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Seznam zkratek a symbolu

C18 oktadecyl

GC plynova chromatografie

HDL »High-Density Lipoprotein“ — vysokodenzitni lipopn

HPLC vysokowinna kapalinova chromatografie

LC kapalinova chromatografie

LDL ,Low-Density Lipoprotein — nizkodenzitni lipoprein

MS hmotnostni spektrometrie

ND nedetekovano

PCA ~Principal Component Analysis" — analyza hlavnidniponent

PFP pentafluorfenyl
R? koeficient determinace
SPE extrakce na pevne fazi

uv ultrafialové zéeni



1. Uvod

Vinna réva je jiz po staleti vyuzivana lidmi a tejen jako potravindi surovina
k vyrobé napof, ale i jako Iékci alespa jako prevence protitznym infekcim a
nemocem. V dnesni délje vino téz dlezitym zengdélskym produktem a néasledn
vyvoznim artiklem a ovliiuje tedy i ekonomiku. Proto $@m dal tim vice pozornosti
vénuje chemickému sloZeni vina, které Uzce souvjsha kvalitou, chuti a dalSimi
vlastnostmi. Analyzou sice nelze prokazeiyy biologicky &inek jednotlivych slozek
vina (jako napp synergie antioxidativnich vlastnosti jednotlivytfitek), ale jsme
schopni stanovit rozdily v jejich obsahuiemych odéid. Pro mnoho vyrohkicvina je
tato kvantitativni informace udezitd a casto se snazi jeho slozeni ovlivnit
technologickym postupem fip zpracovani tak, aby vysledny produkt byl co

Z lékaského hlediska je vyznamny také vliv vina na mediabms a zdravi
¢lovéka. Ztohoto dvodu se v poslednich letech stale vice vyzkumnyobjektl
zan®iuje na antioxidéni ¢i protizaretlivou aktivitu jednotlivych odid vin. Na zaklaél
téchto vyzkuni doSlo k roz&eni vyuziti vinnych extrakt krome¢ potravindstvi i do
dalSich piimyslovych od¥tvi (nag. jsou gridavany do kosmetickych produjt Vino
je tedy nenahraditelnymfipodnim produktem, ktery je vhodny pro dalSi vyzkum
piedevsim pro jehoipdpokladané tévé viastnosti. Odrdy vinné révy pochazejici ze
zemi jako je Gruzie maji potencial odliSovat se amfiatnich nejen dikyifznivym
klimatickym podminkdm pro jejich &tovani ale i diky tradnim postugm jejich
zpracovani.

Tato prace je saasti projektu ,Sledovani diversity révy vinné naklaé
produkce zdravi progpnych latek”, jehoz cilem je porovnat biologickoktiatu a
chemické sloZeni vin pochazejicich z Kavkazu fdani pstovanymi v ostatnich
¢astech Evropy. Cilem mé prace bylo tedy vyvinoubdriou analytickou metodu pro
stanoveni co nefiSiho mnoZstvi potencianaktivnich latek ve vzorcich vina a
nasledg porovnat chemické sloZzenéervenych vin pstovanych a vyrobenych

na Kavkaze s viny vyprodukovanymi\eské republice.



2. Teoreticky Gvod

2.1Vino

2.1.1 Historie

Jiz prvni starodké civilizace vyrably z plodi vinné révy napoje a pouzivaly je i
k 1écb¢ nekterych onemoatni. Z dochovanych pisemnych pamatek |ze fikdgul
Zjistit, Ze sté Egypané vino pili radi, ale uz nejsme schopiti, jak jej vyrakli.
Féntané a naslednRekové rozdili tento napoj do oblasti, kde se v dnesni &ob
nachazi nejvice vinic a to do Italie, Francie arfS|ska. Rekové vino milovali, jak je
ziejmé ziady oslavnych basni (n@panakreontik). Co se &g pgipravy vina, tak
do napoje fidavali tizné bylinky, med nebo dokonce tskou voduRimané uz vino
piipravovali jinak a docilili toho, Ze #&o i vétSi Zivotnost. Zawrrovali se tedy
piedevsim na zdokonaleni postugii péstovani vinné révy a vyrabvina. Casto napoj
koncentrovali svienim a naslednho udili nad oh#m, vysledny produkt se poté
prechovaval v hliinych amforach nikoli v sudech [1-3].

Ve stedowku nely nejdilezitéjSi postaveni # produkci vina klastery, zejména
pro vylepSovani postupa Sfeni vinaské kultury. Vznik pro nas tzv. klasickych vin
vSak spada aZz do 17. stoleti. Hlavnifivalem bylo, Ze v této déhbyla vynalezena
lahev ze skla a nasledirse z@aly pouZivat i korkové Spunty. Do té doby se vino
skladovalo pouze v sudech a nevydrzelo tak dlolhgies to bylo vino do pitku
17. stoleti jedinym napojem, ktery nebyl na rozdilvody spojen se zdravotnimi riziky
[1].

V druhé polovig 19. stoleti z&al velky rozmach v exportu vina. Kdyz pak bylo diky
Pasteurovi objasimo kvaSeni, mohli vina zatit kontrolovat procesy v pbé¢hu jeho
vyroby. NejwtSich Uspchi dosahovali vinA v osmdesatych letech 20. stoleti, kdy
spoteba vina po celém &¢ maso¢ stoupala. Dnes uz je ale diky modernim
technologiim a postuin dobrého vina iebytek [1]. To nuti dneSni vira vracet se
k odmidam, které nejvice vyhovuji specifickym mistnim padkam, aby mohli
spotebitetim nabidnout &co exkluzivniho. Tato ekonomicka situace bude t@y¢na
piizniva pra¥ pro producenty lokalnich drahvin, jako jsou nap gruzinsti vina.
Gruzie ma ztohoto hlediska vysoky potenciél: ré&eazde pstuje jiz 5000 let a
vySlechtilo se tu na 500 ai. Védci se domnivaji, Ze prawzde se zrodilo vinatvi.

Vzdyt pravdpodobrg i slovo vino pochazi z gruzinského vyrazu ,gvifidy.



2.1.2 Charakteristika vina

Vino je z chemického hlediska velice slozita¢snhatek, ktera je zka¢ ovlivnéna
pavodem, podminkamitstu, zpracovanim a naslednym zranim produktu [€]jvétSi
podil na objemu vina ma voda, f/@ies 80 % jeho obsahu. DalSi majoritni slozkou
vina je ethanol, kterého byva ve vinech 11 — 15bjérou. Ten je dlezity pri vyrobg,
kde mimo jiné slouzi jako rozpoddto pro extrakci skterych vyznamnych latek
z rostlinného materialu a z préetli, ve kterém vino zraje (sudy, Rié amfory apod.)
[5]. Samotny ethanol je téZ zkouman pro své zdpaws@Esné @inky. Podle gkterych
studii je to prav ethanol, ktery zfisobuje, Ze vino je povaZzovano za lekizRive
ovliviiuje zejména kardiovaskularni systém [2]. DalSi wamné slozky, které se
ve WtSim mnozstvi nachazi ve vSech vinech, jsou cukty emonosacharidy (n&p
glukosa, fruktosa, arabinosa, xylosa) i oligosaiclyanag. sacharosa). Dale je to
glycerol, ktery uéuje viskozitu vina. Charakteristickou ahwani a dalSi vlastnosti vina
vSak ovliviuji i latky obsazené v podst&tmensim mnozstvi. Jsou to volné organické a
I anorganické kyseliny jako je kyselina vinna, gblia ¢i mlécna a rkteré fenolické
kyseliny ¢i jejich estery. Déle jsou ve dnpiitomny vyznamné polyfenolické latky,
jako jsou flavonoidy a nebo stilbeny. Zastoupensattovych sloZzek se viEhu
starnuti vina rtni a to zejména obsah tafiineboli tislovin, takZze dochazi ke zmam

barvy vina a i jeho chuti, protoZe taniny oviliji zejména trpkost vina [5,6].

2.1.3 Vyrobaterveného vina

Pri vyrobé kvalitnich ¢ervenych vin se hrozny sklizeji ¢éng, aby se zabranilo
piipadnému rozmzkani bobuli. Hrozny se poté nédi¢ce kontroluji a odstraiji se
bobule, které jsou nahnilé, rozékané ¢i nezralé. Hrozny se néasletdw mlynku ¢i
odzmovati rozmakaji. Fi odzrreni se dle odidy odstrani z hroZntiapiny ¢i se jich
cast ponecha, nesmi vsak dojit k poruSenicp&or bobulich. Vznikly most ser@erpa
i se slupkami do kadbud” kovove, plastové nebaeené a necha se vaima vzduchu
kvasit. Dle zvyklosti sklepmistra se &nmize chladitéi zahiivat, ¢imZ se ovliviuje
rychlost kvaSeni. i tomto procesu vznikd tzv. rmutovy klobouk chrandoes pred
oxidaci. Jedna se o slupky vina, které jsou dikpikaicimu oxidu uhkitému
nadnaseny na hladinJe nutné nenechat tento klobouk vyschnout, etengs musi

promichavat. Kdyz prainne alkoholové kvaseni, je vino lisovano a odkatovékkdy



-10 -

se oddluje vino vzniklé ped lisovanim (tzv. samotok), od toho, co se pakazis
lisovanim a které je mnohem bohatSi Haldviny. Nasleduje zrani vina v dubovych
sudech pofipact nerezovych nadobachéBem zrani jeitba vino v sudech dafvat,
protoZze se odpiaje, a rkkdy se i stéi do nového sudu, aby seistilo od usazenin.
Zarover probih&a Skoleni vina, tedy odkalovadiieni, sfeni oxidem gic¢itym, aby se
branilo oxidaci, a dalSi procesy, kter@ppavi vino na st&ni do lahvi. Lahve se pak
uloZi do lezackych baxa nechaji se, aby dadp do ugité lahvové zralosti [1,6,7].

V Gruzii se je&t misty dodrzuji archaické #poby vyroby vina. Vino zde nechavaji
kvasit v hlitnych amforach se Smtym dnem, které jsou zapéi$é aZz po okraj
do zend a nazyvaji s&kwevri (Obr. 2.1). V &chto nadobach se nechavaji kvasit celé
hrozny \etnd stopek. Vino se nechavé kvasit az do doby, dokembstane daka
vyznamna udalost (n&psvatbaci
jind oslava), @ které se vino
spotebuje. Takto vzniklé vino je
pak velice bohaté narisloviny a
= nevydrzi tak dlouho jako
~ pramyslow vyrabiné vino. V Gruzii
existuji dva postupy na vyrobu vina
. vtéchto amforach liSici se podle
'~ dané viniské oblasti [1,8].

Obrazek 2.1 Nadoby na kvaSeni vina zvianévri[8]

2.1.4 Oblasti pstovani

NejvyznamujSi pestitelské oblasti se nachazeji v Ewapvévodi jim Francie, Italie
a Spasisko. Podle statistik z roku 2004 je Francie #&im producentem vina
na sw¥té. NejvySSi konzumaci, tedy néjéi spotebou vina na osobu, seube
pochlubit Lucembursko ad4re¢ za nim nasleduje &p Francie. V Asii a fedevsim
v Cing¢ namstd mnohonasolnpaiet vinic, avdak P hodnoceni dchto statistik je
na mis¢ opatrnost, protoZze zahrnuji nejen klasické ¥anaale i vyrobce hrozinek.
Velkého rozmachu dosahla v poslednich letech tédykce vina v Australii, Chile,
Argentirg, Jihoafrické republice a USA. Vzhledem ke klimifien zménam a stale

dokonalejSim postun pii péstovani révy je skoro nemozné&itiigeograficka omezeni



-11 -

pro oblasti jejiho gstovani [1].

Gruzie ma i historické vind@ské regiony, které existovaly jiz v antickych dobac
NejvétSi a nejvyznamiSi z nich je Kachetie, ktera je nejvychegi oblasti Gruzie.
Rozklada se pod jiznimi svahy Velkého Kavkazu an@muje se suchym a teplym
podnebim. Pochazi odsud az 70 % htogypéstovanych v Gruzii. Nachazi se zde i
vinaistvi Teliani Valley ve mst Cinandali, ze kterého pochaziét$ina nami
zkoumanych vzork Kolem hlavniho résta Thilisi se rozprostirhd oblast Kartli a
na z4pad se rozklada oblast Imereti charakterizovan&imtha mirgjsim klimatem.
V sowasné dob je vinaskych regiof v Gruzii celkem pt: krom¢ vySe jmenovanych
jes€ Ra'a-Le¢chumi na jiznich svazich zapadniho Kavkazu a GAdgarsko-
Samegrelo-AbchéaziefppobreZi Cerného mie, které se vdak svym charakteresai
spiSe mezi podoblasti oblasti imeretské. Vinohradyruzii jsou chragny hrebenem
Velkého Kavkazu fed studenymi &ry ze severu, a proto je zdejSi klima obecn
pro péstovani vinné révy velmitzniveé [1,8,9].

V ramci Ceské republiky je nejvyznangsi vinarskou oblasti Morava, ktera se dale
déli do ¢tyr podoblasti a to Znojemské, Mikulovské, Velkopauwie a Slovacké. Tato
oblast zahrnuje 96 % vinic Geské republice a vyzitiaje se pechodnym klimatem
s piklonem k vnitrozemskému. Vegétd obdobi je zde kratSi nezli v zapadni E¥op

ale zrani vina je pomalejsi [1,7].

2.1.5 Odiady

Dnes existuje asi 4000 adgt vinné révy. Na lahvich byvaji uvéth negasti
konkrétni jména odid a to i v pipadech, Ze nazev vina je mistni, ingphablis pro
Chardonay, nebo se jedna o kupaz namichanou oaite [1].

V Gruzii Ize nalézt az 500 ol a giblizné 40 z nich se pouziva pro konief
produkci vin. Typické fivodni odfidy péstované v Gruzii jsou Saperavi, Mudzuretuli,
Alexandreuli, Odjaleshi, Rkaciteli, Tsolikauri, Aasturi¢i Mcvane, ale diky tomu, Ze
se dnedni vinajezdi Skolit do zapadni Evropygstuji se zde i celostove rozsfené
odridy jako je Chardonay, Pinot Noi¢i Cabernet Sauvignon. Saperavi je asi
nejzajima¥jSi odiidou ¢erveného vina; ma velmi masitou duzinu, ktera jbalé@
na hroznovy cukr a kyseliny. Vino je pak tmaubinové a ma vysoky podil alkoholu a

tanini. Rkaciteli je zase velicefigpisobiva odiida davajici s¥Zi bila vina. Tato odda



-12 -

se pouziva i pro vyrobu kvalitniho brandy [1,8,9].

Na Moraw se f#i vyrobé vina dosahuje nejlepSich vyslédk odidami Savignon
blanc, Veltlinské zelené, Ryzlink viassky a rynsiegbo Muskat moravsky mezi bilymi
viny, u ¢ervenych vin jsou to pak Svatovaecke, Zweigeltrebe a Frankovka [1].
Odriida Svatovakinecké se celostové nejvice @stuje vCeské republice. Jefipuzna
s burgundskymi odidami, avSak na rozdil od nich je vicdizpusobiva. Pat
mezi rarjSi odidy a je tedy vhodna i praipravu Svatomartinského vina. Oproti tomu
Frankovka je odrda pozdni a ¢stuje se proto pouze na Mokwrotoze vyzaduje
vyborné polohy a malo vody. Celkbje to odfida roz&iena hlave ve stedni Evrog a
pochazi #ejm¢ z Rakouska. Zweigeltrebe, které vzniklaizkenim €chto dvou odid,
se vice podobéa Frankovce. Chiohoto vina je velice zavisla na mnozstvi sklizgny
hrozm na jeden ki Mezi odfidy, které jsme pouzili pro naSe analyzy,ip&@abernet
Moravia, vySlechiny v Moravské Nové Vsiikzenim Zweigeltrebe a Cabernetu Franc,
ktery vyZaduje ty nejteplejSi oblasti a zraje vepuozd, dale Cabernet Sauvignon, ktery
Rulandské modré (Pinot noir), piaf mezi burgundské ogldy. Tuto celos¥tove velmi
rozstenou odiidu pivezl do Cech uz ve sedowku cisa Karel IV. Dolie vySkolena

vina této odidy maji jemnéiisloviny a maly obsah kyselin [1,7].

2.1.6 Vliv na zdravi

Vino je po mnoho let povazovano za zdravi pédsp arada ¥dci se to v dnesni
doke snazi dokazat ar@devSim ufit pricinu t€chto vlastnosti. Velké mnozstvi studii je
vénovano vlivu pravidelné konzumace malych davek wiaametabolismus lipid
VétSinou se jednalo o denni davky repySujici 50 g ethanolu za den tedy od 200
do 400 ml vina dertn Z vysledki pak vyplyvalo, Ze tato denni davkézmive ovliviiuje
hladinu cholesterolu. Dochazi ke zvySeni HDL chielesu a snizeni LDL cholesterolu,
coz vede ke sniZzeni rizika umrti na smeinfarkt. Déle bylo zjig&no, Ze se snizuje i
hladina fibrinogenu, ktery ovliwje riziko vzniku aterosklerozy [2,10,11].

U cerveného vina sei@dpoklada, Zze bude pro zdravi pr&sgjsSi, protoze diky
zpiasobu jeho vyroby se dostane do vysledného prodokiohem vice fenolyckych
latek, které jsou nejvice obsazeny ve slupkach lboiNapiklad flavoniody maiji
piedevsim antioxidmi Einky. Stilbeny jsou zase povazovany za hlauiipu snizeni

koronarnich onemoeéni srdce u pravidelnych konzuméntina. Zejména latka
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resveratrol je uvagha jako faktor zfisobujici tzv. francouzsky paradox. Jedna se o fakt,
Ze lidé zijici v jizni Francii konzumuji hodmastnych a ki@renych jidel a pesto maji
nejnizsi umrtnost na sréi@ selhani. Tento jev je vy&tlovan jejich stidmou a hlavé
pravidelnou konzumaci lokélni&ervenych vin [2,3].

V Cechéch prothla kratkodoba studie prof. MUDr. Milana SamankaS® a jeho
spolupracovnice doc. MUDr. Zuzany Urbanove, CSaqouriai rozdil vlivucerveného a
bilého moravského vina na faktory owiyici aterosklerézu [2]. Studie probihal&sic
u skupiny vybranych osob a vysledkem bylo potvrzédaimrének, Ze piti malého
mnozstvi alkoholu je progpné a Ze bilé moravskeé vino je pr&spjSi, protoze snizuje
hladinu fibrinogenu a zvySuje hladinu volného ikosého HDL. Je tedy otazkou, zda
antioxidanty obsaZené hgjn ve viné cerveném jsou &ak zodpo¥dné za snizZeni
vyskytu ateroskler6zy ip konzumaci vina. Doporend davka alkoholu na den byla
stanovena na 20 — 40 g pro muze a 20 — 30 g pro pestoze Zeny maji nizsi aktivitu
alkoholdehydrogenasy.

Je vSak nutné brat v Gvahu to, Zeéepmozné proggné vilastnosti alkoholu, se stale
jedna o latku, ktera je navykova a potenci&tdravi nebezpma. Ethanol je buiny
jed a u citliwjSich osob hrozi ip dennich pijmech vySSich nez 60 g jaterni cirhdza,
zaret slinivky brisni ¢i poruchy srdéniho rytmu. Tedy se zvySujici se denni konzumaci

vina budou fevazovat jeho negativnéiinky nad prospSnymi [2].

2.2 Biologicky vyznamné latky ve wn

2.2.1 Fenolické kyseliny

Tyto kyseliny sefadi do skupiny fendl které pati predevSim mezi sekundarni
metabolity rostlin. Nachazi se v mnoha potravingo volné kyseliny nebo ve fokm
estefi. Ve ving dochazi i procesech fermentace & pkladovani kcast&né hydrolyze
estefi. Predevsim esteryéthto kyselin jsou jednou z hlavnich sloZzek zodumych
za chové a aromatické vlastnosti vinaglDse dle struktury na derivaty kyseliny
hydroxyskdicové nebo na derivaty kyseliny hydroxybenzoové.jiMsrovnatelné
antioxida&ni &inky jako jejich polymerni prejsSky, takze mohou fgspivat
k prosgsnému vlivu vina na nizsi vyskytkterych druli rakoviny. Derivaty kyseliny
skaficové maji vySSi antiradikdlovou aktivitu, protobeaji na benzenovém kruhu
navazany uhlikovy zbytek s konjugovanou dvojnoubeaz Antioxid&ni (inek se déle

zvysuje s rostoucim gem hydroxylovych a methoxylovych skupin [6,12,13].
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HO o

Obrézek 2.2 Benzoova kyselina
HO o}

HO OH
OH
Obrazek 2.4 Gallovad kyselina

OH

Obrazek 2.3 trans-skiocova kyselina

OH

HO
Obrazek 2.5 p-kumarovéa kyselina

NejcastjSim derivatem benzoové kyseliny (Obr. 2.2) je @&l kyselina (Obr. 2.4)
neboli 3,4,5-hydroxybenzoova. Ta se do vinatasdjji dostava ze semen bobuli a
Z trapin, popipact se miZze louhovat z dubovych swd(hlavre novych) khem
fermentaceCasty je i jeji dimer egallova kyselina. Ma anticidi, adstringentni a
antimikrobialni @inky, proto bylo vino #ive pouzivano na desinfekci ran [6,14].

U derivati kyseliny skaicové (Obr. 2.3) se nejvice setkavame s kyselinou
kumarovou (Obr. 2.5) a kavovou (Obr. 2.6). ddaiEjSim esterem kyseliny kadvové je
kyselina chlorogenova (Obr. 2.7). Kavova kyseliaadgké meziproduktemiipsyntéze
kyseliny ferulové a slouzi jako stavebni sloZzkaniig, ktery najdeme v bgtnych
sttnach devin. Kumarova kyselina existuje vieth izomernich formach a diky své
antioxid&ni aktivit¢ snizuje riziko rakoviny [6,12].

Celkovy obsah kyselin zavisi na @dé a na zjfisobu zpracovani vinné révy.

0
HO,, OH
O : o)
X OH Ho N o =
HO OH OH
OH OH

Obrazek 2.6 Kavova kyselina Obrazek 2.7 Chlorogarkyselina
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2.2.2 Flavonoidy

Tato skupina latek patmezi polyfenoly spolu se skupinou taiitkteré maji 3 a vice
fenolovych jednotek. Flavonoidy jsou znamé pro awtoxidani inky, takze mohou
snizovat riziko ®kterych forem rakoviny, kardiovaskularnich onem#gna vyskytu
mrtvice. Nachazi se ve vSech tkanich vySSich roddlito hlave ve vakuolach.
Zastoupeni flavonoidv rostling je druhow specifické. U Ziveichu se vyskytuji pouze
vyjimeéné nagiklad u motyh, kdy se jedna spiSe o akumulaci latek po pozZestlimg.
Mezi hlavni skupiny flavonoitl pati flavanoly, flavanony, flavony, flavonoly,
anthokyanidiny a izoflavonoidy. Vifgfodk se vyskytuji nejastji vazané jako estery,
ale @i vysSich teplotacli v kyselém prosedi dochazi k jejicltast&éné hydrolyze,
proto je ve vig vysSi podil volnych flavonoid[6,10,12].

Mezi nefastjsi flavonoly pati kvercetin (Obr. 2.8), ktery se nachazi ve slupkac
bobuli a slouzi jako ochranatgal poSkozenim ultrafialovym nim. Cim vice je
rostlina vystavena sluteimu swtlu, tim vice kvercetinu vytwéd Kvercetin je schopen
reagovat s anthokyany za vzniku stagjgich slodenin s intenziv§Sim zabarvenim.
Kvercetin samotny je zbarveny ZutDalSim velmi BZnym rostlinnym flavonolem je
rutin. Ten je vyuZivan ve farmaceutickémumpryslu, protoZze sniZuje, ipdevsim
v kombinaci s kyselinou askorbovou, fragilitu a mperbilitu kapilar. Mezi dalSi

flavonoly hojré obsazené ve vépati kaempferol a myricetin [10,12,14].

Obrazek 2.8 Kvercetin

Flavanoly jsou zastoupeny zejména katechiny, tedyedhinem (Obr. 2.9),
epikatechinem a epigallokatechinentedevsim ony jsou zodpéiné za kyselou az
sviravou chd vina, protoze tvid komplexy s taniny¢i jsou sami stavebnimi slozkami
tiislovin. Cim men3i je molekulovd hmotnost vzniklé slenminy, tim je chti

intenzivrejsi, jelikoZ lépe reaguje s ctmvymi buikami. Katechiny jsou pro viita
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velmi dilezité, protoze dle jejich obsahu ve ¥ilze ukit rozsah extrakce ze semen
bobuli. Jejich obsah ve zralejSich hroznech ki&6alp,15].

Obrazek 2.9 (+)-katechin

ML\

Apigenin (Obr. 2.10) a luteolin patmezi flavony. Jsou to Zluta barvivasdme
zastoupena ve vysSich rostlinach. Flavanony, ksené silnymi antioxidanty, se hajn
vyskytuji v citrusovych plodech. Jejich typickymsndpcem je nafklad naringenin
(Obr. 2.11) [10,12].

OH O OH O

Obrazek 2.10 Apigenin Obrazek 2.11 Naringenin

Anthokyanidiny jsou aglykony twéci zakladcervenych, modrych a fialovych barev
kvétu a plodi. V prirodk se vyskytuji pedevsSim ve formglykosidi a vyznama urcu;ji
vyslednou barvu hrozn Ta krong jejich koncentrace zavisi i na pH daného (remit
(vakuolarnich ®av), které vyrazé ovliviiuje zbarveni anthokya&n DuleZity je
piedevsim p&et volnych hydroxylovych skupin, které igobi modré zabarveni, a
pocet methylovych skupin zodpégnych zacervenou barvu. Protoze vino ma pH
ponerné nizké, ¥tSina €chto slodenin je gitomna ve svéervené form. S vyzralosti
hrozm stoupda i podil glykositl avSak u fezralych hrozh jejich obsah oft klesa.
N¢kdy je barva ovlivena i gitomnosti kow, které mohou s anthokyanidiny tito
raizné komplexy. Jako monoglykosidy se vyskytuji cédfin, petunidin, malvidin a
peonidin. Aby se tyto latky dostaly i do vyslednghmoduktu je nutné hiky slupek
bobuli, kde je jich nejviceuitladre rozrusit [6,10,14].
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2.2.3 Stilbeny

Tyto latky jsou biogeneticky ffbuzné s flavonoidy, ale maji jednodussi strukturu
odvozenou od 1,2-difenylethylenu. Hamezi nejvice zkoumané latky, co sedy
pozitivnich vlastnosti vina na skoié a koronarni onemogni. Jsou obsazeny
piedevsim ve slupkach bobuli [4].

Nejdilezit¢jSim zastupcem je resveratrol (Obr. 2.12), ktepfitdva izomery. Obsah
této latky v bobulich néstd, jsou-li infikovany plisni nebo je rostlina s&esu. Je to
totiz jedna ze sloZek protiptisvé bariéry vinné révy. &které plisg jsou vSak schopné
tuto bariéru pekonat a poté resveratrol transformovat na oliggmkieré maji také
pros@gsné @inky. USlechtilé plisa (nag. Botrytis cinereq jsou takto vyuzivany
pii vyrobé nékterych druli vin. Bobule napadené timto druhem plise nazyvaji
cibéby. Ty jsou zakladem tokajskych vin, ktera jpalt na resveratrol nejbohatsi. Tento
druh odpo¥di na stres vede k tomu, Z&kitera bil4 vina, ktera jsou vyr&im kvasSenim
vinného mostu bezifiomnosti slupek, kde je resveratrolu nejvice, mohato latku
obsahovat v posmné vysokych koncentracich, pokud byla vyrobena zimkoz
napadenych pligimi. Naproti tomu Wervenych vinech, vyr&nych kvaSenim bobuli i
se slupkami, mohou byt koncentrace resveratrolmivelzké, pokud hrozny dozravaly
v idealnich podminkach a nebyly pksm napadeny. Je tedy obtizné&egem
odhadnout, ktera odlda bude na tuto latku nejbohatSi, protoze vysledtamcentraci
ovliviiuje velké mnozstvi faktér Mezi analogy resveratrolu phat piceatannol
(Obr. 2.13X:i pterostilben [4,14,16].

OH
O N O o
X OH
HO
HO OH

Obrazek 2.12 trans-resveratrol Obrazek 2.13 trans-piceatannol
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Material
3.1.1 Vina:
Tabulka 3.1 Seznam pouzitych vzonkin
Kaéd
vzorku Odruada Producenti (oblast) Rok
cz1 Rulandské modré VUNIUM Velké Pavlovice (Velkopavlovicka) 2008
Cz2 Cabernet Sauvignon Vino Mikulov (Mikulovska) -

_ Templéarské sklepy Cejkovice
Cz3 Cabernet Sauvignon ) 2008
(Velkopavlovicka)

Templéarské sklepy Cejkovice

Cz4 Cabernet Moravia ) -
(Velkopavlovicka)
Cz5 Cabernet Moravia Vinselekt Michlovsky (Velkopavlovicka) 2007
GE®6 Saperavi IE Givi Nikolashvilli BioProduct (Kachetie) 2008
Saperavi o ) ] )
GE7 ) _ Teliani Valley PLC (Kachetie - Tsinandali) 2007
(aged in oak, unfiltered)
GES8 Saperavi Teliani Valley PLC (Kachetie - Napareuli) 2005
GE9 Saperavi Teliani Valley PLC (Kachetie - Mukuzani) 2006
GE10 Saperavi Teliani Valley PLC (Kachetie - Akhasheni) 2004

GE11 Cabernet Sauvignon  Teliani valley PLC (Kachetie — Teliani valley) 2005

3.1.2 Standardy:
od firmy Sigma-Aldrich, USA: kyselina salicylovayselina 3,4-dihydroxybenzoova,
kyselina kavova, kyselina chlorogenova, kyselindas@ra, kyselina p-kumarova,
kyselina m-hyroxybenzoova, kyselina p-hydroxybewZgokyselina trans-skizova,
kyselina vanilova, kyselina ferulovda, kyselina gali, kyselina fluorsalicylova, kyselina
syringova, trans-resveratrol, kvercetin, (-)-epédiin, (-)-katechin, piceatannol,
myricetin, naringenin, kaempferol, apigenin
od firmy Carl Roth GmbH&Co, Bmecko: Rutin, luteolin, luteolin-7-glukosid
od firmy Fluka, USA: sinapova kyselina

3.1.3 Ostatni chemikalie:
hydroxid sodny p. a. (Lach-Ne€R), methanol pro HPLG 99,9% (Sigma-Aldrich,
USA), acetonitril pro LC/MS 99,9% (Fisher ScierdjflUSA),
2,6-di-tert-butyl-4-metylfenol min. 99,9% (Sigmadkich, USA), kyselina
chlorovodikova 35% p. a. (PentéR), kyselina octova 99,8% ledova p. a. (Pe6R),
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diethylether p. a. (Pent&R), ethylalkohol pro UV spektroskopii — 96% (Peri)
3.2 Zafizeni
deionizovana voda pro HPLC, Sci-Aqua, SISVR
vakuovéa odparka Biichi, Rotavapor R-114, Svycarsko
analytické vahy Boeco, dihecko
pH metr Thermo Scientific, USA
pH elektroda Hamilton, Svycarsko
centrifuga Hettich, Micro 20, &necko
centrifuga Hettich, Universal 32 R ¢hecko
Refrigerated CentriVap Concentrator, Labconco, USA
pristroj HPLC:
pumpa: Q-Grad, WatreX,R
kolona s pedklonkou a pedfiltrem: Phemomenex, Kinetex 2,6u PFP, 100A
(150 x 4,6 mm), USA
detektory: SpectraSystem, UV 6000 LP, Thermo FiamjgJSA
FP-920, Jasco, USA
autosampler: Midas, Spark, Nizozemi
termostat: Mistral, Spark, Nizozemi

3.3 Priprava standard

Pripravila jsem si roztoky standard riznych koncentracich dle geby, jak je
uvedeno v Tab. 3.2.
Tabulka 3.2 Roztoky standdrd

koncentrace koncentrace
standard mg-ml* standard mg-ml*

3,4-dihydroxybenzoova kyselina 4 katechin 1
gallova kyselina 4 syringova kyselina 1
m-hydroxybenzoova kyselina 4 rutin 1
epikatechin 4 luteolin-7-glukosid 1
p-hydroxybenzoova kyselina 4 sinapova kyselina 1
fluorsalicylova kyselina 4 kumarova kyselina 1
resveratrol 2 anisova kyselina 1
vanilovéa kyselina 2 myricetin 1
kavova kyselina 2 skoficova kyselina 1
salicylova kyselina 2 kvercetin 1
ferulova kyselina 2 luteolin 1
chlorogenova kyselina 2 naringenin 1
piceatannol 2 kaempferol 1
- - apigenin 1
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Standardy jsem rozpow# v ¢istém methanolu. Vyjimku tud kvercetin, ktery jsem
rozpustila v ethanolu, a luteolin-7-glukosid. 1 neégo latky jsem rozpustila v 90@
methanolu a 100l 0,1 moldm™® hydroxidu sodného.

Nasled® jsem si pipravila sngsny roztok tak, Ze jsem do jedné zkumavky
nepipetovala po 25l standard o koncentraci 4 mg-m] po 50 ul standard
o koncentraci 2 mg-ifla po 100ul standard o koncentraci 1 mg-ml Tento roztok
jsem doplnila metanolem na objem 2 ml a vyslednackatrace zasobniho roztoku
standard byla 50ug-mit. Do vialek jsme pomodedsni methanolem z tohoto roztoku

pripravila kalibrani roztoky o koncentracich 50; 25; 10; 5; 2,5;d,%ug- ml™.

3.4 Extrakce latek z vina

Pred extrakci jsem sitjpravila roztok 2,6-di-tert-butyl-4-metylfenolu akcentraci
0,2 mg-mf rozpugénim v methanolu a roztok viitho standardu, kterym byla
fluorsalicylova kyselina. Tu jsem rozpustila v matblu a #edila na koncentraci
200pg- mi.

K 4,75 ml vzorku vina v extrgki zkumavce jsem fmala 100 pl roztoku
fluorsalicylové kyseliny a 15@l roztoku 2,6-di-tert-butyl-4-metylfenolu, kteryoslZi
jako antioxidant. Pomoci kyseliny chlorovodikovéers upravila pH vzorku na 2.
Zkumavku jsem vlozila do vymrazovaciho koncentrdtoa 2 hodiny, aby se odiia
alkohol. Takto upraveny vzorek jserfiktat extrahovala pomoci 5 ml dietyletheru.
Po kazdé extrakci jsme vzorek nechala 5 minutitstoa 4000 otéek a nasledh
odpipetovala organickou fazi doiky. Tu jsem vysusSila na ratai vakuové odparce.
Bainku s extraktem jsme poté vymyla dvakrat 1 ml dikdtheru a pevedla extrakt
do vialky. Opt jsem provedla vysuSeni tentokrat pomoci proudsikdu Extrakt
ve vialce jsem rozpustila v 0,5 ml roztoku acetahit a vody v poréru 1:1. Roztok
jsme stgila v mikrocentifuze na 3 minutyfpmaximalnich otékadch a odpipetovala

100ul do insertu.

3.5 HPLC analyza
Mobilni faze A byl 0,5% vodny roztok kyseliny octéova mobilni faze B byl
0,5% acetonitrilovy roztok kyseliny octove. Kolomgla zaltivana v termostatu na

teplotu 33 °C a vzorky byly pomoci autosamplerutiiias/any na kolonu v objemech
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5 ¢i 10 ul dle poteby. Analyza probihala gradientovou eluci a tn@laminut. SloZeni
mobilni faze Bhem analyzy uvadi Tab. 3.3.

Tabulka 3.3 Gradient mobilni faze: faze A = 0,5%;CBOH ve vod
faze B = 0,5% CECOOH v acetonitrilu

¢as (min) 0 10 14 25 34 38 48 51 61
koncentace faze A (%) 96 85 79 78 59 0 0 96 96
koncentrace faze B (%) 4 15 21 22 41 100 100 4 4

Pratok mobilni fazecinil 1 ml/min. UV absorpni spektra byla snimana pomoci
diodového pole v oblasti mezi 194 a 500 nm. Vzopak byly kvantifikovany
pii vinovych délkach 260 a 300 nm. Jako dmici informace pro kontrolu identity
u spornych fpadi byla pouzita fluoresceéni detekce, kde vinova délka excitace byla
nastavena na 278 nm a emise na 360 nm. Pro vyhedindat byly pouzity softwary
Clarity, DataApex(CR a EZ-Chrom Elite, ThermoFinnigan, USA.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Ptiprava vzorku

Rozhodla jsem se prakolikanasobnou extrakci vina diethyletherem pedghozi
Gpraw pH, popsanou v [17], protoze teoreticky jsem scldofuto metodou extrahovat
z vina viceiznorodych latek a i ve studii [18] se tato extralkézala jako vyhodijsi.
Pro gipadnou analyzu &Siho mnozstvi vzork by vSak bylo mozné vyzkouSet i
extrakci na pevné fazi (SPE) pomoci kodméch kolonek [15,18].

4.2 Optimalizace HPLC analyzy

Pii optimalizaci metody jsem vychazela z¢anki zantrenych na podobnou
analyzu. Nejprve jsem zkusila provézt analyzu niarkood firmy Phenomenex, USA
typu Kinetex XB — C18, 100A (150 x 4,6 mm), protdiato typ kolon byl pouzivan
negasgji [13,15,18]. Ri pokusnych mtenich s pouzitim mobilni faze zaloZzené
na gradientu voda (polarni faze, A) a acetonitriigénickd faze, B) a modifikované
piidavkem 0,1 %, 0,5 %, 1 % objemovych kyseliny oétgsem nedoséhla optimalni
separace zvolenych latek, jak ukazuje Obr. 4.1.zlepSeni separace nedoslo ani
po zmenach teplot kolony, které jsem testovala vrozs@®u- 35 °C po 2 °C.
Po gechodu na typ kolony Kinetex 2,6u PFP, 100A (150,&« mm) jsem uiila jako
optimalni teplotu kolony 33 °C, Upravu kyselostibitoi faze gidavkem 0,5 % wv
kyseliny octové a gradient dle Tab. 3.3. Zghto podminek dochazelo kiiané
separaci fedevsSim fenolickych kyselin a stilbien U flavonoidi dochazelo
pii optimalizaci vlivem zvySovani kyselosti mobilrdzZe k rozmyvéani pitk Stavajici
mobilni faze a tim i obsah octové kyseliny jsou koomisem mezi &innosti separace
fenolickych kyselin a flavonoid proto nebylo u &kterych flavonoid dosazeno
idealniho tvaru pik Pro zlepSeni separace by bylo nutné &bizdtandardy alespo
na dv¥ skupiny a upravovat sloZzeni mobilni faze pro kazdwola¥d. Cilem vSak bylo
separovat f) jedné analyze co nejvice latek.
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Obrazek 4.1 Porovnani HPLC chromatogiiamzorku vina CZ5 natznych kolonach
pro vinové délky 260 nmcérné/fialovd) a 300 nmcérvené). Podminky separace:
teplota 33 °C, mobilni faze A: voda, mobilni fazedsetonitril, obsah kyseliny octové
0,5 % vv v kazdé fazi, gradient viz Tab. 3.3

4.3 Obsah fenolickych latek v ¢ervenych vinech

Identifikace latek ve vzorcich probihala pomocivedni s absokmimi spektry a
retertnimi ¢asy standar (Obr 4.3). Pehled absorfnich spekter standarde uveden
v prilohach. Pro sestaveni kalibrach Kivek byla pouzita data naffena pomoci
roztoku standaiid o miznych koncentracich (Obr. 4.2). Vybrané latky bgphakovag
kalibrovany, tedy kyselina chlorogenova, luteoligdidkosid, piceatannol, myricetin,
resveratrol, kyselina fluorosalicylova, kvervcetimteolin, kyselina salicylova, kyselina
p-hyhroxybenzoova, kyselina kumarova a kyselina@ra. Kvantifikace jednotlivych
latek byla provedenafipriznych vinovych délkach s ohledem na jejich ab&woirp
maxima a pipadny vliv okolni ¢4st&na koeluce, nejvice patrna u kyseliny iskové a
resveratrolu). B kalibraci flavonoidi nebyla odezva signalu na zvysujici se koncentraci
linearni, proto byla pro sestaveni kalimakiivky pouzita polynomicka regrese, ktera
popisovala zavislost odezvy na koncentraci velmbido- R > 0,999 (Tab. 4.1).
Nelinearita byla zfisobena patéhrozmyvanim pik pri vysSich koncentracich.
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Obréazek 4.2 HPLC chromatogram standaml koncentraci 25ug-mil*. Podminky
separace: teplota 33 °C, mobilni faze A: voda, mokéze B: acetonitril, obsah

kyseliny octové 0,5 % vv v kazdé fazi, gradient Vab. 3.3

Cislovani pik: 1 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, 2 gallova kisgl 3 p-hydroxybenzoova kyselina,

4 m-hyroxybenzoova kyselina, 5 (-)-katechin, 6 obdenova kyselina, 7 vanilova kyselina, 8 kavova
kyselina, 9 epikatechin, 10 syringova kyselina, shlicylova kyselina, 12 rutin, 13 ferulova kyselina

14 sinapova kyselina, 15 koumarova Kkyselina, 16edlin-7-glukosid, 17 anisova kyselina,

18 piceatannol, 19 fluorsalicylovd kyselina, 20 iogtin, 21 skeicova kyselina, 22 resveratrol,

23 kvercetin, 24 luteolin, 25 naringenin, 26 kaeenpf, 27 apigenin.
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- | - standardy

A K \Mh \ ﬁm o ¥ ﬂ

5 10 15 20 25 30 35

10

0

Tire frin]
Obrézek 4.3 Srovnani HPLC chromatogtastandard a vzorku vina GE11 pro vinové
déelky 260 nm dernd/modra) a 300 nnddrvena/oranzova). Podminky separace: teplota
33 °C, mobilni faze A: voda, mobilni faze B: acdtidln obsah kyseliny octové
0,5 % vv v kazdé fazi, gradient viz Tab. 3.3
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Tabulka 4.1 Regresni rovnice &jednotlivych standard

standard regresni rovnice R’
3,4-dihydroxybenzoova kyselina y = 40,152x - 94,307 0,9981
gallova kyselina y = 6,5836x - 12,097 0,9990
m-hydroxybenzoova kyselina y =62,677x - 100,01 0,9992
katechin y = 0,0024x° + 1,5331x - 3,618 0,9991
chlorogenova kyselina y = 0,0263%° + 17,849x - 22,01 1,0000
p-hydroxybenzoova kyselina y =62,501x 0,9994
vanilovéa kyselina y =43,407x - 63,389 0,9992
kavova kyselina y = 55,455x - 206,26 0,9968
epikatechin y = 2,4629x - 2,9355 0,9993
syringova kyselina y = 25,884x - 40,575 0,9991
salicylova kyselina y = 15,275x - 9,9396 0,9998
rutin y = 18,202x - 40,333 0,9985
ferulova kyselina y = 56,528x - 89,829 0,9992
luteolin-7-glukosid y =24,912x - 42,913 0,9988
sinapova kyselina y = 38,338x - 63,667 0,9992
kumarova kyselina y =16,138x - 1,5724 0,9999
anisova kyselina y =54,251x + 121,38 0,9969
piceatannol y = 48,694x - 79,046 0,9994
fluorosalicylova kyselina y = 13,981x - 20,406 0,9996
myricetin y= 0,0232x* + 9,6822x - 48,008 0,9996
skoficova kyselina y =57,41x 0,9993
resveratrol y =74,313x + 42,819 0,9993
kvercetin y = 0,0349%” + 27,792x - 59,012 0,9998
luteolin y = 0,0196x° + 29,736x - 58,98 0,9997
naringenin y = 25,571x - 40,802 0,9992
kaempferol y = 34,225x - 70,618 0,9988
apigenin y =45,162x - 91,816 0,9991

Vysledky ziskané pomoci regresnich rovnic byly eds prepaiitany pomoci
koeficienti, které korelovaly chyby ve vysledcich vzniklgi gpracovani vzorku.
Koeficienty byly vypd@itany na zékla#l ztrat vnitniho standardu, tedy fluorsalicylové
kyseliny, v jednotlivych vzorcich. Jejitgdpokladany obsah ve vzorku byl 40 rifg:|
Vypocitany obsah v jednotlivych vzorcich pak shrnuje.aB.

Tabulka 4.2 Obsah kyseliny fluorsalicylové ve vaowna

|  vzorek | Cz1 Cz2 Cz3 Cz4 CzZ5 GE6 GE7 GE8 GE9 GE10 GE11 |
fluorosalicylova
kyselina | 2338 28,27 28,95 2840 24,23 28,95 22,97 30,09 2346 26,83 32,69
mg- I
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Tabulka 4.3 Obsah fenolickych kyselin ve vzorciéfaw mg-t

3,4-dihydroxybenzoova gallova m-hydroxybenzoova chlorogenova p-hydroxybenzoova

vzorek kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina
Cz1 12,06 14,71 3,08 ND ND
Cz2 4,88 18,23 2,97 ND ND
Cz3 6,91 12,89 1,76 ND ND
Cz4 0,80 16,98 2,38 ND ND
Cz5 3,15 16,71 2,68 ND 0,05
GE6 9,68 17,62 2,33 ND ND
GE7 5,46 18,83 2,25 4,14 ND
GE8 3,99 9,25 ND? 2,16 ND
GE9 2,57 14,12 2,17 ND ND
GE10 5,86 11,40 1,96 ND 0,16
GE11 4,61 22,96 1,69 ND 0,06

vanilovd  kavova syringova salicylovd ferulovd sinapova kumarovda  skoficova

vzorek kyselina  kyselina kyselina  kyselina kyselina  kyselina kyselina kyselina
Cz1 12,87 18,19 12,75 15,92 2,46 0,82 ND ND
Cz2 7,99 28,98 9,36 19,60 1,57 0,78 0,45 0,02
Cz3 5,04 6,11 5,41 9,54 1,01 0,60 ND ND
Cz4 8,23 9,75 9,92 15,62 1,73 0,63 0,32 0,01
Cz5 7,95 8,58 14,46 19,34 0,67 1,22 2,33 ND
GEG6 13,15 15,50 11,01 19,70 0,79 ND ND ND
GE7 8,88 11,63 13,01 29,07 ND ND ND ND
GES8 5,37 4,47 10,42 11,29 0,96 0,69 1,18 ND
GE9 7,76 22,93 11,28 27,23 1,53 ND ND ND
GE10 5,94 9,20 8,55 18,24 0,90 ND ND ND
GE11 5,08 10,09 8,72 9,25 1,36 ND ND ND

2 ND = nedetekovano

Dle Tab. 4.3 byla nejbohatSi na fenolické kyseliripa Cabernet Sauvignon
z Mikulova (CZ2) a nefiltrované Saperavi (GEDproti tomu Cabernet Sauvignon
z Velkopavlovické oblasti (CZ3) obsahoval kyseliegjméré. NejvySSi koncentrace
kyseliny gallové byla zji$ha u vzorku Cabernetu Sauvignon, pochazejiciholiariie
valley (GE11). Toto vino zraje v dubovych sudeéligzenych z Francie [19], coZ bude
pravdspodobré hlavni divod jejiho vy3$siho obsahu. Ostatni ity zCech i Gruzie
obsahuji srovnatelné mnozstvi této kyseliny. Provrsani, ve vinech gstovanych
v Thajsku byly nalezeny podobné koncentrace tétselkyy a nejvysSi koncentrace
okolo 25 mg-t byly v odiidé Barbera [20]. B analyze vin z Kanarskych ostiobyly
v ¢ervenych vinech zji8hy vySSi koncentrace nez v naSich vzorcich, aldémbvirg
dosahovaly pouze 0,54 mg-[17]. Z hydroxybenzoovych kyselin se ve vzorcich
nachazelo nejvice kyseliny 3,4-dihydroxybenzoowsekina m-hydroxybenzoova se

vyskytovala v koncentracich menSich a p-hydroxybema kyselina byla nalezena
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pouze veitch vzorcich ve stopovém mnozstvi. NejbohatSi t@ Kyseliny pak byla
odrmida Rulandského modrého (CZ1). Vanilové kyseliny ablosvala vina &sSinou
priblizn¢ srovnatelné koncentrace. Nejvice této kyselinyobyke vi Saperavi
z biovinastvi Givi Nikolashvili (GE6) a v Rulandském modré(€z1) a to az
dvojnasobné mnozstvi nez v ostatnich vinech. Kyaselkdvova se ve vysokeé
koncentraci nachazi v Cabernetu Sauvignon z Mikuld€Z2), dokonce dtkrat
pievySuje obsah, ktery je ve stejné {ailr z Cejkovic (CZ3). Nejméa syringové
kyseliny obsahuje Saperavi z oblasti Napareuli (GE®to vino vSak obsahuje ester
kyseliny kadvové a to kyselinu chlorogenovou. Taabyetekovana pouze ve dvou
vzorcich, krond uvedeného je8tv nefiltrovaném Saperavi (GE7). Ve vSech vzoraeh
nachézela i kyselina syringova. Koncenirarozdily byly celko¢ mér¢ vyznamné. Jeji
nejnizsi koncentraci jsem néfila v Cabernetu SauvignonCejkovic (CZ3), zatimco
nejvySsSi hodnoty a to az trojnasobné obsahoval @ahe Moravia z vingstvi
Michlovsky (CZ5). Salicylova kyselina se nachazi v&ech vzorcich v relati¥n
vysokych koncentracich. Co se&¢yodid, nejbohatSi je obe&rSaperavi, u Cabernetu
Sauvignon je vino z Mikulova (CZ2) dvakrat bohat&? ostatni vina této adty.
Zajimavé je porovnani s thajskymi viny, ve ktergehkyselina salicylova vyskytovala
v nizkych koncentracich maximé&lmokolo 1 mg-f [20]. Kyselina ferulova byla
ve v3ech vzorcich v patmé nizkych koncentracicteska vina ji obsahovala nepétrn
vétSi mnozstvi nez gruzinskd. Kyseliny kumarovd amiva se nachazely v malém
mnoZstvi spiSe weskych vinech a to nejvice v Cabernetu Moravia narsivi
Michlovsky (CZ5). Kumarova kyselina byla nelezena wysSich koncentracich az
26 mg-I" vodfidé Shiraz pstované v Thajsku [20]. Kyselina anisovd nebyla
detekovana v Zzddném vzorku. Kyselina isémva se vyskytovala v zanedbatelném
mnozstvi pouze ve dvou vzorciagteskych vin. Jeji nizké koncentrace ve vSech
odrmidach dokazuje i analyza thajskych vin, u kterycbykee asi v polovid vzorki

detekovana [20].



-28-

Tabulka 4.4 Obsah flavondia stilberi ve vzorcich vina v mg*l

vzorek katechin  epikatechin  piceatannol myricetin  resveratrol
Ccz1 ND? ND 2,10 3,54 13,33
Cz2 56,49 35,93 1,58 3,60 10,44
Cz3 13,36 512 0,94 1,40 2,88
Cz4 32,07 12,98 1,29 4,66 5,02
Cz5 35,58 18,57 1,52 4,88 6,89
GE6 6,82 1,13 1,16 1,39 3,86
GE7 34,62 12,02 1,33 18,19 8,06
GES8 14,53 22,17 0,84 5,30 1,33
GE9 33,73 14,62 0,77 ND 4,82
GE10 ND ND 1,44 5,27 0,79
GE11 13,64 1,22 0,56 4,09 1,33
vzorek kvercetin luteolin naringenin  kaempferol apigenin
Ccz1 2,01 ND 0,91 0,75 ND
Cz2 0,92 ND ND ND ND
Cz3 0,70 ND ND ND ND
Cz4 2,74 ND ND ND ND
Cz5 2,61 ND ND 0,93 ND
GE6 12,50 ND 1,10 0,99 ND
GE7 15,01 ND ND 2,32 0,89
GES8 7,25 0,67 ND 1,04 0,68
GE9 10,80 ND 1,03 1,71 0,89
GE10 4,35 ND 14,22 0,75 0,77
GE11 5,73 0,69 8,76 0,98 0,56

aND = nedetekovano

Tab. 4.4 ukazuje, Ze na resveratrol byla obdwvhatSi¢ceska vina a nejvice ho
bylo v Rulandském modrém (CZ1). V gruzinskych vinebyl obsah nizsi az
na nefiltrované Saperavi (GE7), které bylo obsgherovnatelné geskymi. Cabernet
Sauvignon z Mikulova (CZ2) obsahoval &ygiikrat vice resveratrolu nez stejna adi
z Cejkovic (CZ3). Podobh nizké koncentrace byly nalezeny u téZeadgrpsstované
v Brazilii [16] & v Mad’arsku a to kolem 3 mg*[21]. Nizké aZ stopové koncentrace
resveratrolu byly nalezeny dervenych thajskych vinech, v bilych vinech nebyl
resveratrol detekovan [20]. Totde zn&it, Ze ¢eské vinice vice trpi na chorohy,jsou
rostliny kthem Kistu vice vystaveny stresu. Resveratrol je totiZckgpm fytoalexinem
[4]. Piceatannol, metabolit resveratrolu, je palsaien ve vinech v mnohem nizSich
koncentracich nez resveratrol, ale i jeho je vicéeskych vinech a nejvice
v Rulandském modrém (CZ1).

Kvercetin je vyznam&ji zastoupen v gruzinskych vinech a togkalikanasobném

mnozstvi. V nefiltrovaném Saperavi (GE7) a Saperaviovindstvi Givi Nikolashvili
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(GE6) je koncentrace kvercetinu nejvysSi. Tentadilope dan nejspiSe klimatickymi
podminkami, ve kterych se nachazi vinice, protgzgruzinské jsou vice vystaveny
slunci a kvercetin je jedna z latek, ktera chramblle ged UV z&enim [14]. DalSim
davodem bude asi postup zpracovani. D4 spokladat, Ze je pro tato @wina
odliSny a do konthého produktu se pak dostane vice flavomoikteré se obeeén
nachazeji nejvice ve slupkach bobuli [6]. Viratpvana v Chorvatsku maji maximaéln
polovicni obsah kvercetinu, nez seaprné nachézi v gruzinskych vinech [11], stejn
je tomu u vin pstovanych v Mdarsku [21].

Katechin a epikatechin se nachazi v nejvysSich éwmnacich v Cabernetu
Sauvignon z Mikulova (CZ2). V Rulandském modrém [z Saperavi z oblasti
Akhasheni (GE10) v8ak nebyla obsaZzena ani jednaclzta latek. Mizeme tedy
piedpokladat, Ze se tato vina budou liSit chuti, gzetbudou obsahovat rozdilné
mnoZstvi tanif. Jednou cestou jejich vzniku je totiz kondenzadaeahol [6]. Déale si
muzeme vsimnout, Ze obsahuje-li vino vysSi koncenjesiné z &chto latek, je i druha
piitomna ve vyznamné koncentraci. To bylo Zjiét také v analyzach chorvatskych vin,
kde &m je vy3si obsah katechinu (aZ 138 rijy-tim vy33i je koncentrace epikatechinu
[11]. Stejny trend dokazuje i analyza brazilskycim,vu nich je v3ak maximalni
koncentrace katechinu 35 mg-[16]. V bilych thajskych vinech nebyl epikatechin
detekovan a katechin se nachazel v zanedbatelrgratektracich [20]. Tento jeviihe
byt dan faktem, Ze katechin a epikatechin jsodrsksurre velmi blizké [10].

Rutin a luteolin-7-glukosid nebyly ve vzorcich deieany vibec a luteolin byl
piitomen pouze ve dvou vinech v malém mnozZstvi. Apigese nachazel pouze
v gruzinskych vinech a to v nizkych koncentracigaringenin byl ve $tSin¢ vzorka
obtizre detekovatelny, ale v Saperavi z oblasti Akhash@E10) a v Cabernetu
Sauvignon z Kachetie (GE11) byl jeho obsah gpawhvysoky. Koncentrace myricetinu
se tendi ve vSech vzorcich vyskytovaly velmi nizké, pouzeefiltrovaném Saperavi
(GE7) byla jeho koncentrace mnohonasobyssi. Kaempferol se ve wWimachazel

v nizkych koncentracich, obecho bylo vice v gruzinskych vinech.

4.4 Statistické vyhodnoceni vysladk
Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno metoddo@roznérnych statistickych

analyz - metodou hlavnich komponent (PCA) a shlokioanalyzou. Vypé&et a viastni
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analyza byla provedena pomoci programu STATISTIAQA(8tatSoft, Inc., OK, USA).
Pfi zadavani dat jsmer@dem eliminovali chyby tim, Ze jsme do statistilgzahrnuli
latky ve vzorcich se nevyskytujigilatky pritomné pouze vedch a méévzorcich.

Z vysledki analyzy hlavnich komponent (PCA) je patrné, Zezéklad obsahu
meienych latek je mozné rozlisSit vina do dvou skup®bi( 4.4). Jednu t¥o vina
z Gruzie a druhou vina @R. Score plot (Obr. 4.5) ukazuje, rozdily v koncacich
latek, které se na separaci obou skupin podilgyiymeamrEji. Nejvyznamujsi latky
jsou pak ty, které se blizi ose faktoru 1 a majvé&isi vzdalenost od igdu, tedy bodu
{0.0, 0.0}. Latky zastoupené ve¢tgich koncentracich ve vinech z Gruzie jsou pak
myricetin, kvercetin, naringenin, kaempferol a &pig, tedy obechflavonoidy krong
skupiny flavanal. Obsah flavandl spolu se stilbeny a sinapovou kyselinou je dle
analyzy vyznamgsi u ceskych vin. Mezi latky, které k separaci obou skypispivaji
nejmér, pati 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, salicylova kysali syringova
kyselina, vanilova kyselina a gallova kyselina. Lieely fici, Ze odéda, podminky
kultivace a zfisob zpracovani nemaji az na vyjimky vyznamny vlig@ obsah
fenolickych kyselin ve vi&i Flavonoidy obsazené v gruzinskych vinech souvisej
hlavné s barevnosti hrozina jejich ochranouied UV z&enim [14]. Flavanoly ovliiuji
piedevsSim chtové vlastnosti vina a jejich obsah je oviwnvyzralosti hroza.
Zpusobuji trpkou chtl hrozmi, coZz nmize byt i jeden z obranych mechanismnostliny
[6]. Lze tedy pedpokladat, Ze slutiegjSi vinice a delSi vegetai obdobi, které nabizi
Gruzie, jsou pedpoklademé&chto odliSnosti. Stilbeny jsou pak produkovany, Xk
rostlina ve stresu a to zejména, je-li napadersaptii [4]. Je tedy moZné, Ze mnohaleta
produkce vina na asitige vice zamienych vinicich vedla k vysSSi produkaichto
obrannych latek ve vinné révTuto skuténost by bylo zajimavé sledovat také utabir
¢eskych bilych vin. Kde by pak bylo prajmbdobné, Ze by iips odliSny zfisob
zpracovani byla koncentrace stilliere vysledném produktu vysoka.

Z Obr. 4.4 je ,ejmé, Ze Cabernet Sauvignon z Mikulova (CZ2) seicejodliSuje
od ¢eskych vin a po porovnani vysledje za to nejvice zodpéuna kyselina kavova a
dale katechin a epikatechin. Déle jsou si dle PQdizakb Rulandské modré (CZ1) a
Cabernet Moravia Zejkovic (CZ4) a také Cabernet Sauvignolejkovic (CZ3)
s Cabernetem Moravia z vifstvi Michlovsky (CZ5). Ve skupihgruzinskych vin se
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na PCA diagramu nejvice odliSuje Saperavi z biagitva Givi Nikolashvili (GE6) a
nasleds i Cabernet Sauvignon (GE11) od ostatnich Saperavi.

Shlukova analyza (Obr. 4.6), ktera se liSi od PGRlgy zmisobem vypotu
podobnosti, roztila vina do dvou hlavnich skupin. D& 8ei, Ze jednu tvli opst vina
¢eska a druhou gruzinska. Vyjimku tv&abernet Sauvignon z Mikulova (CZ2), ktery
se odchyloval i na PCA diagramu, a Saperavi z tibldapareuli (GES8), které bylo
tentokrat pirazeno spiSe &eskym virmm. DalSi odliSnost je vifbuznosti odid
ceskych vin, ktera tentokrat vysl&tsi mezi Cabernety MoravidCZ4 a CZ5)a dale
mezi Rulanskym modrym (CZ1) a Cabernet Sauvignonémjkovic (CZ3).

PCA analyza a sjednou vyjimkou také shlukova aaaljozdlily vzorky vin
na dw hlavni skupiny a to podle oblastégtovani. Vliv odédy tedy prokazan nebyl.
Pouze odidy Cabernetu Moravia (CZ4 a CZ5)¢éln podle pouzitych analyz
nejpodobujSi obsah fenolickych latek.

Faktor 2: 1B27%

-6 -5 -4 -3 -2 -1 u] 1 2 3 4 #] 4] T
Faktor 1: 30.18%

Obrazek 4.4 Analyza hlavnich komponent (PCA) —diagkomponentniho skore

Cervena elipsa vymezuje gruzinska vina a modrasatgské vzorky
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Obrazek 4.5 Score plot (PCA analyza)

Vyswétlivky: negitelné kyseliny na ose faktoru jedna jsou vlevodlym syringova a vpravo kyselina
salicylovd, neitelné kyseliny vprvnim kvadrantu jsou vlevo kysal kavovd a vpravo
m-hydroxybenzoova
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I
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GES8
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GES
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6 7 8 9 10
shlukovaci vzdalenost

Obrazek 4.6 Shlukova analyza (dendrogram) - shi@kbyomoci Wardovy metody,
euklidovské vzdalenosti
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5. Zavér

Podd&ilo se vyvinout a optimalizovat metodu pro HPLCerd& je schopna
separovat 27 zvolenych andlytu kterych byl pedpoklad jejich zdravi proggnych
vlastnosti.

Z vysledki a nésled&é i z viceroznérnych statistickych analyz vyplyvaji rozdily
mezi ceskymi a gruzinskymi viny. Hlavnimi latkami zodgdmymi za tyto odliSnosti
jsou stilbeny a flavonoidy. Nejvyznarjai jsou pak kvercetin a resveratrol.
Neprokazala se vSak podobnost u stejnyclicbdinné révy. Tyto skutmosti by bylo
vhodné potvrdit hlavh analyzou ¥tSiho mnoZstvi vzork stejnych odid z miznych
oblasti.

Pro dalsi analyzy v ramci projektu ,Sledovani dsigr révy vinné na zaklad
produkce zdravi progpnych latek” se pro zlepSeni citlivosti detektedpoklada vyvoj
metody pro GC-MS, a dale pak vyuziti vyslédgro zhodnoceni souvislosti mezi

antioxid&ni a protizagtlivou aktivitou vina a jeho sloZzenim.



-34 -

6. Literatura

. Johnson, H.; Robinsonova, &wtovy atlas vina2. upravené vydani Hong Kong,
Knizni klub 2009

. Samanek, M.; Urbanova, ZPit ¢i nepit? Piti vina a srd@i infarkt. 1. vydani
Praha, Radix 2003

. Harmatha, J.Vino jako Iék, v progmach casu a ¥domosti Dostupné z URL:
<http://'www.majgemer.sk/images/stories/zdravie/\im_jako lek.pdf>
[cit. 22.4.2012]

. Harmatha, J.: Kvalita vina z pohledu chemika a seli@ra. In:Sbornik konference
- Vino jako multikulturni fenomé@lomouc: Filozoficka fakulta UP, vydani na CD,
2009

. Harmatha, J.: Chemické faktory ouljici chu’ a I&€ivy ucinek vina. In:Sbornik
konference - Vino jako multikulturni fenomé&iomouc: Filozoficka fakulta UP,
vydani on-line, 2010. Dostupné z URL:
<http://www.upol.cz/fileadmin/user_upload/FF-katgtae/Vino_2010.pdf>

[cit. 22.4.2012]

. Farkas, J.Technologie a biochemie vina. p‘epracované a dopiné vydani Praha,
SNTL/Alfa 1980

. Narodni vinaské centrum:Vina z Moravy vina €ech. Dostupné z URL:
<http://www.wineofczechrepublic.cz/> [cit. 22.4.Z)1

. Kucera, T.: Vindstvi v Gruzii vstava z popelaidé a zerd 09 96-103 (2011)
. Georgian Wine Import: Georgian  Vineyards. Dostupné z URL:

<http://www.gwineimports.com/index.php?option=comntent&view=article&id=
57&Itemid=71> [cit. 22.4.2012]

10.Pascual-Teresa, S.; Moreno, A. D.; Garcia-Vigu€rafFlavanols and anthocyanins

in cardiovascular health: A review of current evide. International Journal of
Molecular Science%l, 1679-1703 (2010)

11.Seruga, M.; Novak, |.; Jakobek, L.. Determinatioh pmlyphenols content and

antioxidant activity of some red wines by differ@ahpulse voltametry, HPLC and
spectrophotometric methodsood Chemistryi24, 1208-1216 (2011)

12.Trna, J.; Téborska, E.Prirodni polyfenolové antioxidantyDostupné z URL:

<http://www.med.muni.cz/biochem/seminare/prirantithe [cit. 22.4.2012]



-35 -

13.Robbins, J. R.; Bean, S. R.: Development of a qiaive high-performance liquid
chromatography—photodiode array detection measurersgstem for phenolic
acids.Journal of Chromatography 2038 97-105 (2004)

14.Calwineries Inc.: Wine and health.  Dostupné z URL:
<http://www.calwineries.com/learn/wine-and-healfbit. 22.4.2012]

15.Fortes Gris, E.; Mattivi, F.; Ferreira, E. A.; Visek, U.; Curi Pedrosa, R.;
Bordignon-Luiz, M. T.: Proanthocyanidin profile arshtioxidant capacity of
BrazilianVitis viniferared winesFood Chemistry126, 213—-220 (2011)

16.Lucena, A. P. S.; Nascimento, R. J. B.; MacielAJC.; Tavares, J. X.; Barbosa-
Filho, J. M.; Oliveira, E. J.: Antioxidant activitgnd phenolic content of selected
Brazilian winesJournal of Food Composition and Analy&i% 30-36 (2010)

17.Rodriguez-Delgado, M. A.; Malovana, S.; Pérez, J. Borgis, T.; Garcia
Montelongo, F.J.: Separation of phenolic compoubgsigh-performance liquid
chromatography with absorbance and fluorimetric ec®n. Journal of
Chromatography A12 249-257 (2001)

18.Malovana, S.; Garcia Montelongo, F. J.; Pérez,.;JRBdriguez-Delgado, M. A.:
Optimisation of sample preparation for the deteation of transresveratrol and
other polyphenolic compounds in wines by high penance liquid
chromatographyAnalytica Chimica Actd28 245-253 (2001)

19.Teliany valley: Wines. Dostupné z URL:
<http://www.telianivalley.com/index.php?option=cotalianiwines&view=winewin
eslist&param=red_type&subcat=1&Itemid=8&lang=eni.[6.5.2012]

20.Woraratphoka, J.; Intarapichet, K.-O.; Indrapichae Phenolic compounds and
antioxidative properties of selected wines from tiwtheast of Thailand-ood
Chemistryl04, 1485-1490 (2007)

21.Pour Nikfardjam, M. S.; L&szlo, M.; Avar, P.; Fgl M.; Ohmacht, R.:
Polyphenols, anthocyanins, and trans-resveratroedgwines from the Hungarian
Villany region. Food Chemistry 98, 453-462 (2006)



PFilohy

Absorgni spektra standaitd

sdazeno dle retmichc¢adl standard

1. kyselina 3,4-dihydroxybenzoova

100 Lambda Max

(o]
o~
o~

259

50

293

-50

240 260 280 300

2. kyselina gallova

100 Lambda Max

[=2]
N
o~

50

275

-50

240 260

280 300

O
HO
CHjy
HO
HO O
HO OH

OH



3. kyselina p-hydroxybenzoova

Lambda Max <
400 10
300 O
1o E
200 ~ CH3
HO
100
0
240 260 280
. nm
4. kyselina m-hydroxybenzoova
Lambda Max
200 =
i - (@]
N HO
100 CH3
0
220 240 260 280
nm
5. katechin
Lambda Max
100 2
HO O \\\\\
50 "
2
OH
0 OH

220 240 260



6. kyselina chlorogenova

Lambda Max
150
[Te)
N
o
o
o
100 o
50
0
250 300 350 400
nm
O\
OH
HO .,
HOY"

OIIII-

o)
o) =
H OH
OH

7. kyselina vanilova

200 Lambda Max
o
© ©
150 ~ o
N
100 P
o~
50
0

220 240 260 280 300 320

OCHj

OH



8. kyselina kavova

Lambda Max
200 o
o
o (@]
X OH
100
HO
OH
0
225 250 275 300 325 350
nm
9. epikatechin
Lambda Max
150 Q
OH
OH
100
HO O .
. R
50 ~
S o1
0 OH
-50
220 240 260 280 300 320 340
nm
10. kyselina syringova
Lambda Max N
150 §
O
100 H,CO
CH,
50
HO
) OCHy
-50
220 240 260 280 300 320 340



11. kyselina salicylova

400
Lambda Max
[ee]
- o |-
(92
300
—
(92
200 ~
100
0
225 250 275 300 325 350 375 400
nm
12. rutin
200 Lambda Max
o
o
o
i - L
wn
N
<
[fe)
(92
100
0
250 300 350 400
nm
(o) CHj;
oy,
OH

OH

OH

CH,



13. kyselina ferulova

400 Lambda Max
N
o~
o
300 o
o
200
100
0
250 300 350 400
nm
14. kyselina sinapova
400 Lambda Max
wn
o o
o~ o~
300 @
200
100
0
250 300 350 400
nm
15. kyselina kumarova
Lambda Max
300
<
- o
o~
200
i
o
100 «
0
240 260 280 300 320 340

HO

HO

H4CO

HO

OCHj

OCHj4

HO

OH

OH



16. luteolin-7-glukosid

Lambda Max
o
200 «~
[ee]
o
200
-
0
250 300 350 400 450 500
nm
OH
OH
HO o O
OH
O
HO
OH O
HO
17. kyselina anisova
1 Lambda Max P
400
O
300
1 i OH
200
] . HiCO
100
0 2
260 280 300 320

220 240
nm



18. piceattanol

- ™
1 Lambda Max ™ F
400
- < [
o
N
300
200
100
0
250 300 350 400 450
nm
19. kyselina fluorsalicylova
200 —
Lambda Max
1« i
o
o~
100
[ee]
o
o
0
240 260 280 300 320 340 360 380
nm
20. myricetin
Lambda Max
200 _,
(ep]
N
o~
~
- o~ el |-
wn
N
100
0
250 300 350 400 450

OH
\
HO
OH
F 0]
CHjy
OH
OH
OH
HO o
OH
OH
OH O

OH



21. resveratrol
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