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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Be. Pavlina Moravcova

Skolitel: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro stanoveni vybranych fenolickych

kyselin a flavonoidi v Tokajskych vinech

Cilem této diplomové prace byl vyvoj a optimalizace HPLC metody pro soucasné stanoveni
celkem 15 fenolickych latek, kyseliny  protokatechové, fertarové, kéavove,
p-hydroxybenzoové, syringové, gallové, p-kumarovém, ferulové, chlorogenové, kaftarove,
2-hydroxy-4-methoxybenzoové, polydatinu, resveratralu, katechin hydratu a epikatechinu

v Tokajskych vinech.

Mnozstvi a zastoupeni vybranych fenolickych sloucenin bylo analyzovano ve 25 vzorcich
Tokajskych vin, které pochéazeji z vinic ze slovenské ¢asti Tokajské vinohradnické a vinatské
oblasti. Prace se mimo jiné zaméiuje na popis specifickych charakteristik této unikatni oblasti,
jedinecného zpusobu vyroby Tokajského vina a jeho chemického slozeni, konkrétné spektra

fenolickych latek v ném obsazenych.

Analyza vybranych fenolickych latek byla provedena za pomoci kolony Ascentis® Express
F5 (150 x 4,6 mm; 5 pum) s pouZzitim mobilni fize slozené¢ z 0,1% kyseliny fosfore¢né
a acetonitrilu v gradientové eluci. Latky byly analyzovany pfi teploté 30 °C a pritoku

1 ml/min a detekovany pti vinové délce 280 a 320 nm pomoci DAD detektor.

Klicova slova: HPLC, Tokajské vino, Tokajska oblast, fenolické slouceniny



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Be. Pavlina Moravcova

Supervisor: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Development of HPLC method for determination of selected

phenolic acids and flavonoids in Tokaj wines

The aim of this diploma thesis was to develop and optimize HPLC method for simultaneous
determination of 15 phenolic compounds, protocatechic acid, fertaric, coffee,
p-hydroxybenzoic, syringic, gallic, p-coumaric, ferulic, chlorogenic, caftaric,
2-hydroxy-4-methoxybenzoic , polydatin, resveratrol, catechin hydrate and epicatechin

in Tokaj wines.

The quantity and content of selected phenolic compounds was analyzed in 25 samples
of Tokaj wines, which come from vineyards from the Slovak part of Tokaj wine region.
The work was also focused on the description of the specific characteristics of this unique
area, the unique method of Tokaj wine production, its chemical composition, and namely

the spectrum of phenolic substances.

Analysis of selected phenolic compounds was performed using an Ascentis® Express F5
column (150 x 4.6 mm; 5 pum) using a mobile phase consisting of 0.1% phosphoric acid
and acetonitrile in gradient elution. The substances were analyzed at 30 °C and flow rate

of 1 mlU/min and detected at 280 and 320 nm wusing a DAD detector.

Keywords: HPLC; Tokaj wine, the Tokaj region; phenolic compounds
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uvoD

Plody révy vinné jsou dulezitym zdrojem latek prospésnych pro lidsky organismus, tyto
latky béhem zpracovani révy vinné prestupuji do mostu a dale do vina. Vino se tak stava
bohaté na obsahové latky, jako jsou naptiklad sacharidy, minerdly, organické kyseliny,

fenolické, aromatické a dusikaté latky.

Mezi nejvice zastoupené sacharidy v hroznech patii glukdza a fruktdza, celkovy obsah
sacharidii ma klicovy vyznam pro ur€eni potencialniho mnozstvi alkoholu ve ving, jelikoz
vysoky obsah sacharidii, v tom ptipad¢ i vysoka koncentrace alkoholu se mohou negativné
odraZet na kvalité bilych vin. Mineralni latky ve vin€ ovliviiuji zejména senzorické vlastnosti
vina. Mezi obsazené mineralni latky patii pfedevsim draslik, jehoz koncentrace pozitivné
koreluje s mnoZstvim obsazenych sacharidi, dale se na chutovych a aromatickych
charakteristikdch vina podileji vapnik a hoicik. Organické kyseliny nejvice zastoupené
v hroznech jsou kyselina vinna a jable¢na, které jsou pro vino vyznamné jak z hlediska
senzorického projevu, tak z divodu jejich konzerva¢niho uCinku, zejména u bilych vin je
jejich  vyS$§i mmnozstvi prospéSné. Z aromatickych latek jsou dulezité, zejména
pro charakteristick¢é odridové aroma a celkovy aromaticky projev vina, slouCeniny jako
napiiklad monoterpeny, norisoprenoidy, methoxypyraziny a tékavé fenoly. Pro tokajska vina
jsou z aromatickych latek vyznamné predevSim tékavé fenoly, produkty enzymatické
premény hydroxyskoficovych kyselin, které znehodnocuji vino svym ,plastovym

a ,,lékarnickym* aroma.

Fenolické latky jsou pfirodni slouceniny pfitomné v hroznech a ving, které délime na dvé
zékladni skupiny, flavonoidni a neflavonoidni slouc¢eniny: Do skupiny flavonoidnich latek
vyznamnych ve vinafstvi patfi antokyany, flavan-3-oly a flavonoly, do skupiny
neflavonoidnich latek dilezitych pro vinohradnictvi se fadi hydroxyskoficové
a hydroxybenzoové kyseliny a stilbeny. Celkovy obsah i zastoupeni jednotlivych fenolickych
sloucenin se v ¢ervenych a bilych vinech se obvykle velmi lisi, rozdil ve sloZeni je patrny
1 vramci jednotlivych ro¢nikl. Pfiinou rozdilu mezi obsahem fenolickych latek v bilych
a Cervenych vinech je odliSny zplsob zpracovani hroznli, vys§i obsah fenolickych latek,
zejména antokyanii, detekujeme u vin Ccervenych. Fenolické latky svou dileZitost
pro vinohradnictvi zaklddaji na jejich antimikrobidlnich u¢incich a na jejich podilu
na senzorickych vlastnostech vina, jako je barva Cervenych vin a tfislovité a hoiké chutové

tony.



Fenolické latky ve vinech se v posledni dobé staly predmétem studii z diivodl jejich
pozitivniho ucinku na lidské zdravi, hlavn¢ v oblasti prevence kardiovaskularnich
a neurodegenerativnich onemocnéni ¢i z diivodu jejich silného antioxida¢niho ucinku, kdy
se fenolické latky podileji pii obrané proti oxidacnimu stresu, jelikoz vychytavaji volné
radikdly. Nezanedbatelné jsou i jejich antimikrobidlni vlastnosti, které brani tvorbé
mikroorganického biofilmu a skodlivému vlivu mikrobidlnich toxinti. Na podklad¢ téchto
poznatkd se neustale vytvareji a zdokonaluji metody stanoveni a zjistuji se nové a verifikuji

se jiz znamé ucinky fenolickych sloucenin na lidsky organismus.
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CiL A ZADANIi PRACE

Tato diplomova prace si klade za cil analyzovat mnozstvi a zastoupeni jednotlivych
fenolickych sloucenin v Tokajském vin€. Za timto ucelem byla v experimentalni casti
vyvinuta, optimalizovdana a validovana metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
pro separaci vybranych fenolickych latek obsazenych v Tokajskych vinech pivodem
ze slovenské ¢asti Tokajské vinohradnické a vinafské oblasti, konkrétn¢ z vinafstvi na tizemi

vesnic Mala Ttia a Vinicky.
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1 TOKAJSKE VINO
1.1 Uvod

Tokajské vino je vehlasné vino vyrobené zhrozni vinic rozprostirajicich
se na uzemiseverovychodniho Madarska a na jihovychodé Slovenska ve striktné
ohrani¢enych oblastech. Svym charakterem patii tokajska vina mezi vina specialni typove
takzvana zluta vina, mezi ktera se také fadi Madeira ¢i Sherry. Od ostatnich specidlnich vin,
Sumivych a dezertnich, se 1i8i pfedevSim svou piirozenosti, piestoze svou barvou piedevSim

star$i vina s vy$§im obsahem alkoholu ptfipominaji pravé dezertni vina [1] [2].
1.2 Klasifikace Tokajskych vin

1.2.1 Tokajské esence

Tokajska esence se pfipravuje vyhradné z cibéb, hroznli napadenych uslechtilou plisni
Botrytis cinerea, které byvaji sbirdny prubézné a zpracovavany postupné a jedin€ v ro¢nicich,
které byly pro vznik téchto cibéb velice ptiznivé. Pti vyrobé Tokajské esence a Tokajskych
vybért probiha pfed samotnym zpracovanim hroznt selekce vhodnych hrozni, které se poté
uskladni v dfevénych sbérnych kadich, jejichz dno byva perforovano. Tyto hrozny
se po naplnéni do ké&di dikladn¢ pomackaji, abychom zarucili minimalni mnozstvi
vzduchoprazdného prostoru a zabranili tak piipadnému zoctovaténi, po naplnéni se nakonec

jesté povrch sudi mirné zasiti [1] [3] [4].

Ze zmackanych cibéb zatizenych vlastni vahou, které se ponechaji takto ulezet,
se po nékolika dnech za¢ne postupné uvolnovat most, ktery vytéka ze sudl perforovanym
dnem nebo cepovym otvorem. Uvolnény mos$t se barvi do hnédé aZz tmavohnédé barvy
a konzistence byva velice hustd pfipominajici sirup, obvykld cukernatost moStu dosahuje
40 - 60 %. Ze zhruba 100 kilogrami cibéb je mozné ziskat 4 az 6 litri esence. Koncentrovany
most pifirozené kvasi velice pomalu kvili vysoké koncentraci cukru, jeho zrani probiha
nejméné po dobu 3 let, z cehoz minimaln€ dva roky by esence méla zrat v dfevénych sudech.
Po kvaseni objem alkoholu ve vyzralé esenci tvoii maximalné 5 - 8 % a minimalni hranice
obsahu zbytkového cukru je u Tokajskych esenci nastavena na koncentracni hodnotu 450 g/1
a 40 g/l u bezcukernych extrakti. Vysledna tokajska esence ma velice silnou sladkou chut’
s vyvazenou kyselinkou, esence byva zvlaStni raritou Tokajskych vinafstvi a v praxi

se obvykle ptidava do Tokajskych vybérovych vin s cilem vylepSeni jejich kvality [1] [3] [4].
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1.2.2 Tokajské vybéry

Tokajské vybéry byly ptivodné dle historické receptury oznacovany jako 3-6-putnove,
do jedné z kategorii byly zarfazeny na zéklad¢ zplsobu vyroby. Zakladnimi méficimi
jednotkami byly pfi vyrob¢ dle tradi¢nich postupti pouzivany putny o objemu 25 az 30 litrd,
které byly schopny obsdhnout az 25 kilogramu cibéb, a dale takzvané goncské sudy o objemu
130 a 140 litr. Pficemz dle poctl puten s cibébami, které byly ptidany do jednoho goncského
sudu, byl urcovan 1 kolika putnovy bude oznacen vysledny tokajsky vybér a pocet ptidanych
puten cibéb také determinoval, do jaké kategorie bude vino zafazeno z hlediska své
cukernatosti. Tento tradi¢ni dé€lici systém byl ale postupem Casu nahrazen systémem novéjSim
sohledem na rozvoj laboratornich technik schopnych pifesné stanovit obsah cukru
v Tokajskych vybérech. Dle obsahu zbytkového cukru byla novéji vina rozifazena do 4 skupin,
pficemz kazd4d skupina mé& urcenou hladinu minimdlniho obsahu zbytkového cukru
na 60, 90, 120 a 150 g/, tyto skupiny vSak nadale odpovidaji rozdéleni Tokajskych vybéra
na 3, 4, 5 a 6-putnové vybéry [1] [3] [4].

Tradi¢ni vyrobni postupy uvadéji, Ze na pocatku byl vytvoren takzvany rmut, ktery byl
piedstavovan pomackanymi az rozdrcenymi cibébami, které byly dle daného vybérového vina
piidavany v mnozstvi 2-6 puten. Rmut byl po dikladném pomackani zalit 136 litry bud’
kvalitniho samorodného vina s vysokym obsahem alkoholu anebo jiz plné vykvaSenym vinem
novym. Rozdrcené cibéby zality vinem byly ponechany v procesu macerace a nakvaseni
po dobu 18 az 36 hodin, pficemz byla celd smés pravidelné promichavana, po uplynuti této
doby byl rmut scezen a lisovan at’ uz slapanim ¢i pozd¢ji pomoci hydraulického lisu. Takto
ziskané vino bylo plnéno do goncskych sudl, kde vino bylo ponechdno ke zrani po dobu

3 az 5 let [1][3] [4].

V soucasnosti byl cely vyrobni proces vyrazné zjednodusen a ochuzen o tradi¢ni
techniky, jako naptiklad bylo vylouceno lisovani Slapanim ¢i vylisovany podil vina je
az po samotném lisovani nalit do sudd, jelikoz pfedchozi vyrobni procesy probihaji spiSe
ve velkych nerezovych tancich. I doba, kterou vino zraje v gdncskych sudech, byla razantné
zkracena z pivodnich 3-5 let na pouhych 18 mésicl a vina poté dale dozravaji v samotnych

lahvich [1] [3] [4].
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1.2.3 Tokajské samorodné

Zakladem vyrobniho postupu Tokajského vina samorodného je absence tfidéni hrozn
zdravych a hroznd napadenych uslechtilou plisni Botrytis cinerea, cibéby se z urody hrozni
nevybiraji, nybrz se vSechny hrozny, napadené i zdravé, zpracovavaji spolecné. V ptiznivych
letech kdy uroda je kvalitni, ¢ili vykazuje vysoky stupein napadeni hroznii uslechtilou plisni,
vysokou cukernatost a je také ptfitomen ptiznivy pomér mezi mnozstvim cibéb a vyzralych
bobuli, se vyrabi vino samorodné sladké. Samorodné sladké Ize vyrobit i s uplnou absenci
cibéb v piipadech, kdy je uroda bohata na hrozny s vyS$si cukernatosti a po vykvasSeni tvofii
objem alkoholu ve viné vice nez 13 objemovych procent a obsah nakvaSen¢ho cukru
prekracuje hranici 25 gramd. V méné ptiznivych letech, kdy je cukernatost hrozni nizsi a je
se vyrabi vino samorodné suché. Samorodné suché a sladké se odliSuji jak v cukernatosti
mostu, tak 1 v minimalnim obsahu alkoholu, vina samorodné sladké charakterizuje minimalni
obsah alkoholu 9 % a cukernatost je stanovena na 24° NM, naopak pro vino samorodné suché
je typicky vyssi obsah alkoholu, miniméalné 12 %, a cukernatost je stanovena na 21°NM.
Tokajské vino samorodné sladké a suché vykazuji rozdily i ve zplisobu uskladnéni, vino
samorodné sladké podléha zrani a kvasnym procesim v malych dfevénych sudech
s maximalnim objemem do 300 litrti po dobu 2 az 3 let, kdezto vino samorodné suché kvasi
a zraje v difevénych sudech, jejichz objem se pohybuje v rozmezi od 300 do 750 litrti, po dobu
2 let, jelikoz zrani je urychleno oxidacnimi procesy probihajicimi v prvnich 3 mésicich, kdy

sudy nejsou zcela pIné [1] [3] [4].

1.2.4 Tokajské stolni

K vyrobé Tokajského stolniho vina se pfistupuje v letech, kterd nejsou ptizniva
pro vyrobu samorodnych ani vybérovych vin, jelikoz hrozny nejsou dostateéné vyzralé.
Technologicky proces zpracovani hrozni urenych k vyrobé stolnich vin se nijak neodliSuje
od postupu zpracovani hroznll v ostatnich vinohradnickych oblastech. Jediny rozdil tkvi
ve zpusobu uskladnéni, jelikoZ Tokajské stolni vino zraje v menSich sudech, jejichZ objem

se pohybuje v rozmezi od 300 do 750 litrti, samotné zrani trva 1,5 az 2 roky [1] [3] [4].

14



2 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA TOKAJSKE VINARSKE OBLASTI

2.1 Geografické a pravni parametry Tokajské oblasti

Mezi nejznaméjsi oblasti s produkci vin z hroznii napadenych uslechtilou plisni je
oblast na jihu Francie konkrétné v okoli vesnice Sauternes, nachazejici se nedaleko mésta
Bordeaux. Nemén¢ proslulé jsou i vinaifské kraje v Némecku, napiiklad oblast Mosela
¢i mad’arsky a slovensky region Tokaj. Tokajska oblast se rozklada ve striktné¢ vymezeném
pasmu na hranicich mezi Mad’arskem a Slovenskem. Dle zdkonu z roku 1908 do tohoto
regionu bylo zafazeno 33 obci, z toho na tizemi pozdgjsi Ceskoslovenské republiky patfily ti,
Mala Ttia, ViniCky a Slovenské Nové Mesto. Na zdkladé zdkona se od 1959 k témto tiem
obcim pridaly daldi &tyfi obce na slovenské strané hranice, Velkd Tiia, Cerhov, Bara
a Cernochov [1].
2.2 Pudni a klimatické podminky

Z fyzikalniho hlediska ve slozeni ptevazuji v Tokajské oblasti lehké az stfedni pudy
s intenzivni mikrobidlni ¢innosti, z chemického slozeni jsou tyto pudy bohaté na fosfor
a draslik a fadu dalSich stopkovych prvki. Esencidlni vyznam v této oblasti maji
klimaticko-povétrnostni podminky. V Tokajském regionu se vinice nachazeji na jiznich
svazich, na kterych jsou hrozny idealn¢ chranény proti severovychodnim vétrim pohoiim
Karpat. V ramci ro¢nich obdobi obvykle ptfevazuji chladné a pomérné¢ dlouhé zimy,
proménliva jara a velice tepld 1éta. Na podzim je pro tuto oblast typické obdobi takzvaného
babiho Iéta, kdy dny jsou teplé a slunecné, coz ptiznivé ovliviiuje vyzravani hrozni.
V ptipadé¢ kombinace téchto idealnich klimatickych podminek s povétrnostnimi dosahuji
kultivary v této oblasti vysoké koncentrace sacharidl, tyto podminky také podporuji vznik
a rozvoj uSlechtilé plisn¢ Botrytis cinerea. Botrytis cinerea ptiznivé ovlivituje pfezravani
hroznli a ptirozeny zahustovaci proces. Od dosdhnuté koncentrace sacharidi se poté odviji
1 technologie zpracovani hroznd, ta obvykle byva takzvané ptechodnd, coz znamena z Casti
oxidativni a mirn€ reduktivni [5].
2.3 Uslechtila plisen

Napadeni hrozni uslechtilou plisni je jeden ze zpiisobl zajiSténi hroznl s dostate¢nou
koncentraci sacharidd, této koncentrace vSak neni mozné docilit ptirozenym zptsobem, ale je
nezbytné pristoupit k postupiim, jako je zahustovani mosti. Mezi zplisoby zahu$tovani mosta
patii metody jako napfiklad pfezravani, vymrznuti na kefi ¢i zminéné napadeni bobuli
uslechtilou plisni. Docilit dostate¢né koncentrace cukrli pomoci pfezravani lze dvéma
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riznymi zplsoby, jednim z nich je pfirozena cesta, kdy hrozny zlistavajici na kefi vystaveny
slune¢nimu zateni. V ptipadé druhého zplisobu piezravani se jedna o umélé vysusovani, které
sice zpusobi nerovnomérné zahusténi hroznl, kdy zahuStovani sacharidi probihd ve vyssi
mife nez zahustovani kyselin. K zahustovani zptisobem vymrzavani se pristupuje v severnich
vinaiskych oblastech, které jsou napiiklad v Némecku, Rakousku, Cesku &i Slovensku.
Bobule se ponechaji na keti az do doby, kdy teploty klesnou az k -7 °C, pfi této teploté
nastava situace, kdy nejméné zralé hrozny ¢aste¢né zmrznou [5].

Z hroznii napadenych uSlechtilou plisni Botrytis cinerea je mozné ziskat sladka vina
o velmi vysoké kvalité. Pfedpokladem napadeni hroznti uslechtilou plisni je jejich dokonala
zralost, dal§i podminkou rozvoje Botrytis cinerea je, aby hrozny dosahly ptiblizné 12 %
potencialniho obsahu alkoholu a pH se pohybovalo v rozmezi do hodnoty 3,2. Hrozny takto
vyzralé ziskdvaji nazlatlou barvu a vytvaii se bobule s tlustymi slupkami a pigmentem barvy
okru. Jako idealni pro navozeni tohoto procesu bylo shledano stfidani obdobi vlhka
se slunecnymi dny, coz je typické pro podzimni dny. Spory pieckavajici v zemin€ na vinici
jsou aktivovany az pravé relativné dlouhym obdobim nejméné dvou az ¢tyi tydnit béhem
teplého podzimu. V tuto dobu je pro vznik botrytidy idedlni vlhkost i teplo, jelikoz po vlhkych
rannich mlhach ptlisobicich blahodarné na rtst houby nasleduje slune¢né a teplé odpoledne,
které zplisobi zakoncentrovani bobuli. Pii naruSeni rovnovahy ve prospéch destivych
a vlhkych dnti je vysoké riziko vzniku zhoubné plisné Sedé [5].

Pti napadeni hroznt botrytidou nejprve pies slupku pronikaji do hroznu hyfy houby,
které zajistuji rozklad slupky. Slupka tak uz neni schopna plnit svou zakladni vlastnost,
ochranu pfed vnéjSimi vlivy, a tim zane dochazet k postupnému odpaiovani vody, a tak
vlastné¢ k zakoncentrovani obsazenych sacharidl, ke zvySeni acidity a hustoty hroznu.
V dusledku zahusténi obsahu bobule se zvysi osmotickych tlak, a ten pak vyvold smrt houby.
Pfi tomto procesu si sice bobule prakticky zachovava sviij tvar, ale také prochdzi proménou
do stddia takzvaného upraZzeni, v tomto stidiu pak se pak postupné provadi takzvany
botryticky sbér [5].

Jelikoz uSlechtila plisenn se vyviji velice odliSnym tempem na riznych hroznech,
tak 1 v ramci jednoho hroznu nemusi byt vSechny bobule napadeny ve stejny ¢as. Disledkem
tohoto progresivniho rozvoje je nutnost sklizet hrozny jen za podminky, Ze dosédhnou
dokonalé zralosti. Sbér neni provadén systematicky, nybrz prakticky tento sbér probiha
probirkou, kdy sbéraci prochazeji mezifadim a sbiraji pouze hrozny nebo jednotlivé casti

hroznti, jejichz bobule jsou jiz dostatecné zakoncentrované a ziskaly vzhled jiz takzvané
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uprazené bobule. Pocet takovychto probirek se odviji dle klimatickych podminek,
obvykle je mozné ocekavat tfi nebo Ctyfi prichody. Na klimatickych zménach nezavisi jen
pocet probirek, ale je jimi ovlivnéna i kvalita sklizenych hroznti. Jelikoz napadeni plisni
nebyva jednordzové a samotny rozvoj plisné¢ prochazi nékolika etapami, je vhodné oddé€lovat
jednotlivé mosty a zpracovavat je separatné dle data sbéru [5] [6].
2.4 Plisen Seda

Skodliva hnilobna plisefi se miiZze objevit jako privodni jev skuteéné uslechtilé plisng,
objevuje se hlavné v ptipadech, kdy sklizen byla provedena za destivého podasi. Sed4 hniloba
svymi houbovymi patogeny vyrazné ovlivni nékteré senzorické vlastnosti vina, jako je barva,
viang ¢i chut’. T dalsi sekundarni hniloby spojené s Botrytis cinerea, jsou schopny vytvaret
sekundarni metabolity, které jsou zdrojem organoleptickych vad. U takto napadenych hroznii
se objevuje typickd pachut, ve viné¢ se pak mohou projevit vyrazné¢ pachy houbovitého,
zemitého a kafrového typu. Plisen Sedd je dokonce schopna poskodit a snizit vonné kvality
vina, dale pak miize zplsobit nestabilitu fermentacnich aromat a zapfi€init vznik vad vini.
Pro pliseit Sedou je charakteristicka jeji vyraznd enzymaticka aktivita. K enzymim
produkovanych Botrytis cinerea v parazitovanych hroznech patii enzym kutinaza, glukanaza,
oroteinaza, esterdza, lipdza a lakdza. Lakdza se podili na rozkladu monoterpent
barvy vina, tento enzymaticky ucinek lze pozorovat jako oxidazni zakal a byva vyrazn¢jsi
obvykle u vin ¢ervenych a rizovych. Esterazy jsou schopny rychle enzymaticky hydrolyzovat
estery produkované kvasinkami béhem alkoholové fermentace. Koncentrace téchto esterti
se uinkem esterazy mize snizit az na desetinu piivodni koncentrace, ¢imz dochazi
k vyraznému ovlivnéni ptivodniho aroma, jelikoz mezi hydrolyzované estery patii rizné
vonné slouceniny, jako napfiklad etylhexanodt vytvafejici kvéetinové ovocné aroma
¢1 etyldekanoat majici aroma po medu ¢i vosku. Pii enzymatickych procesech souvisejicich
s napadenim hroznu Sedou hnilobou ¢i nekterymi druhy rodu Penicilinum, pak vznika
sekundarni tékavy metabolit geosemin, ktery je senzoricky velice aktivni a jeho pfitomnost
ve ving€ se projevuje tony vlhké ptidy, zatuchliny a fepy. U bilych vin je prahovéa koncentrace
pro vnimani geoseminu uz 60 ng/l, naopak u vin ¢ervenych je tato koncentrace vyssi, 80 ng/l

[S117].
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2.5 Tokajské sklepy

Mezi specifické zvlastnosti Tokajské oblasti patii mimo jiné i sklepy, které byvaji
situovany v hloubce od 8 do 18 metrt v piskovcovém nebo tufovém podlozi. Tufové podlozi
je pro vinné sklepy idedlni, jelikoz je tato hornina sopecného pivodu a je tvofena ze
sope¢ného prachu, popela ¢i pemzy, které spolecné vytvoii jednotlivé vrstvy podlozi,
do kterych Ize snadno hloubit vinné sklepy. Proto byl vyhleddvanym stavebnim materialiim
oproti béznym horninam ¢i zdénym vinnym sklepiim, jelikoz tato hornina neni tvrda,
lze ji snadno opracovat a ma vyhodné tepelné¢ izolacni vlastnosti. Dostate¢na hloubka
a struktura podlozi tokajskych sklepi je schopna zarucit sklepim dostatecnou ochranu
pred vnéjSimi povétrnostnimi vlivy, déale pak zajiStuje relativné stabilni teplotu, ktera
se béhem celého roku pohybuje v rozmezi od 10 do 12 °C. Krom¢ stabilni teploty a vlhkosti,
idealn¢ se pohybujici v rozmezi od 85 do 95 % vzdu$né vlhkosti, se na kvalit¢ vina odrazi
1 riznorodd mikroflora zahrnujici kvasinky, bakterie 1 plisné¢ vyskytujicich se na sténach

sklepii, na sudech a dokonce 1 na lahvich [1] [8] [9] [10].

S tokajskymi sklepy jsou neodmyslitelné spojovany nadychané chomace a porosty Sedé
az antracitové Cerné sklepni plisné Cladosporium cellarae. Typickym mistem vyskytu
Cladosporium cellarae jsou obecné prostory s vysokou vlhkosti, nizsi teplotou a hlavné
s t¢kavymi alkoholovymi vypary rozptylenymi v ovzdusi, které jsou pro Cladosporium
cellarae zdrojem ,vyzivy*“ tedy uhliku. Kromé tokajskych sklepti se proto plisen
Cladosporium cellarae hojné rozrista i po sténach v okoli dubovych ¢i kastanovych sudi
¢i pfimo na jejich povrchu, kde vytvaii souvislou pokryvku, ¢imz zamezi kolonizaci povrchu
sudil jinymi mikroorganismy a ptipadné kontaminaci. V dievénych sudech krom¢ vina mohou
byt skladovany pro zrdni a starnuti i jiné alkoholické napoje jako je whisky ¢i brandy, jelikoz
podil t€kavych latek jako zdroje uhliku v ovzdusi prekracuje az 2 % rocné. Cladosporium
cellarae v tokajskych sklepich prakticky funguje jako ptirozeny biologicky filtr Cistoty,
jelikoz je schopna uvolnéné tékavé slouceniny zpracovavat, a tak pozitivné pusobit na vlhkost
sklepniho ovzdu$i a zajiStovat jeji stabilni hodnotu nad 85 %. AvSak s takto vysokou
vzdusnou vlhkosti byva spojena 1 vy$si koncentrace vytrust jinych plisni ve vzduchu, ktera
miZze byt az dvojndsobna oproti mistim bez ptitomnosti Cladosporium cellarae.
Mikrokondenzace alkoholi, esterdl, vodnich par a dalSich komponent vina pfimo napomaha

vytvareni typického buketu a celkového charakteru Tokajskych vin [1] [8] [9] [10].
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3 POLYFENOLICKE SLOUCENINY
3.1 Uvod

Z chemického hlediska lze fenolické latky charakterizovat jako slouceniny nesouci
jednu nebo vice hydroxylovych skupin pfimo vézanych na jedno nebo vice benzenovych
jader. Zakladni stavebni jednotkou, na které je cela skupina fenolickych latek postavena,
je fenol. Struktura fenolickych sloucenin se pohybuje v Sirokém rozmezi od jednoduchych
fenolickych molekul aZz po komplexni vysokomolekularni polymery. VétsSina fenolickych
sloucenin je Castéji pritomna ve vazané forme jako estery Ci glykosidy nez ve volné formé,

nékteré z nich jako naptiklad taniny a lignany se nachazi ve forme polymerii [11].

Fenolické slouceniny reprezentuji Sirokou skupinu molekul s rozliénymi vlastnostmi
a funkcemi dulezitymi naptiklad pro rlst, rozvoj a obranu rostlin. Skupina fenolickych latek
zahrnuje signalni molekuly, pigmenty a aroma, které mohou vabit, odpuzovat ¢i chrénit

rostlinu pfed hmyzem, plisnémi, bakteriemi a viry [11].

3.2 Fenolické slouéeniny a vliv na lidské zdravi

Jejich dilezitost pro lidské zdravi je v poslednich letech silné podporovéana v oblasti
prevence  degenerativnich  onemocnéni, zejména  rakoviny, kardiovaskularnich
a neurodegenerativnich onemocnéni, ale také zanétu, infekce ¢i alergie. Fenolické slouceniny
patii mezi latky se silnym antioxidacnim ucinkem, které spolupracuji spolu s vitaminy
a enzymy pii obrané proti oxidacnimu stresu zpusobené¢ho prebytkem reaktivnich forem
kysliku. Krom¢ antioxidacni vykazuji fenolické latky i antimikrobialni aktivitu, jelikoz jsou
schopny utlumit tvorbu biofilmu mikroorganismu, dale také dokazi zneutralizovat mikrobialni
toxiny. Velikost antimikrobialniho u¢inku pfedurcuje pocet hydroxylovych skupit a mnozstvi
a poloha dvojnych vazeb ve sloucenin€, u¢inek muize byt ovlivnén i zpiisobem extrakce
fenolickych latek. Obecné jsou fenolické slouceniny schopny vychytavat volné radikaly

a pusobit jako cheldtory pro ionty kovi schopnych katalyzy oxidace lipida [12] [13] [14].
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3.3 Fenolické latky a vino

Fenolické slou€eniny ve vinohradnictvi a vinai'stvi hraji velmi dilezitou roli, jejich
pritomnost ve vin¢ ma esencidlni vyznam pro nckteré zékladni vlastnosti vina, jako
je naptiklad barva ¢i chut, kdy fenolické latky zaptiCinuji hotkost ¢i typickou tfislovitost
pritomnou ve vin¢. Mnozstvi fenolickych latek se ale mize mezi jednotlivymi odriidami
uréenymi pro vyrobu bilych a ¢ervenych vin vyrazné lisit. Jejich obsah byva rozlicny jak mezi
bilymi a cervenymi viny, tak rozdily ve sloZeni mizeme detekovat i mezi mladSimi a starSimi
rocniky. Koncentrace fenolickych latek muize stoupat ¢i klesat v zavislosti na obsahu
cukernych sloZek ¢i trovni vyzralosti hrozntl, jejichz mnoZstvi je stézejni hlavné pro odrady
vin ¢ervenych. Modré hrozny s vysokym obsahem sacharidi maji taktéz vySsi koncentraci
fenolickych latek, naopak dostateCna vyzralost hroznli zajiStuje snadnou extrakci latek
odpovédnych za typické chutové vlastnosti Cervenych vin — taniny a antokyany.
K uvoliiovani tanint z dostatecné vyzralych semen dochazi podstatné pomaleji nez ze semen
nevyzralych, coz pak vinim z dobie vyzralych hroznt zajist'uje jemnéjsi chut. Na koncentraci
fenolickych latek maji kromé koncentrace sacharidii v hroznech, vyzralosti ¢i typu odridy
vliv také klimatické a topografické podminky stanovisté révy. Obsah fenolickych latek
je ovlivnén spoleénym pilisobenim slune¢niho zafeni, teploty, vlhkosti, obsahu Zivin a vody.
Nekteré fenolické latky jako napiiklad resveratrol dosahuji vysSich koncentraci v chladnéjSich
péstitelskych podminkach nez v horkém péstitelském prostiedi, proto z pohledu produkce
fenolickych slou¢enin je péstovani révy vinné v Ceské republice velice prosp&sné.
V oblastech chladného podnebi, jako je Ceska republika, dochazi k rozdilim mezi teplotami
ve dne a v noci, coZ ma pozitivni dopad na vyzravani hrozni v dob¢ jejich zrani. Teplotni
rozdily kladn€ ovlivni harmonii mezi sacharidovymi slozkami a kyselinami a také obsah

aromatickych latek [15] [16] [17] [18].

3.4 Klasifikace

V soucasnosti neexistuje oficidlni navod, jak by fenolické slouceniny mély byt
rozdélovany do skupin, vétSina klasifikaci se zaklada na roztazeni podle chemické struktury,
podle ¢ehoZz miZeme fenolické slouceniny délit ¢tyfmi zplsoby. Jednim z nejjednodusSich
zpiisobl je rozdéleni na flavonoidni a neflavonoidni fenolické slouceniny, dale je mozZné
fenolické slou€eniny hodnotit podle po¢tu aromatickych jader, za specifictéjsi lze oznacit
klasifikaci na zédkladé charakteristiky uhlikového fetézce, kterd jednoduse popisuje, jak jsou
jednotlivé atomy uhliku v molekule uspotfadany. Nejvice specifickd a také Siroce uZivana
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je klasifikace, kterd se vyjadiuje k zastoupeni jednotlivych atomli prvki v molekule,

funkénim skupinam ¢i k saturaci a typu jednotlivych vazeb propojujicich celou molekulu [19].

Uziti daného typu klasifikace taktéz zavisi na tom, jaké informace o struktufe
¢i vlastnostech jsou pro danou studii dalezité. Naptiklad rozdéleni fenolickych sloucenin na
zaklad€ jejich rozpustnosti je esencidlni hlavné z hlediska nutricniho, kdy rozpustnost
¢i nerozpustnost zna¢né ovliviiuje jejich osud v travicim traktu a nasledny fyziologicky efekt.
V tomto ptipadé pro klasifikaci bylo zvoleno rozdéleni na 2 zakladni skupiny na flavonoidy
a neflavonoidy, a dale pak byly charakterizovany néckteré fenolické slouceniny, které
do téchto skupin mizeme zatadit, s ohledem na jejich vyskyt, mnozstvi obsazené ve vinech
a diraz byl kladen zejména na slouceniny, které ovliviiuji vlastnosti s esencidlnim vyznamem

pro typické senzorické charakteristiky vina [19].

3.5 Flavonoidni fenolické slouc¢eniny

Flavonoidni fenolické slouceniny udavaji charakter spiSe vinim cCervenym nez vintim
bilym, jelikoz v Cervenych vinech mnozstvi flavonoidii prakticky tvofi vétSinové mnoZstvi
vSech fenolickych latek, vice nez 85 % celkového obsahu fenolickych slou€enin tj. vice
nez 1000 mg/l, naopak ve vinech bilych typicky ptredstavuji mensinu, jelikoz zastupuji méné
nez 20 % celkového obsahu fenolickych sloucenin tj. méné nez 50 mg/l. Mira flavonoidd,
které se béhem extrakce z hrozni b&hem vyroby vina uvolni, zdvisi na fad¢ faktora.
Extrahovatelné mnozstvi je omezeno samotnym mnozstvim v daném ovoci, dale klimatickymi
podminkami béhem zrani a vyzralosti ovoce. Extrakci flavonoidi velmi vyrazné ovliviiuje
zpusob macerace, pH, obsah alkoholi a také teplota a délka trvani fermentace. Nicméng,
flavonoidy patii mezi latky obsazené ve viné, které podléhaji nejvétsim zménam béhem zrani
a starnuti, co se tyce jejich mnozstvi a struktury. V hroznech jsou flavonoidy syntetizovany
ptedevsim v slupce a semenech, malé mnozstvi je také produkovano ve stopkach, flavonoly
a antokyany jsou primarné ulozeny ve slupce, naproti tomu flavonoly a jejich polymery

se predevsim vytvaii v semenech a stopkach, a ve slupce pouze z malé ¢asti [20].
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Flavonoly, antokyanidiny, flavan-3-oly R, R, R; Ry R;s
Kvercetin OH OH H OH OH
Myricetin OH OH OH OH OH
Kemferol H OH H OH OH
Luteolin OH OH H H OH
Rhamnetin OH OH H OH OCH;
oH O Isorhamnetin OCH; | OH H OH | OH
R1 Pelargonidin H H - - -
. . OH Kyanidin OH H - - -
HO o - Delfinidin OH OH - - -
| Ny UR R2 Peonidin OCH; H - - -
\I%/ Z OH Petunidin OCH; OH - - -
OH Malvidin OCH; | OCH;,4 - - -
OH
OH (+)-katechin H H - - -
R1
mOH (+)-gallokatechin OH H - - -
OH

Tabulka €. 1: Flavonoidni slou¢eniny - vlastni zpracovani dle zdroje ¢. 20
3.5.1 Flavonoly

Flavonoly produkované ve slupce jsou sbirany v bunécnych vakuolach epidermis
a vnéj$i hypodermis, toto jejich uskladnéni spolu s antokyany u cervenych vin umoziuje
absorpci ultrafialového zareni, a tim chrani vnitini tkan¢ pfed poskozujicim efektem
ultrafialového zéafeni. Syntézu flavonoli aktivuje expozice hroznli ultrafialovému zéieni
a modrému zafeni viditelného spektra. K zakladnim flavonolim fadime kvercetin, myricetin,
kaempferol a luteolin, které se v hroznech nachazeji ve spojeni se sacharidy ve formé
glykosidt, galaktosidl ¢i glukoronidii. Flavonoly ze vSech flavonoidl pfitomnych hroznech
zastupuji nejmens$i podil na celkovém obsahu flavonoidl, konkrétn€ 1-10 % v zavislosti

na odradé a podminkach zrani [20].
3.5.2 Flavan-3-oly

Jednoduché flavanoly, jako jsou katechin, epikatechin a epikatechin galat,
se v bobulich nachdzeji ve slupce, semenech a tfapinach. V pribéhu dozravani hrozni
se jednoduché flavanoly méni a vytvari polymery s riznymi stupni polymerizace, polymery
s niz§im stupném obvykle spojuji v priméru 10 jednotek, naopak polymery s vy$§im stupném
polymerizace dosahuji poctu az 30 jednotek. Ve vinafstvi maji flavanoly esencidlni vyznam
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pro kvalitu a chutové vlastnosti vina, jelikoz jejich polymery mimo jiné identifikujeme jako
kondenzované taniny neboli tfisloviny, které spolu s hydrolyzovatelnymi taniny, kyselinou
gallovou a elagovou, dodavaji vinim jejich charakteristické senzorické vlastnosti. P¥itomnost
flavanolu a jejich polymerti 1ze chutovymi poharky zaznamenat jako hotkou chut’, ktera
je nejvice vnimatelnd v zadni ¢asti jazyka, ¢i jako tfislovitost. Hotké chutové vjemy
se stupnuji se zvySujicim se mnozstvim monomernich flavanoli s niz$i molekulovou
hmotnosti, které se vyskytuji zejména v semenech bobuli. Naopak tfislovitosti, kterad
se projevi az po interakci tanind s latkami v tstech, oznacujeme chutovy vjem, pro ktery
je charakteristicky pocit vysuSenosti az drsnosti. Za ttislovité tony ve viné nesou odpovédnost
vysokomolekularni flavanoly s vy$§im stupném polymerizace, které pochéazeji predevSim
ze slupky. Taniny, které maji pivod ve slupce, obvykle méné interaguji s proteiny
pfitomnymi ve slindch, diky ¢&emuZ davaji vzniknout vindm hladkym a jemnym,

bez vyznamné hotké ¢i trpké chuti [15] [18] [21] [22].
3.5.3 Antokyany

Klicovym zdrojem zajistujicim Cervenym vinim jejich barevnost jsou antokyany,
nicméné volné antokyany nepatii mezi mimotfadné stabilni latky, proto antokyany prochdzi
komplexni sérii reakci, které zajisti jejich stabilitu, jako je naptiklad kopigmentace
¢i polymerizace. V piipadé kopigmentace se jedna o kratkodobé¢ feSeni nestalosti antokyanii,
naopak polymerizace s flavanoly a procyanidiny patii mezi relativné¢ dlouhodobé zptlisoby
stabilizace antokyanu. Antokyany v hroznech existuji také ve formé glykosidl, cukernou
slozku obvykle tvoii glukdza, glykosidickda vazba zvySuje jak chemickou stabilitu,
tak rozpustnost antokyanii. Antokyanova barviva se tedy skladdaji ze dvou Casti, cukerné
slozky a antokyanidinil, mezi které se fadi malvidin, kyanidin, delfinidin, petunidin a penidin.
Nejcastéji se u modrych odrid vina vyskytuje malvidin-3-glukosid, dale cynidin-3-glukosid,
delifidin-3-glukosid, petunidin-3glukosid a peonidin-3-glukosid. Obvykle ve vinech lze nalézt
monoglukosidickd barviva, vyjimeéné u néckterych specifickych odrid se objevuji
1 diglukosidick4 barviva. Rezervoarem antokyanil v hroznech byvaji u vétsiny odrad vakuoly
bunék slupky, u vybranych odriid, které se oznacuji barviiky, je zdrojem antokyant i duZznina.
Slozeni antokyanii se béhem dozravani hroznli méni a byva ovlivnéno klimatickymi
a péstitelskymi podminkami, nékterymi postupy b&hem vyroby vina ¢i je ovlivnéna

Jiz samotnou odriidou. MnoZstvi antokyanll pozitivné koreluje se slupkovymi taniny, a tak
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bobule s vysokym obsahem taninti ze slupky obsahuji i vyssi koncentraci antokyanti. Tvorba
antokyantl uzce souvisi s ukladanim cukrt ve slupce, se zvysujici se koncentraci sacharidli
postupné mnozstvi antokyanti nartistd, dokud hrozny neptekro¢i hranici zralosti, u ptezralych
hroznti obsah antokyani naopak vykazuje klesajici tendenci z diivodu naruseni celistvosti

slupky, naptiklad diky napadeni hroznti hnilobami [15] [18] [20].
3.6 Neflavonoidni fenolické slou€eniny

Neflavonoidni fenolické latky ftadime mezi latky s jednodu$Sim strukturnim
uspotradanim oproti flavanoidim, ale jejich pivod ve viné je naopak velice riznorody.
Ve vinech, ktera nedozravala v dubovych sudech, se primarné vyskytuji derivaty kyseliny
hydroxyskoticové nebo hydroxybenzooveé. Tyto kyseliny jsou prevazné uloZeny v bunéénych
vakuolach v buiikdch slupky a duzniny, ze kterych jsou snadno extrahovatelné.
Za nejpocetnéjSi a zaroven nejrozlicn€jsi skupinu neflavonoidnich fenolickych latek lze
oznacit derivaty kyseliny hydroxyskoficové, jelikoZ se mohou vyskytovat jak ve formé esterti
s kyselinou vinnou, tak mohou byt spojovany s cukry, rozlicnymi alkoholy ¢i organickymi

kyselinami [20].

Derivaty kyseliny hydroxybenzoové a skoricové R, R; Ry R;
Kyselina gallova H OH OH OH
0 Kyselina gentisova OH H H OH
R5 Kyselina p-hydroxybenzoova H H OH H
OH Kyselina protokatechova H OH OH H
R4 R2 Kyselina salicylova OH H H H
R3 Kyselina syringova H OCH; H OCH;
Kyselina vanilova H OCH; OH H
O Kyselina o-kumarova OH H H H
Kyselina m-kumarova H OH H H
RS — OH Kyselina p-kumarova H H OH H
Kyselina kavova H OH OH H
R4 R2 Kyselina ferulova H OCH; OH H
R3 Kyselina sinapova H OCH; OH OCH;

Tabulka €. 2: Derivaty fenolickych kyselin, vlastni zpracovani dle zdroje €. 21

3.6.1 Hydroxybenzoové kyseliny

Hydroxybenzoové kyseliny jsou charakterizovany ptitomnosti karboxylové skupiny
substituované na fenolu. Jejich obsah ve viné je oproti jinym fenolickym slou¢enindm vyrazné

nizsi a ovlivituje jej 1 odrida ¢i podminky, které panovaly b&hem riistu. SpiSe nez ve volné
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form¢ se hydroxybenzoové kyseliny vyskytuji ve formé vazané, a to predevsim ve formé
glykosidu a estert s kyselinou gallovou a elagovou. Mezi hydroxybenzoové kyseliny se fadi
naptiklad kyselina syringova, dale pak p-hydroxybenzoova, protokatechova a predevSim
kyselina gallova, kterd patii mezi klicové a nejvice zastoupené hydroxybenzoové kyseliny

v hroznech, konkrétné v pevnych ¢astech bobule [15] [21] [23].

3.6.2 Hydroxyskofricové kyseliny

Hydroxyskoticové kyseliny lze oznacit za ptevladajici fenolické slouceniny v bilych
odriidach. Hlavnim zdrojem hydroxyskoticovych kyselin byva predevsim slupka a dale pak
duznina bobule, diky ptfitomnosti v duzniné je vzdy zarucena jejich pfitomnost v mostu
a jejich mnozstvi pak prakticky nelze ovlivnit zplisobem zpracovani hroznti. Mezi
hydroxyskoticové kyseliny se fadi napiiklad kyselina kumarova, kavova, ferulova
¢1 kaftarova, které jsou hlavnimi vychozimi latkami pro tvorbu tékavych fenoll, které vznikaji
béhem vyroby predevs§im bilych vin. Ze senzorického hlediska nevykazuji zadné zabarvent,
dokud nedojde k jejich oxidaci, které podléhaji snadno a ktera nasledn¢ vede ke zméné
zbarveni na zlutou ¢i hnédou barvu. U mosti a vin bilych odrtid dochdzi vlivem oxidace
hydroxyskoticovych kyselin ke hnédnutii, u mos$td a vin cervenych odrad hraji
hydroxyskoticové kysliny zédsadni roli pro ,kopigmentaci. Hnédnuti zapfiCiituje vysoky
obsah hydroxyskoficovych kyselin, a tim i nasledné vysoky obsah tékavych fenold, jelikoz
hydroxyskoficové kyseliny jsou enzymaticky cinnosti hydroxycinamat dykarboxylazy
pievedeny do formy vinylfenold, které se dalSi enzymatickou reakci pfeméni na ethylfenoly.
Vyssi obsah ethylfenol se vyskytuje castéji u ¢ervenych vin a vin, jejichz zrani probihalo
v dfevénych sudech, jejich pfitomnost se projevi jako pach kuze, potu koné ¢i viné laku.
Naopak pritomnost nckterych vinylfenold, lze senzoricky detekovat jako plastovou,
lékéarnickou a ptipalenou vini. Vinylfenoly zpravidla vznikaji u bilych odrid, u kterych
dochazi k vyraznému zahnédnuti slupky vlivem nadmérného vystaveni hroznt slune¢nimu
zafeni, a tim zvySeni tvorby prekurzorti t€kavych fenolli. Vys§i mnozstvi takovych hrozni
v urodé miiZze negativné plsobit na aromatické vlastnosti vina, projevuje se zejména hotkou
a tfislovitou chuti, a ovocné aroma typické pro danou odriidu vyrazné snizuje svoji intenzitu
vlivem téchto tékavych fenoli. Jakmile hodnota souctu obsahu obou tékavych fenoll ve viné
pfesahne hranici 800 pg/l objevuje se plastové a I€karnické aroma, které je velice jasné

smysly vnimano [15].
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3.6.3 Stilbeny

Stilbeny patii mezi latky oznacované jako fytoalexiny, coz jsou latky s nizkou
molekuldrni hmotnosti a antimikrobidlnim u¢inkem. Produkce stilbeni se vyviji v reakci
rostliny na abioticky stres, dést' nebo ultrafialové zéfeni, a z divodu ochrany rostlin proti
mikrobidlnim agens. Oproti ostatnim neflavonoidnim fenolickym sloucenindm jsou stilbeny
relativné malo zastoupena skupina, do nichz fadime resveratrol, pterostilben a pinosylvin.
Na zaklad¢ jejich struktury stilbeny oznacujeme jako 1,2,-diaryletheny, jedna se o fenolické
slou¢eniny slozené ze dvou benzenovych jader propojenych ethanovym mustkem, diky ¢emuz
stilbeny mohou existovat ve formé dvou izomerd, cis a trans-stilbeny. Stilbeny se vyskytuji
u mnoha riznych rostlin, ve vin€é, brusinkach ¢i araSidech, valnd cast stilbena

v té€chto rostlinach jsou derivaty trans-resveratrolu [14] [15] [19].

3.7 Vybrané fenolické slouc¢eniny
3.7.1 Protokatechova kyselina

Protokatechova kyselina se odvozuje od kyseliny benzoové, na kterou se do pozic
3 a 4 pripoji dva hydroxylové substituenty. Kyselina prokatechova pusobi na lidské zdravi
diky své antioxida¢ni aktivité, zahrnujici inhibici tvorby volnych radikalti a zaroven jejich

rrrrr

onemocnénim kardiovaskularniho systému [24] [25].
3.7.2 Syringova kyselina

Kyselina syringova patfi mezi hydroxybenzoové kyseliny, systematicky nazyvana
4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoova kyselina. Syringova kyselina je jedna z fenolickych latek,
které se Casto nachazi v riznych alkoholickych napojich, vznika také jako metabolicky
produkt mikrobidlniho Stépeni antokyani a dalSich fenolickych latek ve stievé. Kyselina
syringova viniim dodéava jejich pozitivni vliv na zdravi, jelikoZ hraje dilezitou roli v boji proti
oxidaci lipoproteinu o nizké hustot¢ tzv. LDL cholesterolu, ktery podporuje rozvoj

aterosklerozy [26].
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3.7.3 Gallova kyselina

Gallovd kyselina se fadi mezi organické kyseliny, systematickym nazvem
je oznacovana jako 3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina. V ptirod¢ se nachazi kyselina gallova
naptiklad v liskovych ofiScich, bortivkach, jahodach, mangu ¢i hroznovych semenech,
vyznamné mnozstvi obsahuji nékteré Caje ¢i kdva. Ve viné se vyskytuje ve volné forme
¢i vazand jako soucast hydrolyzovatelnych tanint ¢i byva esterifikovana kyselinou vinnou,

ve starSich rocnicich i etanolem [27] [28].
3.7.4 Kavova kyselina

Kyselina kavova, 3,4-dihydroxyskoficova kyselina, je jedna z nejvice zastoupenych
hydroxyskoticovych kyselin v rostlinach. Jako zdroj kdvové kyseliny lze povazovat kévu,
bortvky, jablka ¢i pfirodni 1é¢ivé ptipravky na bazi propolisu. Kavova kyselina kromé svych
antikancerogennich G¢inkil vykazuje 1 antioxida¢ni €1 antibakteridlni aktivitu, coz se pozitivné
projevuje v prevenci ateroskler6zy a kardiovaskularnich onemocnéni. V hroznech bilych vin
se kavova kyselina piisobenim enzymu lakkazy, exocelularni enzym produkovany B.Cinerea,
transformuje na chinony, které maji tendenci polymerizovat a vytvaret zlaté az hnédé

produkty, které dodavaji tokajskym vintim jejich charakteristické zbarveni [6] [29].
3.7.5 Ferulova kyselina

Zakladni kamen kyseliny ferulové tvoii skoficova kyselina nesouci methoxy
a hydroxy substituenty vazané na pozici 3 a 4 na benzenovém jadie, systematicky se kyselina
ferulova tedy nazyva 4-hydroxy-3-methoxyskoficova kyselina. Ferulova kyselina je jedna
znejvice zastoupenych fenolickych kyselin v rostlindich jako je pSenice, cukrova fepa,
kukufice ¢i jeCmen, konkrétné¢ v bunécnych sténach bunék listi ¢i semen. V rostlinach

se ziidka vyskytuje ve volné formé, obvykle se objevuje vdzand na organické kyseliny

¢i glykosidy [30] [31].
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3.7.6 P-kumarova kyselina

4-hydroxyskoficova neboli p-kumarova kyselina patfi mezi jeden z izomert kyseliny
kumarové, jejiz hydroxylovy substituent se nachdzi na ¢tvrtém uhliku benzenového jadra.
Do skupiny izomert kyseliny kumarové se kromé p-kumarové fadi i o-kumarova
a m-kumarova, avSak p-kumarova je znich v pfirodé nejCastéji zastoupena, je ptitomna
naptiklad v rajcatech, mrkvi ¢i cesneku. Kyselina p-kumarova a jeji derivaty se staly dilezitou

soucasti pouzivanou ve farmaceutickém priimyslu ¢i parfumérii [32] [33].

3.7.7 Chlorogenova kyselina

Za jednu z nejhojnéjSich a nejcastéji zkoumanou hydroxyskoticovou kyselinu miizeme
oznacit kyselinu chlorogenovou a jeji ptipadné derivaty. Z hlediska chemické struktury patii
kyselina chlorogenovd mezi estery kyseliny kdvové s kyselinou chinovou. Mezi dilezité
nutriéni zdroje kyseliny chlorogenové se tadi kromé hrozni 1 jablka, mrkev, hrusky

¢1 napiiklad brambory [19].

3.7.8 Kaftarova kyselina

A %

Za nejbeéznéjsi ve viné vyskytujici neflavonidni latku 1ze oznacit kaftarovou kyselinu,
ktera ma diky svym oxida¢né-redukénim schopnostem klicovou roli pro oxidacni reakce
v bilych a rizovych vinech, naopak v cervenych vinech svou diilezitost ztraci kviili vyrazné
vys$Simu mnozstvi ttislovin, které vykazuji podobné chemické vlastnosti. Z hlediska chemické
struktury Ize kyselinu kaftarovou oznacit za ortho-difenol, neboli katechol, ktery se relativné

lehce oxiduje na ptislusny chinon [34].
3.7.9 Epikatechin a katechin

Epikatechin spolu s katechinem tvofi zakladni strukturni jednotky pro vznik
kondenzovanych tfislovin ve vinné rév€, kromé révy se nachazi v zeleném ¢i bilém caji.
Katechin se snadno rozpousti ve vod¢ a snadno podléha oxidaci, jelikoZ obsahuje ve své
struktuie dvé fenolické skupiny vedle sebe. V mirn€¢ oxidativnim prostiedi snadno uvoliiuje
rudé zabarvenou latku kyanidin, proto se nékdy katechiny nazyvaji prokyanidiny, kyanidin

pak zapfi€ini vznik vady bilych vin takzvané riiZzovéni [22] [35].
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3.7.10 Resveratrol

Resveratrol, neboli 3,4,5-trihydroxystilben se v pfirodé vyskytuje ve dvou
geometrickych uspofadanich, jako cis a trans izomer. Resveratrol se v rostlindch, jako
napiiklad bortivkach, ¢erném rybizu ¢i v araSidech, syntetizuje v reakci na stresové situace,
napadeni rostliny mikroorganismy, vystaveni UV zafeni ¢i mechanickému poskozeni.
V soucasnosti je resveratrol sttedem zajmu kvili jeho zna¢nym benefitiim pro lidské zdravi
jako jsou antioxida¢ni, chemoprotektivni, protizdnétlivé ucinky a podil pii prevenci

kardiovaskularnich onemocnéni [36] [37] [38].
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4 ANALYTICKE METODY PRO STANOVENI FENOLICKYCH LATEK

4.1 Uvod

Analyza fenolickych sloufenin zahrnuje Sirokou $kalu riiznych analytickych technik,
vyuzivaji se metody relativné instrumentalné a chemicky nenaro¢né i techniky vysoce
komplexni schopné detailné popisovat jednotlivé chemické slouceniny. Relativné bézné
se stanovuje obsah celkovych fenolickych latek pomoci piimé kolorimetrické techniky
zjistujici absorbanci vzorku pii 280 nm ¢i stanoveni absorbance vzorku po reakci s Folin-
Ciocalteu ¢inidlem. V praxi se dale stanovuje celkova antioxidacni aktivita vSech obsazenych
fenolickych sloucenin ve vzorku, ktera se hodnoti na zakladé schopnosti bud’ pfedavat atom
vodiku, a tim eliminovat radikély, nebo na podklad¢ jejich redoxnich vlastnosti. V soucasnosti
se ke kvantifikaci a identifikaci fenolickych sloucenin vyuzivd vysokoucinnd kapalinova
chromatografie, zejména pak ve spojeni s hmotnosti spektrometrii. Analyza fenolickych latek
ve vin¢ se provadi z divodu jejich dulezitosti pro zdkladni organoleptické charakteristiky
vina, dale kvali zjisténi vlivu starnuti vina na jejich mnozstvi a slozeni ve vin€é. Obecné
se vrozlicnych potravinach fenolické slouceniny identifikuji a kvantifikuji kvili jejich
pozitivnimu vlivu na lidské zdravi vzhledem k jejich antioxida¢nim vlastnostem [40] [41]

[42] [43].

4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie se fadi mezi separacni metody, jejichz princip dé€leni latek
stavi na zaklad¢ odlisné distribuce raznych slouc¢enin mezi dvé nemisitelné faze, z nichz jedna
je v tomto piipad¢ kapalina, kterd zastava ulohu pohyblivé mobilni faze, kterd prostupuje fazi
druhou oznacovanou jako stacionarni. Role stacionarni faze pak je zastoupena bud’ tuhou
latkou ¢i kapalinou fixovanou na tuhy nosic, stacionarni faze je naplnéna do kolony ve formé
sorbentu. Mezi nejcastéji vyuzivané uspotfadani kapalinové chromatografie patii
vysokoucinna kapalinovd chromatografie, pro toto uspotfddani je typické vyuziti Castic
sorbentu o velikosti ¢astic mensi nez 10 um a instrumentace, kterd se vyznacuje schopnosti
odolavat 1 vy$§im tlaklim, jelikoZ je mobilni faze ptfivadéna do systému pomoci Cerpadla
za tlaku presahujicim hodnotu desitek MPa. Nutnost pouZiti odolné instrumentace
a vysokotlakého cerpadla je z divodu malé velikosti ¢astic sorbentu, které vykazuji velky
odpor proti pfevodu hmoty mobilni faze, proto se pak pfistupuje k analyze za vysokého tlaku
[42] [43]
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4.2.1 Popis chromatografického procesu

Vysokoucinna kapalinova chromatografie stavi zejména na principu adsorpce, déleni
latek podle hodnoty molekulové hmotnosti ¢i jejich velikosti, vyméné ionti nebo
stereochemickym interakcim, které se projevi rozdilnou distribuci latek mezi mobilni
a stacionarni fizi. Pfi procesu déleni jednotlivych soucasti smési se opakované ustavuje
rovnovazny stav délenych latek mezi staciondrni a mobilni fazi, k rozdilnému zastoupeni
koncentraci délené latky v mobilni a v staciondrni fazi se vyjadiuje distribu¢ni konstanta,
kterd se rovna podilu koncentrace sloZky ve stacionarni fazi a koncentraci v mobilni fazi.
Proto podminkou separace latek pomoci kapalinové chromatografie je odlisSna distribu¢ni

konstanta jednotlivych délenych komponent analyzované smési [42] [43].

Zadrzovani latek na koloné€ a jejich nasledné vymyvani z kolony je ovlivnhéno nejen
vlastnostmi délenych latek, ale odviji se 1 od povahy jak stacionarni, tak mobilni faze, jejichz
sloZzeni mize byt konstantni v piipad¢ izokratické eluce nebo naopak v ptipad¢ gradientové
eluce, pti které se podil jednotlivych slozek v mobilni smési méni ve prospéch latky s vyssi
eluéni silou. Pii gradientové eluci je mobilni fize privadéna z vice zasobniki a k miseni
dochazi na zaklad¢ predem stanoveného programu, tento typ eluce se vyuziva v situacich, kdy
se stanovuje komplexni smés slozena ze soucasti, které se vyrazné 1isi ve svych fyzikalnich
¢i chemickych vlastnostech. Vyznamnou roli krom¢é proménlivosti slozeni mobilni faze hraje
pii separaci také pouzity typ stacionarni faze. Typ stacionarni faze se liSi dle pouzitého
chromatografického modu. V minulosti patfil mezi nejdominantnéj$i typ separace systém
s normalnimi fazemi, pro ktery je typické vyuziti polarni stacionarni fdze s vyssi polaritou,
nez kterou mé faze mobilni. Jako stacionarni fdze se napiiklad pouzival oxid kiemicity, oxid
hlinity ¢i porézni grafit a roli mobilni fidze zastupoval napiiklad hexan. V soucasnosti
se k separaci na normalni fazi ptfistupuje jen v urcitych situacich, naptiklad pti stanoveni latek
vitaminu K, lipidl ¢i pfi separaci tokoferolu a retinolu. VétSina chromatografickych analyz
stavi na principu rozdéleni molekul mezi mobilni a stacionarni fazi, coZ je typické
pro reverzni chromatograficky mod, pro ktery je typické pouziti nepolarni staciondrni faze,
naptiklad chemicky modifikovany oxid kfemicity, a polarniho rozpoustédla jako mobilni faze

(ptevazné methanolu, anebo acetonitrilu ve smési s vodou) [42] [43].
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4.3 Separace a kvantifikace fenolickych latek pomoci HPLC

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie je metodou volby v piipadé separace
i kvantifikace fenolickych sloucenin ve ving, jelikoz se fadi mezi separacni techniky, které
uspesné spojuji vysokou separacni ucinnost s rychlou detekci a s jednoduchou automatizaci.
K analyze fenolickych slouc¢enin ve viné je mozné pouzit kromé tradi¢nich casticovych
sorbentii také monolitické kolony, které jsou tvofeny celistvym poérovitym materidlem
vypliujicim vnitini prostor kolony. Monolitické kolony vyrazné ptispivaji ke zkraceni doby
analyzy, jelikoZ oproti klasickym kolondm jejich vnitfni stavba umoziuje pouZziti vysSich
prutokovych rychlosti mobilni faze bez rizika vyrazného zvySeni zpétného tlaku a soucasné
beze zmény v separacni uc¢innosti. Nahrazeni tradinich kolon monolitickymi pfi stanoveni
fenolickych sloucenin bylo poprvé uskute¢néno v roce 2002 skupinou védcti, ktera potvrdila
vySe zminéné vyhody monolitickych kolon a mimo to dosdhli zlepSeni v rozliSeni signalu
a Sumu a dale zkriceni casu promyvacich a ustalovacich procesti. O 8 let pozdéji vytvoftila
a otestovala skupina védcti velice rychlou (8 minut), spolehlivou a reprodukovatelnou metodu
pro stanoveni 13 fenolickych sloucenin pomoci monolitickych kolon. V roce 2012 byly
pro analyzu fenolickych sloucenin ve viné testovany kolony se sorbentem tvofenym
povrchoveé poréznimi ¢asticemi. Pouziti povrchové poréznich Castic se dramaticky odrazilo
na selektivité, rozliSeni a rychlosti separace, vysledkem bylo vyznamné zlepSeni uc¢innosti
v porovnani s celkové poréznimi Casticemi, snizeni spotieby mobilni faze a zvySeni rychlosti
analyzy bez nartstu zpétného tlaku v systému. Pii stanoveni fenolickych slou¢enin pomoci
HPLC dominuji mezi mobilnimi fizemi acetonitril a metanol, pH mobilni faze se pohybuje
vrozmezi 2-4 scilem zabranit ionizaci fenolickych latek béhem identifikace. Oproti
izokratické eluci se spiSe pifi analyze fenolickych latek dava prednost gradientové eluci
a to zejména z divodi rozdilnych fyzikalné chemickych vlastnosti latek a pomérné slozité

analyzované matrici [40] [43] [44] [45] [46].

Nékteré fenolické slouceniny obsazené ve vin€ vykazuji typickou absorbanci
vuréitych vinovych délkach ultrafialového & viditelného spektra. Siroké spektrum
fenolickych latek ma nejvétsi absorbanci pfi vinové délce 280 nm, proto se tato vinova délka
jevi jako vhodnou pro detekci fenolickych latek pomoci detektorti s diodovym polem
nebo UV-Vis detektort. Pro flavanoly jsou typické dvé absorpéni maxima pii vinovych

délkach 210 a 278 nm, zatimco barevné antokyany vykazuji dokonce tii absorpéni maxima
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kolem vlnové délky 270, 465 a 560 nm. Analyzu kondenzovanych taninii pomoci HPLC
komplikuje velikost a stupeit polymerace téchto molekul. Absorpéni spektra nékterych
fenolickych latek se velice podobaji, ¢imz naslednou jednoznac¢nou identifikaci znesnadnuji,
proto se jevi jako vhodné spojeni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekei, ktera identifikuje jednotlivé fenolické latky na zakladé jejich struktury [40] [43] [47]
[48].

4.3.1 Priklady stanoveni fenolickych slou¢enin ve viné

4.3.1.1 Priklad stanoveni Cislo 1 - Resveratrol-derivates and antioxidative capacity in

wines made from botrytized grapes

Tato studie se zabyvala antioxidacni kapacitou vin vyrobenych z hrozni napadenych
Botrytis cinerea a stanovenim koncentrace resveratrolu a jeho derivatli v téchto vinech.
V 18 Tokajskych vinech pochéazejicich z madarské casti Tokajské oblasti oproti
15 botrytickym vinim ,,Pradikat* vyrobenych v Némecku byla zjisténa vySsi koncentrace
resveratrolu a polydatinu, tokajskd vina obsahovaly v praméru 2,5 mg/l a koncentrace
v némeckych vinech dosahovala v priméru 0,9 mg/l. Vzhledem k rozdilim ve vyrobé obou

vin, tokajska vina vykazuji vyssi antioxidacni kapacitu [49].

Testovany material | Botrytické vina
Stanovované latky |cis-Polydatin, trans-Polydatin, trans-Resveratrol, cis-Resveratrol

Kolona Fluofix® 120 E RP-column (NEOS Company Ltd.; 250 x 4,6 mm; Sum)
Detekce DAD detekce (310/286 nm)
Mobilni faze A - kyselina octova ve vodé (56,2 : 900); B - 80% acetonitril + 20% faze A

Gradientova eluce:
0.-17. min.|82% A; 18% B

17.-21. mn.|77% A; 23% B
21.-27. min.|75% A ;25% B

27 - 30. min.|68% A; 32% B

30. - 40,1. min.|0 % A; 100% B
40,1. - 55. min.|82% A; 18% B

Tabulka €. 3: Podminky stanoveni fenolickych slou€enin v ptikladu €. 1
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4.3.1.2 Priklad stanoveni Cislo 2 - Screening non-colored phenolics in red wines
using liquid chromatography/ultraviolet and mass spectrometry/mass

spectrometry libraries

Cilem této studie bylo za pomoci 39 standardt fenolickych slouc¢enin vytvotit LC/UV
a MS/MS knihovnu spekter, diky které by bylo mozné identifikovat fenolické latky v riznych
vzorcich vina s co nejmensi pracovni narocnosti. Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
ve spojeni s DAD detektorem patfi mezi nejcastéji vyuzivané metody stanoveni rtznych
sloucenin ve vin¢, nicméné UV spektra né€kterych fenolickych latek jsou velice podobna, a tak
se stale Castéji vyuziva spojeni LC-MS, jako nejlepSi metod€ pro studium fenolickych latek

v hroznech a vin¢ [50].

Testovany material |6 Cervenych vin
Stanovované latky |39 fenolickych sloucenin

Kolona Zorbax SB-C18 (Agilent Technologies; 250 x 4,6 mm; Spum)
Detekce DAD-ESI-MS/MS
M obilni faze A - 1% kyselina octova ve vodé B - 1% kyselina octova v metanolu)

Gradientova eluce:

0.-25. mn.{10 - 22% B
25.-45. mn.|22 - 50% B
45.-55. mn.|50 - 95% B
55 - 60. mn.|95% B
60. - 63. min.|95 -10% B
63. - 66. min.|10% B

Tabulka €. 4: Podminky stanoveni fenolickych sloucenin v piikladu €. 2
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4.3.1.3 Pr¥iklad stanoveni Cislo 3 - Phenolic profile in varietal white wines made in the

Canary Islands

V této studii byly podrobeny zkouméni 3 odridy bilych vin pivodem z kanarskych

ostrovl, cilem zkoumani bylo zjisténi rozdilu ve slozeni spektra fenolickych slouc¢enin mezi

riznymi odriadami, ,,Listan blanco®, ,,Verdello* a ,,Gual“[51].

Kolona
Detekce
Mobilni faze

Testovany material
Stanovované latky

Gradientova eluce:

3 bila vina

19 fenolickych sloucenin

Nucleosil Tracer 120 C;g (250 x 4 mm; Spum)

DAD 1050 M detektor

A - 2,7% kyselina octova ve vodé, B - 20% roztok A, 80% acetonitril

0.-5.
5.-10.
10. - 15.
15 - 26.
26. - 26,5.
26,6. - 35.
35.-35,5.
35,5. - 40.
40 - 45.
45.

min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.

100% A, 0% B
98% A, 2% B
96% A, 4% B
90% A, 10% B
81% A, 19% B
79,5% A, 20,5% B
70% A, 30% B
67% A, 33% B
0% A, 100% B
100% A, 0% B

Tabulka €. 5: Podminky stanoveni fenolickych sloucenin v ptikladu €. 3
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4.3.1.4 Priklad stanoveni Cislo 4 - Browning of Cava (Sparkling Wine) During Aging

in Contact with Lees Due to the Phenolic Composition

Studie se zabyvala zménami v obsahovém spektru a mnozstvi fenolickych slozeni

v 6 Sumivych vinech oznaovanych jako ,,Cava“ a vliv téchto zmén na hnédnuti vin. Vzorky

byly odebrany celkem jedendctkrat béhem tfiletého zrani a zmény ve sloZeni byly

monitorovany za pomoci HPLC metody [52].

Testovany material
Stanovované latky
Kolona

Detekce

M obilni faze
Gradientova eluce:

6 Sumivych vin

14 fenolickych slou¢enin

Nucleosil Tracer 120 C;5 (250 x 4 mm; Spum)

DAD 1050 M detektor

A - 2,7% kyselina octova ve vode, B - 20% roztok A, 80% acetonitril

0.-5. mn.
5.-10. min.
10. - 15. min.
15 - 26. mn.
26. - 26,5. min.
26,6. - 35. min.
35. - 35,5. min.
35,5. - 40. min.
40 - 45. min.
45. min.

100% A, 0% B
98% A, 2% B
96% A, 4% B
90% A, 10% B
81% A, 19% B
79,5% A, 20,5% B
70% A, 30% B
67% A, 33% B
0% A, 100% B
100% A, 0% B

Tabulka €. 6: Podminky stanoveni fenolickych sloucenin v ptikladu ¢. 4
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4.3.1.5 Priklad stanoveni &islo 5 - Phenolic Characterization of Malbec Wines from

Mendoza Province (Argentina)

Tato studie jako prvni charakterizovala spektrum fenolickych latek Cervenych vin
odrtudy ,,Malbec*, jejichz hrozny zraly v provincii Mendoza v Argentin€. V 61 vzorcich bylo
indentifikovano a kvantifikovano vice nez 40 riznych fenolickych sloucenin za vyuziti

vysokoucinné kapalinové chromatografie a detektoru diodového pole [53].

Testovany material 61 Cervenych vin

Stanovované latky 44 fenolickych sloucenin

Kolona Nova-Pak C;z (Water Corp., Milford, MA; 150 x 3,9 mm; 4 um)
Detekce DAD detektor L-7455 (Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany)

M obilni faze A - vodakyselina mravenci; 90:10, B - acetonitril

Gradientova eluce:

0. - 23. min.|96-85% A, 4-15% B
23.-27. min.|85-80% A, 15-20% B
27.-43. min.|80-70% A, 20-30% B

Tabulka €. 7: Podminky stanoveni fenolickych sloucenin v ptikladu €. 5

4.3.1.6 Priklad stanoveni Cislo 6 - Comparative study on the antioxidant properties of

Slovakia and Austrian wines

Ve studii bylo analyzovano celkem 86 vzorkt vina, 35 bilych a 17 cervenych vin
puvodem ze Slovenska a 12 bilych a 22 ¢ervenych z regionu Burgundsko. U vSech 86 vzorka
byly zjistovany jejich antioxidacni vlastnosti pouzitim EPR spektroskopie, metody DPPH
a ABTS' metody, u 16 vybranych vzorkt byl stanoven jejich fenolicky profil a nasledné byla

porovnana antioxidac¢ni aktivita s obsahem fenolickych sloucenin [54].

Testovany material |16 bilych a cervenych vin
Stanovované latky |Kyselina gallova, 3,4-dihydroxybenzoova, kavova, syringova, p-kumarova

Kolona LiChrospher® 100 RP-18 (Agilent, Germany; 125 mm; 5um)
Detekce detektor s programovatelnou vinovou délkou
Mobilni faze A - smes vody a kyseliny octové pH = 2, B - acetonitril

Gradientova eluce:
0.-20. mn.[95% A, 5% B

20. - 25. min.|80% A, 20% B
25.-35. min.[95% A, 5% B

Tabulka ¢. 8: Podminky stanoveni fenolickych sloucenin v ptikladu ¢. 6
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4.3.1.7 Priklad stanoveni Cislo 7 - Authentication of Riesling Wines from the Czech

Republic on the Basis of the Non-flavonoid Phenolic Compounds

Ve 43 vzorcich vin z5 vinohradnickych regioni Ceské republiky, Mikulova,

Slovacko, Velké Pavlovice, Znojmo, Litométice, bylo analyzovano 18 neflavoniodnich

fenolickych slouc¢enin pomoci HPLC metody. Cilem analyzy vybranych fenolickych

sloucenin bylo zjisténi, zda je mozné rozlisit piivod vin na zdklad¢ charakteristiky fenolického

spektra [55].

Testovany material
Stanovované latky
Kolona

43 vin odrudy Ryzlink
18 fenolickych slou¢enin
Alltech Alltima C18 (150 x 3 mm; 3um)

Detekce DAD detektor SPD-M10 Avp
M obilni faze A - 15 mmol/l1 HCIO,4, B - 15 mmoll HCIO,4, 10% methanol, 50% acetonitril
Gradientova eluce:
0.-20. min.[96% A, 4% B
5.-10. min.|72% A, 28% B
20. - 30. min.|58% A, 42% B
30. - 38. min.|40% A, 60% B
38.-40,1. mn.[0% A, 100% B
40,1. - 43. min.|96% A, 4% B

Tabulka €. 9: Podminky stanoveni fenolickych sloucenin v piikladu €. 7
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4.4 Validace chromatografické metody

Validace chromatografické metody je postup, jehoz cilem je ovéfit a prokazat
spolehlivost analytické metody, tedy zda jejim pouzitim ziskame relevantni a spolehliva data.
Dale se validace provadi z divodu zjisténi, zda je zvoleny postup vyhovujici pro dany tcel
a zda je metodu mozné zopakovat se stejnou spolehlivosti. Vysledkem validace je pak
potvrzeni, ze vysledky ziskané touto metodou budou trvale odpovidat predem zvolenym

kritériim, jako je pfesnost, spravnost, linearita a test zptsobilosti [56] [57] [58].
4.41 Spravnost

Pojmem spravnost analytick¢é metody se rozumi mira tésnosti shody mezi vystupy
méfeni ziskané pravé validovanou metodou a skutecnou ¢i referenéni hodnotou métené
veli¢iny. Spravnost analytické metody je reprezentovana vytéznosti metody, kterd se obvykle
vyjadiuje jako pomér ziskané hodnoty mnozstvi analytu a hodnoty referencni, vysledek
se zapisuje formou zlomku nebo jako procentudlni hodnota. Cilem statistického testovani
spravnosti metody pak je zjiSténi rozdilnosti mezi pravou a ziskanou hodnotou, a zda tento

rozdil je nebo neni statisticky vyznamny [56] [58].
4.4.2 Presnost

Pod pojmem pfesnosti méfeni se rozumi blizkost mezi nezavislymi hodnotami
veliCiny zjiSténymi opakovanymi méfenimi stejného nebo podobného homogenniho vzorku
za predem specifikovanych podminek. Piesnost meéfeni podle podminek opakovani
charakterizuje reprodukovatelnost, mezilehla preciznost ¢i opakovatelnost, kterou
charakterizuje smérodatnd odchylka ziskand vypoctem z opakovaného méfeni totozného
vzorku, na témze pfistroji a provedeno jednim pracovnikem laboratofe za pouziti stejné
metody béhem kratkého casového obdobi. Vysledkem hodnoceni piesnosti analytické metody
je zjisténi ndhodnych chyb, vysledek hodnoceni se nevztahuje ani nevyjadiuje ke skutecné

hodnoté veli¢iny [56] [58].

39



4.4.3 Test zpusobilosti chromatografického systému

Test zpusobilosti chromatografického systému se provadi za tucelem zajiSténi
odpovidajici U€innosti a vhodnosti chromatografického systému pfed jeho samotnym
pouzitim, na pocatku analyzy, pti podezieni na zménu ¢i chybu negativné ovliviujici cely
systém. Test zplsobilosti patii mezi neodmyslitelnou slozku validace metody, jehoz soucasti
musi byt nejméné dva parametry, jako je napiiklad ur€eni symetrie piku pomoci ,tailing*

faktoru, rozliseni chromatografickych pikli nebo provedeni systémové opakovatelnosti [58].
444 Linearita

Linearita obecn¢ charakterizuje pifimkovou korelaci mezi vystupy z detektoru
a koncentraci stanovované latky ve vzorku. Miru této linedrni zavislosti mezi dvéma

nahodnymi proménnymi reprezentuje korelacni koeficient [56] [58].
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5 EXPERIMENTALNi CAST

5.1 Pouzité pristroje a pomucky

Chromatograficka sestava Shimadzu LC-10
Pumpy LC-10 AD VP
Degasser DGU-14 A
Autosampler SIL-HTA
Termostat kolony CTO-10 AC VP
Detektor DAD detektor SPD-M10A VP
Kolona 1. Ascentis® Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 pm)
Kolona I1. YMC Triart C-18 ExRS (150 x 4,6 mm; 5 um)
Kolona III. Ascentis® Express RP-Amide (150 x 4,6 mm; 2,7 pm)
Vyhodnoceni Chromatograficky systém LC solution
Davkovani 10 pl
M obilni faze A - Acetonitril; B - 0,1% kyselina fosfore¢na
Priitok mobilni faze 1 ml/min
Teplota 30°C
Gradientovy rezim Test vice rtiznych gradientovych podminek
Ostatni pomiicky Analytické vahy Sartorius CPA 12 4S

Pipety (BRAND)

Bézné laboratorni sklo a pomticky

Tabulka €. 9: Chromatograficky systém a ostatni pomticky

5.2 Chemikalie a material

5.2.1 Chemikalie
Methanol (Sigma-Aldrich)

Acetonitril (Sigma-Aldrich)

Kyselina fosfore¢na 85% (Sigma-Aldrich)
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5.2.2 Material

5.2.2.1 Standardy

Standard Cistota Vyrobce Navazky [Detekce
Kyselina protokatechova 97,0% Sigma- Aldrich 1,25 mg | 280 nm
Kyselina fertarova 99,0% Sigma-Aldrich 1,03 mg | 280 nm
Kyselina kavova 98,0% Sigma-Aldrich 1,17 mg | 320 nm
Kyselina p-hydroxybenzoova 99,0% Sigma- Aldrich 1,01 mg| 280 nm
Kyselina syringova 98,0% Sigma- Aldrich 0,99 mg | 280 nm
Kyselina gallova 97,5% Sigma- Aldrich 1,01 mg| 280 nm
Kyselina p-kumarova 98,0% Sigma-Aldrich 1,09 mg | 320 nm
Kyselina ferulova 99,0% Sigma-Aldrich 1,03 mg | 320 nm
Katechin hydrat 98,0% Sigma- Aldrich 0,98 mg | 280 nm
Epikatechin 90,0% Sigma- Aldrich 1,13 mg | 280 nm
Kyselina chlorogenova 95,0% Sigma- Aldrich 1,03 mg | 320 nm
Kyselina kaftarova 95,0% |Dalton Pharma Services| 0,97 mg | 320 nm
Resveratrol 99,0% Sigma- Aldrich 1,06 mg [ 320 nm
Polydatin 99,0% Sigma-Aldrich 1,01 mg| 320 nm
Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova | 99,0% Sigma- Aldrich 1,05 mg | 280 nm

Tabulka €. 10: Seznam pouzitych standard
5.2.2.2 Vzorky archivnich Tokajskych vin
Vzorky archivnich Tokajskych vin pochazi z vinafstvi slovenské ¢asti Vinohradnické
a vinai'ské oblasti Tokaj, konkrétné vinatstvi Zlaty Strapec lezi ve vesnici Vini¢ky v okrese

TrebiSov, vinohrady patfici vinaiské firmé Ostrozovi¢ spol. s.r.o. se rozkladaji spolu

s vinohrady spole¢nosti Tokaj & CO na izemi vesnice Mala Tina.
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Poradi | Archivni tokajské vino Vinarstvi Ro¢nik
1 Tokajsky vybér 5-putnovy Zlaty Strapec 1983
2 Tokajsky vybér 3-putnovy Ostrozovi¢ 2003
3 Tokajsky vybér 6-putnovy Zlaty Strapec 1972
4 Tokajsky vybér 5-putnovy Ostrozovic 2004
5 Tokajsky vybér 5-putnovy Ostrozovi¢ 1989
6 Tokajsky vybér 6-putnovy Ostrozovi¢ 2002
7 Tokajsky vybér 6-putnovy 1983
8 Tokajsky vybér 6-putnovy Zlaty Strapec 1993
9 Tokajsky vybér 4-putnovy OstroZzovic 2004
10 Tokajsky vybér 4-putnovy Ostrozovi¢ 2002
11 Tokajsky vybér 3-putnovy Ostrozovi¢ 1995
12 Tokajsky vybér 4-putnovy Ostrozovi¢ 1999
13 Tokajsky vybér 4-putnovy Ostrozovi¢ 2016
14 Furmint-Supk¢ 90 dni 2017
15 Tokajsky vybér 6-putnovy Zlaty Strapec 1997
16 Tokajsky vybér 5-putnovy Zlaty Strapec 1993
17 Tokajsky vybér 3-putnovy Ostrozovi¢ 1999
18 Tokajsky vybér 4-putnovy Tokaj&Co 1995
19 Tokajsky vybér 6-putnovy OstroZzovi¢ 1993

20 Tokajsky vybér 4-putnovy Zlaty Strapec 1993
21 Furmint-Supk4¢ 30 dni 2017
22 Tokajsky vybér 6-putnovy Ostrozovi¢ 2003
23 Tokajsky vybér 3-putnovy Zlaty Strapec 1988
24 Tokajsky vybér 5-putnovy OstroZzovi¢ 2003
25 Tokajsky vybér 6-putnovy Tokaj&Co 1993

Tabulka €. 11: Seznam analyzovanych Tokajskych vin

5.2.3 Priprava roztoku
5.2.3.1 Zasobni roztoky standardu

Zasobni roztoky jednotlivych standardii byly pfipravovany separatné, navazky
pro piipravu zasobnich roztokl jsou spolu s nazvy a Cistotou standardii uvedeny v tabulce
¢. 11 vySe. Tyto navdzky byly ve vialce rozpustény v I ml MeOH, vSechny tyto zdsobni
roztoky byly skladovany v lednici pfi teploté 5°C.
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5.2.3.2 Pracovni roztoky pro kalibraci

Pracovni roztoky pro kalibraci byly pfipraveny jako smésné roztoky zéasobnich
roztokl vSech standardii, rozmezi koncentraci se pohybovalo od 40 mg/l do 0,125 mg/I.
Jako prvni byl ptfipraven pracovni roztok o koncentraci 40 mg/l, do vialky bylo napipetovano
40 pl z kazdého ze zasobnich roztokd standardii (objem téchto standardl tvofil celkem
600 pl) a nakonec bylo do vialky napipetovano 400 pl methanolu. Z tohoto
smésného pracovniho roztoku o koncentraci 40 mg/l bylo poté odpipetovano 500 pul
a doplnéno methanolem do objemu 1 ml, a tim byl vytvofen pracovni roztok o koncentraci
20 mg/l1. Dalsi pracovni roztoky o koncentraci 10 mg/l, 5 mg/l, 2 mg/l, 1 mg/l, 0,5 mg/l, 0,25
mg/l a 0,125 mg/l byly ptipraveny odpipetovanim odpovidajiciho mnozstvi pracovniho

roztoku o vyssi koncentraci a doplnénim methanolem do objemu 1 ml.

Koncentrace Smés standardi Methanol
40 mg/l 40 wl od kazdého ze standardu 400 w
20 mg/l 500 pl ze smesi o koncentraci 40 mg/l 500 ul
10 mg/l 500 pl ze smesi o koncentraci 20 mg/l 500 ul

5 mg/l 500 pl ze smesi o koncentraci 10 mg/l 500 ul

2 mg/l 400 pl ze smési o koncentraci 5 mg/l 600 ul

1 mg/l 500 pl ze smési o koncentraci 2 mg/l 500
0,5 mg/l 500 pl ze smesi o koncentraci 1 mg/l 500 W
0,25 mg/l 500 pl ze smesi o koncentraci 0,5 mg/l 500 Wl
0,125 mg/l 500 pl ze smési o koncentraci 0,25 mg/l 500 ul

Tabulka €. 12: Postup ptipravy pracovnich roztokl pro kalibraci

5.2.3.3 Pracovni roztoky pro stanoveni vytéznosti a opakovatelnosti

Pracovni roztoky urcené k zjiSténi pfesnosti a spravnosti metody byly pfipravovany
z pracovnich roztokli urcenych pro kalibraci. K zjisténi spravnosti bylo pouzito stanoveni
vytéznosti za pomoci 8 roztokl, které obsahovaly 100 pl smésného roztoku standardii
o koncentraci 40 mg/l a 700 ul Tokajského vina, a 4 srovnavaci roztoky vytvofené piidanim
100 pl methanolu k 700 pl Tokajského vina. Pfesnost byla ur€ovand na zaklad¢ opakovaného

méfeni pracovniho roztoku standardl pro kalibraci o koncentraci 5 mg/1.
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5.2.3.4 Pracovni roztoky pro identifikaci latek

Kazdy z pracovnich roztokl pro identifikace pikii byl pfipravovan jednotlivé a to tak,
ze do vialky bylo napipetovano 10 pl pracovniho roztoku urcitého standardu o koncentraci
1 pg/l a poté bylo do téze vialky ptidano 990 ul metanolu. Dale bylo do samostatné vialky
¢islo 2 nejdiive napipetovano 10 pul pracovniho roztoku uréitého standardu a dale pak 990 pl
realného vzorku Tokajského vina. Porovnanim retencnich cast standardii a reten¢nich casi
ploch zvySenych o ptidavek standardu v Tokajskych vinech byly identifikovany piesné pozice

sledovanych latek na chromatogramu vin.
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6 OPTIMALIZACE METODY

Cilem optimalizace bylo nalezeni idealnich chromatografickych podminek, za kterych
lze soucasné optimalné separovat a nasledn¢ stanovit vSechny vybrané fenolické slouceniny,
které se lisi jak chemickymi, tak fyzikalnimi vlastnostmi. Optimalizace chromatografické
metody pro stanoveni vybranych fenolickych sloucenin v Tokajském vin¢ se skladala
z vybéru vinové délky detektoru, z volby jedné ze tii kolon a nastaveni optimalni gradientové

eluce.

6.1 Volba vinové délky detektoru

Na zdklad¢ dostupnych studii, které se vénovaly stanoveni profilu fenolickych
slouenin ve vinech (kapitola 4.1.3.4; 4.3.1.5), a ziskanych absorpénich spekter byly
pro stanoveni jednotlivych skupin fenolickych sloucenin zvoleny dvé rtzné vinové délky,
pro identifikaci hydroxybenzoovych kyselin a flavan-30li byla pouzita vinova délka 280 nm,
pro stanoveni vétSiny skoficovych kyselin a vybranych stilbenli byla zvolena vlnova délka

320 nm.

6.1.1 Absorp¢éni spektrum kyseliny syringové a fertarové

200 250 300 350 nm 20 250 3o 3o nm

Obrazek €. 1: Absorp¢ni spektrum kyseliny syringové (vlevo) a kyseliny fertarové (vpravo)
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6.1.2 Absorpéni spektrum kyseliny kavové a p-hydroxybenzoové

L5 383 LE8EE,

200 250 300 350 nm 200 250 300 30 nm

Obrazek ¢. 2: Absorpcni spektrum kyseliny kavové (vlevo) a kyseliny p-hydroxybenzoové
(vpravo)

6.1.3 Absorp¢éni spektrum kyseliny protokatechové a gallové

mAl
zﬂ]_
200-
150—:
100 .I;.
50
o] mT ?
200 7 280 7 Tab 77 T3 77 Tom 2602503&1350;'.1
Obrazek €. 3: Absorp¢ni spektrum kyseliny protokatechové (vlevo) a kyseliny gallové
(vpravo)
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6.1.4 Absorpéni spektrum kyseliny p-kumarové a ferulové

Obrazek €. 4: Absorpcni spektrum kyseliny p-kumarové (vlevo) a kyseliny ferulové (vpravo)

6.1.5 Absorpéni spektrum katechin hydratu a epikatechinu

nAL mAU
o o~
70 S %00] - §
soo] [
600H
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5H00H
600+
400 5004
3004 400+
300+
200+
200+
100+ 1004
|
A
0H ; o
— - - T - r - 1T r + 1T -

20 2% 30 30 nm 200 250 300 350 " o

Obrazek €. 5: Absorpcni spektrum katechin hydratu (vlevo) a epikatechinu (vpravo)
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6.1.6 Absorpéni spektrum kyseliny chlorogenové a kaftarové

2 3 &8 8

B 8 &8 8

=
[=]

[=]

Obrazek €. 6: Absorpcni spektrum kyseliny chlorogenové (vlevo) a kyseliny kaftarové
(vpravo)

6.1.7 Absorp¢€ni spektrum resveratrolu a polydatinu

mAU mALl

Obrazek €. 7: Absorpcni spektrum resveratrolu (vlevo) a polydatinu (vpravo)
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6.1.8 Absorpéni spektrum kyseliny 2-hydroxy-4methoxybenzoové

200 0 2% 0 Tae 0 T30 om

Obrazek €. 8: Absorpcni spektrum kyseliny 2-hydroxy-4-methoxybenzoové
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6.2 Vybér kolony

Pro stanoveni fenolickych sloucenin se jako chromatograficky systém voli systém
s reverznimi fazemi, ptiCemz mobilni fazi je smés vodného roztoku s polarnim organickym
rozpoustédlem a stacionarni faze ma nepolarni charakter. Pro stanoveni fenolickych sloucenin
se obvykle vyuziva chemicky modifikovand faze s navazanymi C-18 fetézci, v naSem piipadé
byla vybrana kolona Triart C-18 ExRS (150 x 4,6 mm; 5 um). Na podklad¢ vysledka studii
provedenych na katedie analytické chemie farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy byla
do testovaciho vybéru kolon zatfazena i kolona s pentafluorofenolyvou stacionarni fazi,
Ascentis Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 pm), kterd dobu stanoveni vybranych fenolickych
slouCenin, antokyanl, zna¢né zkratila a vykazovala vét§i uCinnost nez standardni C-18
kolony. Pfi optimalizaci metody byla jako tieti kolona testovdna kolona se staciondrni fazi
obsahujici vlozenou polarni amidovou skupinu zakotvenou na dlouhém alkylovém fetézci,

Ascentis Express RP-Amide (150 x 4,6 mm; 2,7 um) [59].
6.3 Volba gradientu

U vSech vysSe zminénych kolon byl proveden test, pii pratoku 1,0 ml/min, celkem
10-ti riznych gradientt, které se liSily jak délkou analyzy, tak v zastoupeni vodné a organické
slozky mobilni faze. Vliv jednotlivych gradientl na separaci vybranych fenolickych sloucenin
byl zjistovan pomoci realného vzorku Tokajského vina. Hodnoticim kritériem pii volbé
gradientu byl pfedevSim pocet separovanych pikl, jelikoz nékteré fenolické slouceniny
vykazuji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti a jejich retencni Casy byly téméf shodné,
déle bylo cilem dosazeni idealni symetrie a Sitky piku. Volba gradientli na zdkladé¢ celkového
Casu se pohybovala v rozmezi od 12 az 19,5 minut. Gradienty s celkovym krat§im ¢asem vSak
nebyly vhodné z divoda separace menSiho mnozstvi latek. Testované gradienty se liSily
pouze pocatecnim slozenim (mnozstvi organické faze acetonitrilu od 2 do 10 %) a celkovou
strmosti linearniho gradientu. Pro identifikaci stanovovanych latek v redlnych vzorcich byl
zvolen gradient 09 a jako nejvhodnéjSi se jevila kolona Ascentis Express F5
(150 x 4,6 mm; 5 pm), kidentifikaci zcelkového poctu testovanych 40 flavonoidi
¢i fenolickych kyselin bylo pouzito celkem 15 komeréné dostupnych standardd, jejichz piky
se shodovali s reten¢nimi Casy latek ve vinech. Ty byly nésledné porovnany s 10 redlnymi

vzorky Tokajskych vin.
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6.4 Reprezentativni vysledky testovani optimalniho gradientu

riznych kolon

6.4.1 Gradient 03

Mobihi faze
Cas (min) | Acetonitril (%)| 0,1% H;PO, (%)
0,01 Start analyzy
0,01 5 95
10,00 50 50
10,20 5 95
12,50 5 95
12,51 Kondicionace

Tabulka ¢. 13: Podminky gradientu 03

mAU
280nm,4nm (1.00)
100
50
04
T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min

Obrazek €. 9: Ascentis Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 pm)

mAU
1001280nm,4nm (1.00)

T T
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min

Obrazek €. 10: YMC Triart C-18 ExRS (150 x 4,6 mm; 5 pm)

mAU
280nm,4nm (1.00)

1254

100

75+

50

25

0

0.0. o .1!0. o .2!0. o .3!0. o .4,0. o .5!0. o .6!0. o .7,0. o .8!0. o .9!0. o .1(;.0. o .11I,O. o .12IA0.n*}n

Obrazek €. 11: Ascentis Express RP-Amide (150 x 4,6 mm; 2,7 um)
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6.4.2 Gradient 05

mAU

Mobihni faze
Cas (min) | Acetonitril (%)| 0,1% H;PO4 (%)
0,01 Start analyzy
0,01 10 90
17,00 50 50
17,20 10 90
19,50 10 90
19,51 Kondicionace

Tabulka ¢. 14: Podminky gradientu 05

100+

754

50

25+

o

280nm,4nm

(1.00)

0.

0

mAU

T
2.5

Obrazek ¢.12: Ascentis Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 pm)
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Obrazek €. 13: YMC Triart C-18 ExRS (150 x 4,6 mm; 5 pm)
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Obréiek ¢. 14: Ascentis Express RP-Amide (150 x 4,6 mm; 2,7 pm)
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6.4.3 Gradient 09

Mobilni faze
Cas (min) | Acetonitril (%)| 0,1% H;PO4 (%)
0,01 Start analyzy
0,01 2 98
17,00 30 70
17,20 2 98
19,50 2 98
19,51 Kondicionace

Tabulka €. 15: Podminky gradientu 09

mAU

100 580nm, 4nm (1.00)
754

50

25+

Obrazek ¢.15: Ascentis Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 pm)

280nm,4nm (1.00)

50

254

Obrazek €. 16: YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 5 pm)
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Obrazek €. 17: Ascentis Express RP-Amide (150 x 4,6 mm; 2,7 um)
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6.4.4 Hodnoceni vybranych gradientd a kolon
6.4.4.1 Gradient 03

Gradient ¢islo 03 byl jednim ze dvou gradientl s nejkrat$i dobou analyzy, 12,51
minut. Tak kratkd doba analyzy se neukdzala jako vhodna pro stanoveni, jelikoz
se ve vzorcich Tokajskych vin vyskytuje velké mnozstvi dalSich jinych latek, které pti tomto

Case a slozeni mobilni faze, u vSech tii testovanych kolon, nebyly dostate¢né odseparovany.
6.4.4.2 Gradient 05

Gradient c¢islo 05, jehoz doba analyzy byla vyrazné delsi nez gradient 03, 19,51 minut,
se pro tento piipad nejevil jako vhodny. Prestoze doba separace latek byla delsi, ke zlepSeni

v rozliSeni jednotlivych pikti nedoslo.
6.4.4.3 Gradient 09

Gradient cislo 09, s dobou analyzy totoznou jako u gradientu ¢islo 05, se prokazal jako
nejvhodnéjsi pro stanoveni ndmi vybranych fenolickych sloucenin. Diky odlisSnému slozeni
pocatecni mobilni faze, kdy byl pouzit pouze 2 % acetonitril se separace latek oproti gradientu
Cislo 5 prodlouzila a rozliSeni jednotlivych pikii se znacné vylepSilo. Jako optimalni
se pfi tomto gradientu jevila kolona Ascentis Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 um), kterd byla
zvolena pro analyzu vzork Tokajskych vin. Dalsi testované podminky ostatnich gradienti
nevedly k lepSim vysledkiim a vzhledem k omezenému rozsahu diplomové prace nejsou dale

uvadény ani komentovany.
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6.5 Optimalni podminky stanoveni fenolickych slou¢enin pomoci
HPLC

Chromatograficka sestava |Shimadzu LC-10

Kolona Ascentis® Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 um)

Detektor DAD detektor SPD-M10A VP

Detekce 280 a 320 nm

Davkovani 10 pl

M obilni faze A - Acetonitril; B - 0,1% kyselina fosforec¢na

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Teplota 30°C

Gradientova eluce Mobilni faze

Cas (min) | Acetonitril (%)| 0,1% H;PO, (%)

0,01 Start analyzy
0,01 2 98
17,00 30 70
17,20 2 98
19,50 2 98
19,51 Kondicionace

Tabulka €. 16: Optimalni chromatografické podminky

mAU
280nm,4nm (1.00)

754

504

25+

0

—— 77— 77—
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 min

Obrazek €. 18: Chromatogram findlnich podminek na koloné Ascentis Express F5 (150 x 4,6
mm; 5 um) pii gradientu 09
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7 VALIDACE ANALYTICKE METODY

7.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Hodnoticim kritériem testu vhodnosti chromatografického systému je stanoveni
kapacitniho faktoru (k), faktoru symetrie chromatografického piku (As), retencniho casu
a rozliSeni chromatografickych piki (Rs). Pfi testu vhodnosti chromatografického systému
byly vyuzity jiz vytvofené pracovni roztoky pro kalibraci o koncentraci 40 mg/l, které byly
pfipraveny dle postupu v kapitole 5.2.3.2. RozliSeni chromatografickych pikli odpovidalo
hodnotdm nad doporufeny limit, v&ét§i neZz hodnota 1,5, s vyjimkou kyseliny
4-hydroxybenzoove, katechin hydratu a 2-hydroxy-4-methoxybenzoové. Faktor symetrie

chromatografickych pikt se pohybuje v rozmezi od 0,914 az po 1,209, .

Poradi|Fenolické slouceniny t, (min) R, A k
1 |Kyselina gallova 4,719 | 19,216 | 0,914 1,637
2 |Kyselina protokatechova 6,679 9,911 1,096 2,727
3 |Kyselina 4-hydroxybenzoova 8,519 - - -
4 |Katechin hydrat 8,644 0,501 - 3,807
5 |Epikatechin 9,688 5,929 - 4,387
6 |Kyselina syringova 10,248 | 2,847 1,080 4,704
7 |Kyselina m-kumarova 12,852 | 16,229 - 6,141
8 |Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova 17,486 - 1,209 8,684
9 |Kyselina kaftarova 8,179 | 56,505 | 1,103 3,545
10 (Kyselina chlorogenova 8,956 5,425 1,172 3,979
11 |[Kyselina kavova 9,826 6,302 1,104 4471
12 |Kyselina p-kumarova 11,927 | 14,032 | 1,048 5,641
13 |Polydatin 12,464 | 3,740 1,137 5,916
14 |Kyselina ferulova 12,988 | 2,768 0,989 6,156
15 |Resveratrol 16,440 | 21,176 | 1,059 8,121

Tabulka €. 17: Vysledky testu chromatografického systému (t,— retencni ¢as, Ry — rozliSeni

chromatografického piku, A — faktor symetrie chromatografického piku, k — kapacitni faktor)
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Obrazek €. 19: Chromatogram hodnoceni chromatografického systému pii 280 nm
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Obrazek ¢. 20: Chromatogram hodnoceni chromatografického systému pti 320 nm
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7.2 Linearita

Pti hodnoceni linearity chromatografické metody bylo pro kalibraci vytvofeno
9 pracovnich kalibra¢nich roztokt, o koncentracich pohybujicich se v rozmezi od hodnoty
0,125 mg/l az po hodnotu 40 mg/l. Pracovni roztoky uréené pro vytvoreni kalibracni kiivky
byly ptipraveny dle popisu v kapitole 5.2.3.2. Z kazdého kalibracniho roztoku byly provedeny
tfi samostatné stanoveni, pficemz ze tii ziskanych ploch pod pikem byl pro kazdou
koncentraci vypocitan primér, ktery byl zanesen do grafu. Zavislost primérnych ploch pikt
jednotlivych kalibra¢nich roztoki na jejich koncentraci byla vyjadiena metodou linearni

regrese.
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7.2.1 Kalibraéni kfivky vybranych fenolickych slou€enin
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Graf ¢. 2: Kalibracni zavislost pro kyselinu protokatechovou
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Graf ¢. 3: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu 4-hydroxybenzoovou

61




350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Pramérna plocha pikt

y = 8067,8x + 1176,1

60

Graf ¢. 4: Kalibracni zavislost pro katechin hydrat
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Graf ¢. 6: Kalibracni zavislost pro kyselinu syringovou

62




6000000 +
5000000 +
4000000 —+
3000000 +
2000000
1000000

0

y = 126930x + 36419

0 c (mg/l)

Primérna plocha piku

0 2

Graf ¢. 7: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu m-kumarovou
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Graf ¢. 8: Kalibracni zavislost pro kyselinu 2-hydroxy-4-methoxybenzoovou
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Graf ¢. 9: Kalibracni zavislost pro kyselinu kaftarovou
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Graf ¢. 10: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu chlorogenovou
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Graf ¢. 11: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu kdvovou
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Graf ¢. 12: Kalibraéni zavislost pro kyselinu p-kumarovou
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Graf ¢. 13: Kalibracni zavislost pro polydatin
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Graf¢. 14:
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Graf ¢. 15: Kalibra¢ni zavislost pro resveratrol
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7.3 Spravnost a presnost

7.3.1 Opakovatelnost

byl kalibraci

o koncentraci 5 mg/l, ktery byl ptfipraven dle podrobného popisu v kapitole 5.2.3.2.

Ptfi stanoveni opakovatelnosti vyuzit pracovni roztok pro

Opakovatelnost byla stanovena na zdkladé opakovaného méfeni pracovniho roztoku
o koncentraci 5 mg/l, celkem bylo provedeno z pracovniho roztoku o koncentraci 5 mg/l Sest
nastiikl na kolonu. Z naméfenych ploch byla stanovena primérnd hodnota, dale byla
spoCitana smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka. U kyseliny
4-hydroxybenzoové a katechin hydratu doSlo ke koeluci, kterda znemoZnila piesnou

a opakovatelnou integraci ploch obou pikii samostatné.

., . . Primér ploch | Smérodatna Rf lativni i
Fenolické slouceniny . smeérodatna
piki odchylka
odchylka (%)
Kyselina gallova 186645 1757 0,94
Kyselina protokatechova 115128 524 0,46
Kyselina 4-hydroxybenzoova - - -
Katechin hydrat - - -
Epikatechin 49389 1204 2,44
Kyselina syringova 166915 1128 0,68
Kyselina m-kumarova 649718 6457 0,99
Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova 95785 896 0,94
Kyselina kaftarova 154610 1105 0,71
Kyselina chlorogenova 172623 2303 1,33
Kyselina kavova 413973 3351 0,81
Kyselina p-kumarova 423421 3288 0,78
Polydatin 278491 2807 1,01
Kyselina ferulova 482504 3465 0,72
Resveratrol 485702 4467 0,92

Tabulka €. 19: Vysledky stanoveni opakovatelnosti
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7.3.2 Vytéznost

Pro stanoveni vytéznosti byla vyuZzita metoda standardniho ptidavku. Vytéznost byla
stanovena na zakladé hodnot ziskanych méfenim roztokl ptfipravenych dle postupu, ktery
je uveden v kapitole 5.2.3.3. Z kazdého z celkem 12 roztokl, 8 roztokli obsahujicich smés
standardi a vzorku a 4 smésné roztoky vzorku Tokajského vina a mobilni faze, byly
provedeny vzdy tfi analyzy, z jejichz vysledné plochy pikti byla stanovena primérna hodnota.
Dale byly stanoveny plochy pika jednotlivych standardt, byly provedeny vzdy 3 nastiiky
roztoku standardii o koncentraci 5 mg/l, ktery byl ptipraven dle postupu v kapitole 5.2.3.2.
Vysledné plochy pikti jednotlivych standard byly poté zprimérovany. Vypocet vytéznosti
byl proveden dle nésledujiciho vzorce, vysledky jsou uvedeny v procentech, pfiCemz Ay,
je primérna plocha pikl roztokli vzorku Tokajského vina s pfidavkem standardu, A.,
je primérnd plocha pika roztokti obsahujicich pouze Tokajské vino a Ay je primérna plocha

pikit smésného roztoku standard.

Vytéznost (%) = Avz:st- Avz * 100
Ast
., . . Prumér hodnot| Smérodatna Rve lativni .
Fenolické slouceniny e . o smérodatna
vytéznosti (%)| odchylka odchylka (%)

Kyselina gallova 96,67 1,82 1,89
Kyselina protokatechova 110,39 18,24 16,53
Kyselina 4-hydroxybenzoova - - -

Katechin hydrat - - -

Epikatechin 70,35 13,46 19,13
Kyselina syringova 77,13 2,45 3,17
Kyselina m-kumarova 99,48 1,45 1,45
Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova 92,56 1,56 1,69
Kyselina kaftarova 106,46 1,61 1,51
Kyselina chlorogenova - - -

Kyselina kavova 103,30 1,38 1,33
Kyselina p-kumarova 102,40 2,11 2,06
Polydatin 100,82 1,87 1,86
Kyselina ferulova 98,43 7,28 7,40
Resveratrol 102,21 1,92 1,88

Tabulka €. 20: Vysledky stanoveni vytéZnosti
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Po vyvoji a uspéSné validaci byla vyvinutd chromatografickd metoda pouzita
pro stanoveni jednotlivych fenolickych sloucenin ve vzorcich archivnich Tokajskych vin,
jejichz podrobny seznam je uveden v kapitole 5.2.2.2. Celkem bylo analyzovano 25 vzork,
ze kterych bylo odebrano mnozstvi 1,5 ml a napipetovano do vialky, z kazdého vzorku byly
provedeny dva nastfiky na kolonu. Z vyslednych ploch pikd byla stanovena primérna
hodnota, ktera byla nakonec piepocitana podle kalibracni zavislosti na hodnotu koncentrace

vybranych fenolickych latek v jednotlivych Tokajskych vinech.
8.1 Kyselina gallova

Z grafu lze vycist, ze kyselina gallova je ptfitomna ve vSech analyzovanych vzorcich
Tokajského vina. Nejvyssi koncentrace kyseliny gallové (44,18 mg/1) se vyskytuje ve vzorku
¢islo 23 (Tokajsky vybér 3-putnovy zroku 1988 z vinafstvi Zlaty Strapec). Primérna

koncentrace kyseliny gallové ve vzorcich byla 13,17 mg/1.
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Graf ¢. 16: Vysledky analyzy kyseliny gallové ve vzorcich Tokajskych vin
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8.2 Kyselina protokatechova

Z grafu vyplyva, ze kyselina protokatechovd se nachazi ve vsech analyzovanych
vzorcich Tokajského vina. Nejvy$si mnozstvi kyseliny protokatechové (13,90 mg/l)
se vyskytuje ve vzorku dCislo 24 (Tokajsky vybér S-putnovy zroku 2003 z vinafstvi
Ostrozovi¢). Ve vsech vzorcich byla koncentrace relativné srovnatelna, pohybovala

se v rozmezi od 4,06 mg/l az do koncentrace 13,90 mg/l, s primérnou hodnotou 7,37 mg/1.
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Graf ¢. 17: Vysledky analyzy kyseliny protokatechovéve vzorcich Tokajskych vin
1
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8.3 Epikatechin

Epikatechin byl obsazen ve vSech 25 vzorcich, jeho koncentrace se pohybovala
v rozmezi od 4,79 do 30,55 mg/l, pti¢emz nejvyssi mnozstvi epikatechinu bylo detekovano
ve vzorcich ¢islo 7 (Tokajsky vybér 6-putnovy zroku 1983) a cCisle 24 (Tokajsky vybér

5-putnovy z roku 2003 z vinafstvi Ostrozovic).
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Graf ¢. 20: Vysledky analyzy epikatechinu ve vzorcich Tokajskych vin
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8.4 Kyselina syringova

Prestoze se kyselina syringova vyskytuje ve vSech vzorcich, jeji koncentrace s vyjimkou

vzorku ¢islo 1 a 6 nepievysila hodnotu 1 mg/I.

Koncentrace kyseliny syringové (mg/I)
1,40

1,18
1,20

1,00

0,80

0,60 |

Koncentrace (mg/l1)

0,40 |

0,00 -

T " 9 b A% o

NN N R N IR N I S R R R
Cisla vzorka Tokajskych vin

Graf ¢. 21: Vysledky analyzy kyseliny syringové ve vzorcich Tokajskych vin
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8.5 Kyselina m-kumarova

Mnozstvi kyseliny m-kumarové vykazuje stejny trend jako u kyseliny syringové,
pficemz u kyseliny m-kumarové se koncentrace pohybovaly pod hodnotou nejmensi
koncentrace kalibra¢ni kiivky 0,125 mg/l a nemohou byt tedy povazovany za spolehlivé.

Nicméné ptitomnost této latky byla ve velice nizkych koncentracich prokézana.
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Graf ¢. 22: Vysledky analyzy kyseliny m-kumarové (fertarové) ve vzorcich Tokajskych vin
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8.6 Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova

Z grafu lze vycist, ze kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova kyselina byla detekovana
u vSech 25 vzork, jeji koncentrace se pohybovala v rozmezi od 0,24 do 5,53 mg/l, primérna

hodnota u vSech analyzovanych vzorkt byla 1,45 mg/1.
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Graf €. 23: Vysledky analyzy kyseliny 2-hydroxy-4-mehoxybenzoové ve vzorcich

Tokajskych vin

73



8.7 Kyselina kaftarova

Kyselina kaftarova se fadi mezi skupinu stanovovanych latek, které se ve vSech 25
analyzovanych vzorcich vyskytovaly v relativné vy$$im mnozstvi. Nejvyssi koncentraci
kyseliny kaftarové obsahoval vzorek ¢islo 7 (Tokajsky vybér 6-putnovy z roku 1983), vyssi
mnozstvi bylo také detekovano ve vzorcich Cislo 10 (Tokajsky vybér 4-putnovy z roku 2002

z vinafstvi Ostrozovic) a &islo 14 (Furmint-Supka¢ 90-denni z roku 2017).
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Graf ¢. 24: Vysledky analyzy kyseliny kaftarové ve vzorcich Tokajskych vin

74



8.8 Kyselina kavova

Z grafu lze vycist, Ze koncentrace kyseliny kavové se pohybovala v rozmezi od 1,84 do
6,13 mg/l, nejvyssi koncentrace kyseliny kdvové byla zaznamendna ve vzorku ¢islo 15

(Tokajsky vybér 6-putnovy z roku 1997 z vinaistvi Zlaty Strapec).
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Graf €. 26: Vysledky analyzy kyseliny kavové ve vzorcich Tokajskych vin
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8.9 Kyselina p-kumarova

Para-kumarova kyselina byla pfitomna ve vSech vzorcich nejcastéji v koncentracich od
1 do 3 mg/l.
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Graf ¢. 27: Vysledky analyzy kyseliny p-kumarové ve vzorcich Tokajskych vin
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8.10 Polydatin

Prestoze byl polydatin detekovan u kazdého z testovanych vzorkd, jeho koncentrace
dosahla hodnoty 1 mg/l pouze ve dvou ptipadech, u vzorku ¢islo 23 (Tokajsky vybér
3-putnovy z vinafstvi Zlaty Strapec z roku 1988) a 7 (Tokajsky vybér 6-putnovy z roku 1983).
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Graf ¢. 28: Vysledky analyzy polydatinu ve vzorcich Tokajskych vin
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8.11 Kyselina ferulova

Kyselina ferulova, stejné jako polydatin, byla detekovana u vSech vzorkl, jeji

koncentrace se vyskytovala v intervalu od 0,07 do 0,58 mg/I s primérnou hodnotou 0,31 mg/L.
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Graf ¢. 29: Vysledky analyzy kyseliny ferulové ve vzorcich Tokajskych vin
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8.12 Resveratrol

Resveratrol byl ptfitomen pouze u jedenacti vzorkd, prakticky u vSech byl detekovan
ve stopovém mnozstvi. VétSina zjisténych koncentraci vSak byla zjisténa pod rozsahem
kalibracni kiivky a proto nalezené koncentrace nemohou byt povazovany za spolehliveé

urcené.
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Graf ¢. 30: Vysledky analyzy resveratrolu ve vzorcich Tokajskych vin
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8.13Kyselina 4-hydroxybenzoova

Vzhledem ke koeluci s dalSim interferujicim pikem s podobnym retenénim casem
v Tokajském ving, ktery nemél identické UV spektrum se standardem, nebylo mozné tuto

latku spolehlivé kvantifikovat. Proto nebyl jeji obsah dale hodnocen.
8.14 Katechin hydrat

Vzhledem ke koeluci s dal$im interferujicim pikem s podobnym reten¢nim casem
v Tokajském vin€ byla pii validaci zjiSt€éna u této latky vytéznost ptesahujici 170%.
Pik interference neumoznil spolehlivé kvantifikovat obsah katechinu a proto nebyl dale

hodnocen.
8.15Kyselina chlorogenova

Vytéznost kyseliny chlorogenové byla pii validaci zjiSténa v rozmezi 12-45%. To bylo
zpusobeno nepifesnou integraci zavinénou koeluujicim pikem z matrice vina. Nalezené

hodnoty nejsou spolehlivé a nejsou dale uvadény.
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8.16 Chromatogramy reprezentativnich analyz vybranych vzorki

Tokajskych vin

Poradi|Fenolické slouceniny t. (min)
1 |[Kyselina gallova 4,719
2 |Kyselina protokatechova 6,679
3 |Kyselina 4-hydroxybenzoova 8,519
4 |Katechin hydrat 8,644
S |Epikatechin 9,688
6 |Kyselina syringova 10,248
7 |Kyselina m-kumarova 12,852
8 |Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova 17,486
9 |Kyselina kaftarova 8,179
10 [Kyselina chlorogenova 8,956
11 |Kyselina kavova 9,826
12 |Kyselina p-kumarova 11,927
13 |Polydatin 12,464
14 |Kyselina ferulova 12,988
15 [Resveratrol 16,440

Tabulka €. 22: Potadi a Cislovani fenolickych slouc¢enin v nasledujicich chromatogramech
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8.16.1 Chromatogram vzorku €. 7 — Tokajsky vybér 6-putnovy z roku 1983
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Obrazek €. 21: Chromatogram vzorku €. 7 méfen pti 280 nm
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Obrazek ¢. 22: Chromatogram vzorku €. 7 méfen pii 320 nm
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8.16.2 Chromatogram vzorku €. 15 — Tokajsky vybér 6-putnovy z roku

z vinarstvi Zlaty Strapec
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Obrazek €. 23: Chromatogram vzorku €. 15 méfen pii 280 nm
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Obrazek ¢. 24: Chromatogram vzorku €. 15 méfen pii 320 nm
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8.16.3 Chromatogram vzorku €. 24 - Tokajsky vybér 5-putnovy zroku 2003

z vinarstvi Ostrozovic
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Obrazek €. 25: Chromatogram vzorku €. 24 méfen pii 280 nm
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Obrazek ¢. 26: Chromatogram vzorku ¢. 24 méfen pii 320 nm
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8.17 Celkové mnozstvi vybranych fenolickych slou€enin

Nejvetsi mnozstvi fenolickych sloucenin bylo detekovano ve vzorku ¢islo 7 (Tokajsky
vybér 6-putnovy zroku 1983), déale pak ve vzorku ¢islo 24 (Tokajsky vybér 5-putnovy
z vinafstvi Ostrozovi¢ zroku 2003) a ve vzorku cislo 10 (Tokajsky vybér 4-putnovy

z vinafstvi Ostrozovi¢ z roku 2002).

Jak mzeme vidét v grafu, nejvetsi zastoupeni mezi jednotlivymi fenolickymi latkami
méla kyselina kaftarova, jejiz primeérna hodnota koncentrace ve vSech vzorcich
se pohybovala kolem hodnoty 42,86 mg/l. Druhou latkou s nejvyssim obsahem byl
epikatechin s primérnou koncentraci 17,36 mg/l. Hned za epikatechinem  se,
co do primérného mnozstvi ve vzorcich, umistila kyselina gallova s primérnou hodnotou
koncentrace 14,53 mg/l. Je nutné zminit 1 kyselinu protokatechovou a kévovou, které

se ve vzorcich objevovaly v nezanedbatelném mnozstvi, 7,37 mg/1 respektive 3,48 mg/I.

Celkové mnoistvi fenolickych sloucenin
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Graf ¢.31: Celkové mnozstvi a zastoupeni jednotlivych fenolickych sloucenin ve vzorcich
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9 ZAVER

Za Ucelem stanoveni vybranych fenolickych sloucenin, kyseliny gallové,
protokatechové, syringové, ferulové, kéavové, kaftarové, chlorogenové, m-kumarové,
p-kumarové, 2-hydroxybenzoové, 2-hydroxy-4-methoxybenzoové, epikatechinu, katechin
hydratu, resveratrolu a polydatinu, ve vzorcich Tokajskych vin byla vyvinuta a validovana

HPLC metoda. Na =zikladné¢ experimentalniho testovani byly vybrany optimalni

chromatografické podminky pro analyzu vybranych fenolickych latek.

Optimalni podminky analyzy:

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 4,6 mm; 5 um)
Mobilni faze: A — acetonitril; B — 0,1% kyselina fosfore¢na
Rychlost pratoku mobilni faze: 1 ml/min

Gradientova eluce: Gradient 09

Detekce DAD detektorem: 280 nm/320 nm

Dévkovani vzorku: 10 pl

Teplota: 30 °C

Po nalezeni optimalnich podminek separace byla metoda validovana. Soucasti
validace bylo stanoveni pfesnosti a spravnosti metody, dale pak hodnoceni linearity a urceni
symetrie a rozliSeni chromatografickych pika. U tii latek — kyseliny chlorogenové, katechin
hydratu a kyseliny 4-hydroxybenzoové nebyla validace plné dokoncena z diivodii koeluce
latek s interferujicimi piky ¢i vzdjemné koeluce mezi sebou. Proto tyto latky nebyly

v Tokajskych vinech dale hodnoceny.

Za celem stanoveni pfesnosti metody byla jako kritérium smérodatna odchylka, ktera
byla urena opakovanym méfenim vzorku standardii o koncentraci 5 mg/l. Smérodatna
odchylka u celkem péti standardid ptekrocila hodnotu 1 %, velice vyrazné
u kyseliny 4-hydroxybenzoové a katechin hydratu pravdépodobné z diivodu koeluce pikl
a nasledné nemoZnosti spravné integrace téchto pikii, u epikatechinu, polydatinu a kyseliny

chlorogenové byla hranice 1 % piekrocena pouze mirné.
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Spravnost metody byla vyjadfena hodnotami vytéznosti, kde u vétSiny standarda
se hodnoty vytéznosti vyskytovaly v intervalu od 93 do 110 %, vyjimku tvofila kyselina

4-hydroxybenzoova, katechin hydrat, epikatechin, kyselina syringové a chlorogenova.

Linearita metody byla ovéfovana za pomoci deviti vzorkl, jejichz koncentrace
se pohybovala vrozmezi od 0,125 mg/l do 40 mg/l. Z grafi linearni regrese byl odecten
korela¢ni koeficient jednotlivych standardii, hodnoty korela¢niho koeficientu se vyskytovaly

v intervalu od 0,99939 do 0,99992.

Testem vhodnosti chromatografického systému bylo prokazano adekvatni rozliSeni
chromatografickych pikl, které odpovidalo doporuc¢enym hodnotam u velké vétSiny
standardli, opét s vyjimkou kyseliny 4-hydroxybenzoové, katechin hydratu
a 2-hydroxy-4-methoxybenzoové kyseliny. Faktor symetrie se u latek, u kterych jej bylo

mozné urcit, pohyboval v rozmezi od 0,914 az po 1,209.

Celkem bylo testovano 25 vzorkid, v mnozstvi jednotlivych fenolickych sloucenin
ve vzorcich Tokajskych vin byly zjiStény vyznamné rozdily jak mezi jednotlivymi
vinafstvimi, tak zejména mezi Tokajskymi vybéry dle poctu pfidanych puten a rocniku
vyroby dané¢ho Tokajského vybéru. Nejvétsi mnozstvi fenolickych latek bylo detekovéano
v Tokajském 6-putnovém vybéru zroku 1983 bez znamého pavodu (157,73 mg/l), dale
v Tokajské 5-putnovém vybéru piivodem z vinafstvi Ostrozovi¢ ro¢nik 2003 (143,44 mg/l)

a Tokajském 4-putnovém vybéru ptivodem z vinaistvi Ostrozovi¢ roinik 2002 (140,68 mg/l).

Rozdily byly zjistény 1 v zastoupeni mezi jednotlivymi fenolickymi slouc¢eninami,
nejvyssi primérnou koncentraci méla kyselina kaftarova (42,86 mg/l), dale pak primérna
koncentrace epikatechinu byla 17,36 mg/l, primérna koncentrace kyseliny gallové byla 14,53
mg/l, primérnd koncentrace kyseliny protokatechové se rovnala hodnoté 7,37 mg/l

a primérnd hodnota koncentrace kyseliny kavové se rovnala hodnoté¢ 3,48 mg/1.
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