 + 0,01
mg.100g™, epigallokatechin 0,20 + 0,02 mg.100g", epikatechin 0,23 + 0,002 mg.100g™
a katechin 0,70 £+ 0,05 mg.lOOg'l.

Ve vin¢ Zweigeltrebe rosé byly naméfeny po otevieni lahve tyto hodnoty antioxidantu:
kyselina gallova 1,03 + 0,01 mg.100g™, epikatechin 0,94 + 0,02 mg.100g™". V retenénich
casech pro epigallokatechin a katechin nebyl zobrazen zadny pik. Po 10 dennim skladovani
ldhve v lednici byly naméfeny hodnoty: kyselina gallova 0,028 + 0,003 mg.100g™,
epigallokatechin 0,045 + 0,005 mg.100g™, epikatechin 0,086 + 0,001 mg.100g™ a katechin
0,32 + 0,004 mg.100g™.

Z vysledkt analyzy vyplyva, ze po 10 dennim skladovéni jiz otevienych lahvi v lednici
dochdzi k vyraznému sniZeni obsahu antioxidantli z divodu vystaveni vzorkd vin u¢inkiim

kysliku.

Pro stanoveni pomoci HPLC — UV byla pouzita kolona ASCENTIS TM C18 (15 um, 15 x
4,6 mm). Jako mobilni faze A byla pouzita smés voda: acetonitril: kyselina trifluoroctova
(H,O : C,HsN: C,HF;0,) v poméru 95: 49,65: 0,35 a jako mobilni faze B byla pouzita
smés voda: acetonitril: kyselina trifluoroctova (H,O : C,H3N: C,HF;0,) v poméru 50:
49,75: 0,25. Teplota pouzitd pro méfeni byla 30°C a nastaveny pritok mobilni faze byl 1,0
ml.min™". Pro detekci antioxidanti byly pouzity tyto vinové délky: 205, 210, 275 a 375 nm.
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Modry Portugal, Frankovka, Svatovaviinecké, Rulandské modré, Cabernet Sauvignon

a Zweigeltrebe rosé

Ze ziskanych chromatogrami vzork vin metodou HPLC — UV byly uréeny podle
retencnich Cast antioxidanty. Ve viné Modry Portugal: kyselina gallova, katechin, cis-
piceid a epikatechin, ve vin¢ Cabernet Sauvignon: kyselina gallova, katechin a cis-piceid,
ve vin¢ Svatovaviinecké: kyselina gallovd, katechin, cis-piceid a epikatechin, ve viné
Rulandské modré: kyselina gallova, katechin, cis-piceid a epikatechin, ve vin¢ Modry
Portugal: kyselina gallové, katechin, cis-piceid a epikatechin, ve viné Frankovka: kyselina
gallova, katechin a cis-piceid ve viné Zweigeltrebe rosé: kyselina gallova, katechin, cis-

piceid a epikatechin.

Ze ziskanych chromatogramii je ziejmé, ze nejvhodnéjsi vinova délka pro stanoveni

antioxidantl ve viné pomoci této metody byla 205 a 210 nm.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DNA Deoxyribonukleova kyselina

UCL University College London

‘NM Stupné normalizovaného moStoméru
WHO Svétova zdravotnicka organizace

CP Celkovée fenolické latky

HPLC High Performance Liquid Chromatography, vysokoU¢innd kapalinova

chromatografie
Hp Hewlett-Packard
THF Tetrahydrogenfuran
DAD Diode Array Detector, detektor diodového pole
ECD Elektrochemical detection, elektrochemicka detekce
UV-VIS Ultraviolet-Visible, ultrafialova a viditelna oblast svétla
RP-HPLC Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography, vysokou¢inna

kapalinova chromatografie s obracenou fazi
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PRILOHA P I: OPTIMALIZACE PODMINEK STANOVENI
ANTIOXIDANTU
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Obr.27. Stanoveni epigallokatechinu pri K;=700 mV a K;=800 mV
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Obr.28.Stanoveni katechinu pri K;=400 mV a K;=500 mV
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Obr.29. Stanoveni katechinu pri K;=700 mV a K;=800 mV
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Obr.30. Stanoveni epikatechinu pri K;=400 mV a K,=500 mV
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Obr.31. Stanoveni epikatechinu pri K;=700 mV a K;=800 mV



PRILOHA P II: KALIBRACE STANDARDU
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Obr.33. Stanoveni kyseliny gallové o koncentraci 80 ug.ml” pri K;=700 mV a K,=800 mV



PRILOHA P III: STANOVENI ANTIOXIDANTU VE VINE IHNED PO
OTEVRENI LAHVE

{5, i, 159

— 18-1¥-2010-47 - kandl 1
= 190201047 - kandl 2

i
5
d
| l_.-."_"\--J--F"'"_...‘
| | | | |
I g 1 15 i &
T ]
Obr.34. Stanoveni antioxidantu ve vine Modry Portugal
o, 0,%Y
[lul] 1 !
My — JH1V-2000-54 - kandl 1

= (MR - and?

waaolbagse

[in)

Tne

Obr.35. Stanoveni antioxidanti ve viné Svatovaviinecké
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Obr.36. Stanoveni antioxidantii ve viné Rulandské modré
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Obr.37. Stanoveni antioxidantit ve vine Zweigeltrebe rosé
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Obr.38. Stanoveni antioxidanti ve viné Frankovka
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Obr.39. Stanoveni antioxidantii ve viné Cabernet Sauvignon



PRILOHA P IV: STANOVENI ANTIOXIDANTU VE VINE PO 10
DNECH SKLADOVANI V LEDNICI
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Obr.41. Stanoveni antioxidantii ve viné Rulandské modré po 10 dnech
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Obr.42. Stanoveni antioxidantii ve viné Cabernet Sauvignon po 10 dnech

80t in, 45

]
i1
ul
dJb
0>
 ® .
gl
5 g 7 0
0 9 ] = -
& 4 | " 0 f o
] i I ! o]
- il [ ] -
N ¢ - :
: i U] D‘ i i Q
il L r B o
(AR T i u]
Bl U!\
ol 0 | ‘ | [
(LN | I bl
1 N s ) WO o |
| 5 Il 5 il

Obr.43. Stanoveni antioxidantii ve viné Frankovka po 10 dnech
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Obr.44. Stanoveni antioxidantii ve viné Zweigeltrebe rosé po 10 dnech
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