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SOUHRN

Cilem této studie bylo posoudit vliv jednotlivych enologickych postupti na celkovou
antioxidac¢ni aktivitu (TAA) a celkovy obsah fenolu (TPC) pfitomnych ve vin¢. Ke stanoveni
celkové antioxidaéni aktivity tii riznych druhii vin (Gervené, rosé a bilé vino) béhem jejich
vyroby, bylo vyuzito dvou rozdilnych spektralnich metod: DPPH a FRAP. Ke stanoveni
obsahu celkovych polyfenolii pak bylo vyuzito velmi jednoduché spektralni metody zalozené
na méfeni absorbance adekvatné nafedéného vzorku vina pfi 280 nm. Pro jednotlivé metody
byla provedena optimalizace podminek méfeni a stanovena pfesnost metody. V zdvéru prace

byla provedena korela¢ni analyza.



SUMMARY

The aim of the present study was to evaluate the influence of different enological
practises on the total antioxidant activity (TAA) and total phenolic content (TPC) present in
wine. Two different spectral methods: DPPH and FRAP were used to determine the total
antioxidant activity of three different kinds of wines (red, rose and white wine) during their
production process. The total phenolic content was determined by a simple spectral method
based on measurements of absorbance appropriately diluted wine samples at 280 nm.
Subsequently, after the measuring conditions were optimized, the precision of each method

was determined. The correlation analysis was performed at the end of this work.
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1. UVOD

Buiiky zivého organismu v priabéhu svého zivota prakticky nepfetrzit¢ produkuji
volné radikaly, mezi néz patii reaktivni kyslikové a dusikové radikaly oznacované souhrnné
jako reaktivni formy kysliku a dusiku (RNOS). Tyto reaktivni formy maji v organismu fadu
nezastupitelnych funkci, avSak nadprodukce téchto forem a jejich nasledné reakce
s biomakromolekulami mohou byt pfi¢inou fady negativnich faktort. Lidsky organismus Si
proti pisobeni RNOS vyvinul celou fadu obrannych mechanismi, kterych se zucastiiuje fada
latek, majicich tzv. antioxidacni vlastnosti. Definici téchto latek a mechanismus jejich
piisobeni detailng popsal ve své praci napt. Halliwell a kolektiv™.

Potraviny jsou zdrojem nejen klasickych antioxidantl esencialni povahy (vitamin C a
E, karotenoidy, selen a jiné stopové prvky jako méd’ a zinek), ale také celé¢ fady latek
ptirodnich, které v modelovych systémech in vivo ¢i in vitro vykazuji srovnatelné, ¢i dokonce
vy$$i antioxidaéni ucinky. Mezi takovéto latky se fadi hlavné polyfenolické slouceniny. Jedna
se o latky vSudypfitomné v rostlinné iSi a souCasné také o nejrozsitené;si latky s redukénimi
ucinky v nasi stravé.

V soucasnosti roste zajem o studium antioxidaéni kapacity vina, diky jeho pfiznivym
G&inkim v boji proti fadé onemocnéni spojenych s oxidaénim stresem?®. Antioxidadni
potencial vina je spojovan hlavné s polyfenolickymi slou¢eninami v ném obsazenymi. Tyto
ptirodni komponenty vina jsou v soucasnosti intenzivné studovany ve spojitosti s ochranou
lidského organismu vici kardiovaskularnim a degenerativnim chorobam a je jim pfisuzovana
1 antimikrobidlni aktivita. Konkrétné¢ konzumace cerveného vina je spojovana s tzv.
,Francouzskym paradoxem® popsany Sergem Renaudem a spols.

Ptestoze polyfenolické slouceniny tvoii méne nez 5 % slozek nachazejicich se ving,
jsou velmi dulezité, protoze piispivaji jak k celkovému vzhledu vina (barva), tak chuti
(horkost), a také adstringentnim vlastnostem vina®. Jejich obsah podle fady autort také piimo
koreluje s antioxida¢nimi vlastnostmi vina.

Cilem této studie bylo zhodnotit vliv jednotlivych technologickych postupli pii
vyrobé ¢erveného vina Frankovka, rosé vina Frankovka a bilého vina cuveé¢ odriid Rulandské
bilé, Tramin Cerveny a Sauvignon, na zmény antioxida¢ni aktivity a na zmény obsahu

celkovych fenolt v téchto vinech s vyuzitim vybranych spektrofotometrickych metod.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Volné radikaly

V poslednich nékolika letech se volné radikaly dostavaji do poptedi zdjmu celé fady
védnich obori a to hlavné v souvislosti s jejich tlohou pfi tzv. oxida¢nim stresu. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o molekuly, piipadné¢ molekulové fragmenty, které obsahuji ve svém
atomovém ¢i molekulové obalu jeden, ¢i vice neparovych elektronti, jsou tyto Castice
extrémné reaktivni, vyznaCuji se omezenou dobu existence a nizkou ,steady — State

koncentraci (koncentrace v ustaleném stavu)°.

2.1.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

V zivych organismech se bézn¢ takovéto ¢astice vyskytuji v podobé¢ volnych radikalt
kysliku a dusiku, z nichZ mohou vznikat jiné reaktivni latky, které jiz neparovy elektron
nemaji (napf. peroxid vodiku, kyselina chlorna, kyselina dusitd). Souhrnné jsou pak tyto volné
radikaly a pfisluSné latky neradikdlové povahy oznafovany jako reaktivni formy kysliku ¢i
dusiku (reactive oxygen species — ROS, resp. reactive nitrogen species — RNS vizte Tab. 1).

RONS =zastavaji v organismu celou fadu nezastupitelnych funkci. Podileji se
napiiklad na ni€eni fagocytovanych mikroorganismi pii ovulaci a oplodnéni VajiékaG, slouzi
jako signalni molekuly, faktory imunitni ochrany, a jsou povazovany za vyznamné
prostiedniky ptenosu energie. Pies vSechny tyto klady, byvaji reakce reaktivnich forem
kysliku ¢i dusiku s biomakromolekulami nejcastéjsi pficinou poskozeni bunéénych struktur,
bunék a celych tkani’ a mohou tedy sehravat negativni roli v patogenezi fady nemoci.

Pivodcem vétSiny téchto negativ je role RONS na vzniku tzv. oxidac¢niho stresu.
Termin oxida¢ni stres definuje nerovnovdhu mezi RONS a antioxidaéni obranou bunky.
PrestoZze byla organismem vyvinuta celd fada obrannych systémi k boji proti hromadéni
RNOS, mohou byt RNOS produkovany rychleji, nez je sta¢i ochranny mechanismus bunky
odstranit a dochazi tak k oxida¢nimu stresu®. Ten pak miZe byt pfi¢inou fady onemocnéni
jako je diabetes mellitus, rakovina, ateroskleroza, ischémie a reperfuze, chronicka zanétliva

onemocnéni nebo neurodegenerativni chorobyg‘lo’ll.
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Tabulka 1. Pfehled reaktivnich forem kysliku a dusiku®?

Reaktivni formy kysliku (ROS)

Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Superoxidovy radikal 0, Peroxid vodiku H,O,
Hydroperoxylovy radikal HOy Kyselina chlorna HCIO
Hydroxylovy radikal OH Ozo6n O3
Peroxylovy radikal ROO Singletovy kyslik o,
Alkoxylovy radikal RO
Reaktivni formy dusiku (RNS)
Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Oxid dusnaty NO Kyselina dusita HNO,
Oxid dusicity NOy Oxid dusity N,O3
Peroxynitrit ONOO
Kyselina peroxodusita ONOOCH
Alkylperoxynitrit ROONO
Nitroniovy kationt NO,"
Chlorid nitrilu NO.CI

vvvvvv

Molekularni kyslik O3 je zdkladnim prvkem aerobniho Zivota. Jednd se o biradikal
majici jeden elektron v kazdém ze svych w* protivazebnych orbitali. AvSak vzhledem
k paralelnimu uspotadani obou elektrontl, je reaktivita molekulérniho kysliku pomé&rné nizka”.
Dodanim energie lze vSak reaktivitu molekularniho kysliku zvysit, jelikoz dochazi bud’ ke
zméné spinu jednoho z elektront, ¢i jejich sparovani v jednom n* orbitalu. Takovyto proces
vede ke vzniku singletového kysliku. Pti oxidac¢nich reakcich s molekulami se kyslik redukuje
za vzniku meziprodukti, které jsou volnymi radikaly*®. Celkové redukce molekularniho
kysliku na vodu vyZzaduje Ctyfi elektrony a je vzdy doprovazena postupnou jedno az tii
elektronovou redukci, kdy dochazi k tvorbé hydroperoxylového radikalu, superoxidového

radikélu, peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu'® (vizte Obr. 1).
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O, +e+H" — HOy (hydroperoxylovy radikal) (1a)

HO, — H + Oy” (superoxidovy radikal) (1b)
0,"+2H" + e — H,0; (peroxid vodiku) (2)
H,0, +e— OH +OH  (hydroxylovy radikal) (3)
OH +e+H" - H,0 4)
‘0, HO.
. 4 _
B 8 - -
0, - O » HO, ° - OH" = * H.0

Haber-Weissoval
Fentonova
reakce

Fe*

Obrazek 1. Celkova redukce molekularniho kysliku na vodu®

Singletovy kyslik *O,

Existuji dvé formy singletového kysliku: delta - singletovy kyslik (‘*AgO5) a sigma —
delsi dobé Zivota. Nicméné neni volnym radikdlem, protoZe neobsahuje neparovy elektron
(jeho dva elektrony se nachéazeji ve stejném orbitalu a maji opac¢ny spin). Sigma — singletovy
kyslik naopak obsahuje dva elektrony s antiparalelnimi spiny a to ve dvou riznych orbitalech.
Tato forma je velmi reaktivni, ma ale kratky polocas Zivota, jelikoZ se bezprostiedné po svém
zrodu rozklada, anebo snadno prechazi na delta - singletovou formu kysliku®. Singletovy
kyslik mize svou excitani energii pienést bud’ na jiné biologické molekuly, nebo s nimi

oy . 4o w- . 1014
muZe reagovat ze vzniku peroxida ¢1 hydroperoxidid™.
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Superoxidovy radikadl O;"

Volny superoxidovy radikdl O, vznikd z tripletového kysliku pfijetim jednoho
elektronu a to jako jeden z produktd pii mitochondridlni respiraci. Superoxidovy radikal je
povazovan za ,primarni ROS*“ a mulze interagovat s dalSimi molekulami za vzniku
,sekundarnich ROS* a to jako redukéni ¢ oxida¢ni faktor™. Ve vodném prostiedi podléha
superoxidovy radikal spontanni dismutaci za vzniku kysliku a peroxidu vodiku, pficemz
Vv biologickych systémech je tato reakce katalyzovana enzymem superoxid dismutdzou
(SOD)*. Superoxid dismutaza je pfitomna v podstaté v kazdé buiice téla a bylo prokéazéano, Ze
hraje duleZitou roli v ochrané bunky a tkani pravé diky své funkci katalyzatoru pii samovolné

dismutaci superoxidového radikalu, jak je uvedeno v nasledujici rovnici'®:
O, + O, + 2H* + SOD — H>05 + O, (5)

Peroxid vodiku H,0,

Peroxid vodiku vznikd dvojelektronovou redukci kysliku. Nejednd se o volny
radikdl, nicméné jeho nebezpecnost spofiva ve snadné prostupnosti vétSinou biologickych
membran. PfestoZe neni piili§ reaktivni, jeho Skodlivé ucinky se projevuji skrz produkt jeho
pfemény - extrémné reaktivni hydroxylovy radikal. Béhem fagocytozy neutrofily produkuji
velmi nebezpecny chlornan (ktery je také generovan z peroxidu vodiku reakci s chloridovymi
ionty a za katalyzy enzymem myeloperoxidazou), ktery mize reagovat s volnymi aminy za

tvorby chloramini, které jsou pro buiiky takté toxické’.

Hydroxylovy radikal OH

Ttielektronovou redukci molekularniho kysliku vzniké4 nejreaktivnéjsi forma kysliku
— hydroxylovy radikal, ktery méa in vivo velmi kratky polocas zivota (cca 10 s)*®. Tato
extrémné reaktivni forma miZe reagovat velmi rychle s v&tsinou biomolekul®. Hydroxylovy
radikal se mize tvofit pfimo naptiklad pti tzv. Haber — Weisové reakci peroxidu vodiku a
superoxidu:

H,O,+ O, — OH + OH + O, (6)

Déle miize byt hydroxylovy radikal tvofen cyklem Fentovy reakce zahrnujici oxidaci

piechodnych kovi, jako jsou Zeleznaté & méd’naté ionty™:
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H,0, + Fe*" (Cu*) — Fe** (Cu®") + OH + OH’ @
O, + F83+ (CU2+) — Fe2+ (Cu+) +0, (8)

vvvvvv

Oxid dusnaty NO

V biologickych systémech je oxid dusnaty primarnim zdrojem viech RNS™. Jedna se
o bioaktivni, potencionaln¢ toxicky, relativné nestabilni volny radikal, ktery se vzhledem
k jeho lipofilni povaze mize §ifit pfes bunééné membrany bez specifickych membranovych
transporténizo. Na druhou stranu, vsak muize byt transportovan prostiednictvim nitrosothiolt,
které vznikaji reakci oxidu dusnatého s -SH skupinami albuminu, cysteinu ¢i glutationu.
Biosyntéza oxidu dusnatého probiha z L-argininu prostiednictvim enzymia NO synthasy. Dvé
Z nich, tzv. konstitu¢ni synthasy (NNOS — neuronalni a eNOS — endotelidlni) produkuji NO
Vv relativné malych, stabilnich mnoZstvich, které se spolu s dal§imi NO — obsahujicimi
molekulami podileji na regulaci fyziologickych procesi. Oxid dusnaty vyprodukovany treti
formou — induktivni NO synthasou (iNOS) ptisobi pievazné jako protizanétovy mediator
s vyznamnym imunomodulaénim efektem?’. V organismu se dale podili na udrZovani

krevniho toku a tlaku.

Peroxynitrit ONOO
Oxid dusnaty mize byt v organismu pieménovan na celou fadu vysoce reaktivnich
metabolitl jednim z nichz je peroxynitrit, vznikajici pfi velmi rychlé reakci superoxidu

s oxidem dusnatym, ¢i kyselina peroxodusita, jejimz rozkladem vznikd vysoce reaktivni

hydroxylovy radikal:
NO + O,” — ONOO" 9)
ONOO™ + H" — HOONO — OH' + NOy (10)

Obe tyto formy jsou vysoce reaktivni a mohou vést k oxida¢nimu poSkozeni DNA, ¢i

iniciovat peroxidaci lipida apod.
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2.1.2 Vznik reaktivnich forem Kkysliku a dusiku v organismu

Mezi endogenni zdroje volnych radikalti produkovanych v organismu patii lysozomy
a peroxysomy, buniky schopné fagocytodzy, biotransformacni procesy na endoplazmatickém
retikulu, Fentova ¢i Haber — Weissova reakce prechodnych kovu a nékteré fyzikalni faktory
jako UV zafeni apod. Jednim z procest, pii kterém také dochazi k tvorbé volnych radikalu, je

, C v : 11222
dychaci fetézec v mitochondriich™*“.

K endogennim faktoriim podilejicim se na tvorbé
konkrétné ROS patfi i cela fada enzymu jako je NADPH — oxidasa (hlavni enzym katalyzujici
vznik volnych radikali v buiikach), myeloperoxidasa (katalyzuje reakci peroxidu vodiku
s chloridovymi ionty za vzniku kyseliny chlorné), NO — synthasa a podobné®. Mezi reaktivni
formy kysliku a dusiku vznikajici in vivo, patii napiiklad i volné radikaly generované
fyziologicky béhem oxidativni fosforylace. Maji rizné fyziologické role a jsou velmi rychle
odstranovany ven z téla. Jejich setrvani v organismu vSak mize zpusobit dysfunkci bunck a
bun&énou smrt®,

Mezi exogenni faktory, které zplsobuji nadprodukci volnych radikald, patii
primyslové znecisténi zivotniho prostfedi, ozon, ale i napiiklad pfijem fady 1éCiv (zejména
celkova anestetika, barbituraty apod.). Je nutné zminit, Ze pasivni i aktivni koufeni je
spojovano se zvySenou produkci volnych radikalt a ibytkem antioxidantd v organismu (jeden
oblagek cigaretového koufe totiZ obsahuje az 1014 volnych radikalin)®,

Volné radikaly hraji dilezitou roli i v toxicité pesticidi ¢i jinych chemickych latek
vaci zZivotnimu prostiedi. Pesticidy totiz mohou zpisobit oxidaéni stres vedouci ke generaci
volnych radikald a zménadm v enzymatickém systému, slouZicim prostfednictvim antioxidantt

k zachytu (¢i vychytavani) volnych radikala kyslikuZS.
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2.2 Antioxidanty

Negativni ptisobeni volnych radikdli v organismu je vyvazeno existenci fady
obrannych mechanismti, kterych se =zuacastnuji latky s antioxida¢nimi ucinky — tzv.
antioxidanty. Podle klasické definice jsou antioxidanty molekuly, které byt jsou pfitomny
Vv niz§i koncentraci ve srovnani s latkami, které maji chranit, mohou zabranovat ¢i omezovat
oxidaéni destrukei téchto latek®. Tyto latky pak mohou byt bud’ pfimo syntetizovany v téle,
anebo jsou piijimany potravou.

Antioxidantiim pfijimanym potravou se v soucasné dobé vénuje velkd pozornost a to
hlavn¢ z hlediska jejich biologické ucinnosti a snadné dostupnosti. Tyto latky jsou totiz
povazovany za faktory eliminace nebo redukce oxidacnich agens, a to latkovych 1
enzymatickych. Cilem této aktivity je ochrana struktur a funkci mnohych biomolekul (inhibuji
napf. oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin PUFAS v biomembranach), udrzovani
fyziologické rovnovahy mezi iniciatory oxidaci, tedy RONS, a systémem antioxidacni
ochrany organismu v prubéhu oxida¢niho stresu, ¢i stimulace tvorby a aktivity endogennich
antioxidanti?’.

V potravinafské chemii je pojem antioxidant vykladan jako latka, ktera prodluzuje
trvanlivost potravin tim, Ze ji chrani pfed znehodnocenim oxidaci, jejimz projevem je zluknuti
tuki a snadno se oxidujicich latek. Oxidace je pak povaZovana za obecné nejCastéji se
vyskytujici formu degradace tuki, kterd vede k rozvoji nezddouciho aréma, znehodnoceni

. o TR 2
barvy, chuti a sniZeni trvanlivosti a vyZivové hodnoty potraviny®.

2.2.1 Déleni antioxidantu

Obecné se antioxidanty déli dle jejich ucinku plisobeni do nékolika zakladnich

skupin:

1. Preventivni antioxidanty — zabranuji vzniku fetézovych radikalovych reakci. Do této
skupiny lze zatadit chelatory ptfechodnych kovi (metalotionein, neuromelanin,
transferin aj.) a dalSi proteiny uplatiiujici se v metabolismu a transportu ptechodnych
kovl. Patfi zde 1 nékteré syntetické chelatory jako je napi. EDTA, DETAPAC ¢i
Desferal (desferoxamin)’. Chelatory piechodnych kovii prevadéji kovové prooxidanty,

predevsim derivaty zeleza a médi, na stabilni produkty. Pokud k chelataci nedochdzi,
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tézké kovy se pak pfimo podileji na rozkladu lipidovych hydroperoxidii na volné

radikaly. Mezi ucinné chelatory patii naptiklad i quercetin a taniny. Dale se do

skupiny preventivnich antioxidantii fadi antioxida¢ni enzymy jako je katalaza,
superoxid dismutéza, glutathion reduktaza a dalsi® %°.

2. ,,Chain breaking* antioxidanty — pferusuji jiz bézici proces fetézové radikalové reakce.
Do této skupiny lze zatadit antioxidanty slouzici jako tzv. vychytavace volnych
radikala (tzv. ,,radical scavengers®). Ty jsou schopny zhéset volné radikaly a zastavit
tak propagacni fetézovou reakci. K témto latkdm lze zatradit napt. koenzym Q ¢i jiné
endogenni nizkomolekularni antioxidanty®, ale i napiiklad tokoferoly™".

3. ,,Zhasec¢e* singletového kysliku — slouzi k prevedeni singletového kysliku na
tripletovy. Patii sem napiiklad karoteny konkrétné lykopen, ale i histidin ¢i kyselina
askorbova®,

4. Synergisté — zvysuji aktivitu napiiklad ,,chain breaking® antioxidantd®. K takovymto
antioxidantl patfi naptiklad citronova kyselina, ktera hraje vyznamnou roli
v oxida¢nich procesech jako antioxidant a synergent tim, Ze brani spolu s askorbovou
kyselinou enzymatickému hnédnuti nékterych druhi ovoce a zeleniny™”.

5. Stabilizatory hydroperoxidi a latky redukujici hydroperoxidy — jejich ukolem je
prevence rozkladu hydroperoxidii na volné radikaly (pt. fenolické slouceniny), anebo
redukce hydroperoxidii neradikdlovou cestou na stabilni slouceniny (pf. thioly,

sulfidy, thiolétery, bilkoviny, aminokyseliny)33’35.

Dalsi neméné vyznamna je klasifikace antioxidanti na ptirodni, pfirodn¢ identické a
syntetické, které jsou do potravin piidavany zamérn€. Pfirodni antioxidanty jsou
syntetizovany nejcastéji rostlinami (ale i mikroorganismy, houbami aj.) a do naseho téla se
dostavaji potravou. Syntetické antioxidanty jsou syntetizovany uméle a pridavany do potravin

a ucelem prodlouZeni trvanlivosti, zabranéni vzniku nezadouci chuti a viing ¢i pro dosaZeni
vys8i nutriéni hodnoty potravin obsahujicich snadno oxidovatelné slozky, coz jsou zejména
lipidy s vys$$im podilem nenasycenych mastnych kyselin. Tteti skupinou jsou latky identické
S pfirodnimi antioxidanty nachazejicimi se v potravinach, které jsou vSak syntetizovany
prumyslové. Tyto latky se nazyvaji pfirodné identické antioxidanty a 1ze mezi né zafadit napf.
nékteré syntetické tokoferoly ¢i askorbovou kyselinu. V soucasnosti se vSak diky moznym
zdravotnim rizikim souvisejicim s pfijmem Syntetickych antioxidanti a také diky tomu, ze

pfirodni antioxidanty jsou vefejnosti povazovany za piijatelnéjsi, zaméfuje vyzkumné usili na
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moznost nahrady syntetickych pifidatnych antioxidanti latkami piirodnimi. Takovymto
konkrétnim piipadem mtize byt napiiklad omezeni ptidavkl oxidu sifi¢itého jako ptidatného
syntetického antioxidantu ve vinech, které samo o sob¢ celou fadu piirodnich latek
s antioxida¢nimi Uc¢inky obsahuje. Je totizZ znamo, Ze 15 — 20 % dospélé populace totiz trpi
K tomuto nutné¢ priddvanému piidatnému antioxidantu alergii, i kdyz jeho koncentrace

. . ’ , ;.36
nedosahuje ani povolené¢ho davkovani™.

2.2.2 Ptirodni antioxidanty

Pfirodni antioxidanty jsou syntetizovany v rostlindch a zastavaji v nich celou fadu
nezastupitelnych funkci, at’ uz se jedna o obranu pted jinymi zivo€ichy (nékteré antioxidanty
jsou zodpovédné za hoikou chut’ rostlin), ¢i naopak o schopnost pfilakat opylovace (v tomto
ohledu hraje roli pestrobarevnost nékterych antioxidantl) nebo ochranu pied infekci viry a
bakteriemi (antimikrobialni a antivirové vlastnosti).

Mnoho latek rostlinného pivodu ma antioxidacni vlastnosti, z nichZ nejzndméjsi je
ucinek flavanoidd, silymarinu ¢i tieba Ginko biloba. U taninli naptiklad, byl popsan
protinadorovy, antihypertenzni, antikonvulzivni a hypocholesterovy ucinek, u flavonoidt pak
U¢inek protizanétlivy, antibakterialni, protiskleroticky, protinadorovy a antialergenni'®®.
Pravé pro tyto jejich vlastnosti, jsou pfirodni antioxidanty Vv dne$ni dobé intenzivné
zkoumany.

Pfirodni antioxidanty lidsky organismus ziskava potravou hlavné z ovoce, zeleniny,
obilovin, aromatickych ¢i 1é¢ivych rostlin a alkoholickych ¢i nealkoholickych napoju.
Nejvyznamnéj§imi ptirodnimi antioxidanty jsou tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E),
askorbova kyselina (vitamin C), karotenoidy, fenolové latky (ptfedevsim flavonoidy, fenolické
kyseliny, jednoduché fenoly, stilbeny) a mnoho dalSich, pficemz nejvice zastoupenymi
pFirodnimi antioxidanty v potravé jsou flavonoidy a fenolické latky>®.

V soucasnosti se do poptedi zdjmu mnoha odborniki, pravé diky mozné antioxidacni
terapii, dostavaji hlavné rostlinné polyfenoly. Z vysledkt fady epidemiologickych studii
zabyvajicich se studiem antioxidaénich U¢inka pfirodnich latek pfijimanych potravou totiz
vyplyva, ze pravé antioxidacni aktivita mnoha rostlinnych polyfenoli je vyssi, nez ucinek
antioxidagnich vitamini. Rada autori vsak ve svych pracich popisuje, Ze biologicka

vyuzitelnost antioxidantd pfijimanych potravou se lisi nejen podle typu slouceniny, ale i podle
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jejiho zdroje a celé fady dalSich aspektti, coz s sebou pifinési i ovlivnéni antioxida¢niho G¢inku

téchto latek in vivo®® 404142,

2.2.3 Prirodni polyfenolické slouceniny

V rostlinach bylo doposud identifikovano né€kolik tisic latek fenolické povahy
distribuce je tedy vSudyptitomna. Tyto polyfenolické slouceniny jsou v rostliné syntetizovany
a dale modifikovany v jedné z vétvi fenylpropanoidové drahy, ktera je klicovou metabolickou
drahou vedouci k mnoha, pro rostlinu dilezitym metabolitim, jako jsou napiiklad flavonoidy,
stilbeny, kumariny aj*. Jejich klidovou roli je ochrana rostliny napiiklad pied ultrafialovym
zafenim ¢i atakem agresivnich patogeni.

Pfirodni polyfenolické slouceniny se tadi mezi nejhojnéjsi latky vykazujici
antioxidac¢ni aktivitu v nasi stravé. Jejich denni pfijem byl odhadnut az na 1 g a povazuje se za
vys$8i nez je denni piijem fady antioxida¢nich vitamini®. Jedna se o redukéni agens, kterd
spolu s dalsimi redukénimi ¢inidly v nasi stravé jako je vitamin C, vitamin E a karotenoidy,
pusobi jako antioxidanty, chranici nase télo pred oxidacnim stresem. Klinické a
epidemiologické studie rovnéZ prokazuji korelaci mezi antioxidacni aktivitou ptirodnich
polyfenold pfijimanych potravou a prevenci nékterych chorob, jako jsou neurodegenerativni

poruchy, kardiovaskularni onemocnéni, karcinogeneze, ateroskleroza a dalsi.

2.2.3.1 Zakladni strukturni typy pfirodnich polyfenolickych sloucenin

Biologické vlastnosti, biodostupnost, antioxida¢ni aktivita, schopnost specificky
interagovat s bunéénymi receptory a enzymy a mnohé jiné funkce a vlastnosti polyfenolu se
vztahuji k jejich chemické struktuie®’. Polyfenolické sloudeniny, které jsou soudasti nasi
stravy, lze rozdélit do nékolika zékladnich skupin. Témito skupinami jsou: fenolické kyseliny,
taniny, flavonoidy, lignany, ligniny, stilbeny a kumariny. Zakladni struktury pfirodnich

polyfenolii jsou zobrazeny na Obr. 2.
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Obrazek 2. Zakladni strukturni typy ptirodnich polyfenolickych slougenin®
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2.2.3.2 Antioxidaéni u¢inky pFirodnich polyfenolickych sloucenin

Rostouci zdjem o studium piirodnich polyfenoll pfijimanych potravou nastal hlavné
diky jejich roli antioxidantti, antimutagenii a vychytavact volnych radikalt a jejich implikaci
v prevenci patologickych stavii typu rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni®.
Antioxidac¢ni G€inek piirodnich polyfenolickych sloucenin byva zpravidla komplexni a lze

k nému pfifadit nékolik zakladnich mechanismim:

1. Hydroxylové skupiny polyfenolll jsou dobrymi donory atomu vodiku. Takovyto
typ antioxidantli miiZze reagovat s RONS Vv terminélni fazi reakce, kterd pterusi
cyklus generovéni dalich volnych radikala®. Vznika tak relativng dost stabilni
fenoxylovy radikal (F1-O’), ¢i neradikalova chinoidni struktura (vizte Obr. 3).
Tato vlastnost fady polyfenolii je tedy dana jejich snadnou oxidovatelnosti.
Vyznam této reakce spociva v tom, ze radikdly jsou eliminovany dfive, nez

mohou reagovat s daldimi bun&&nymi komponentami®’.

OH R o i OH
OH -
)@/ — (FI-0')
o* O
OH KX RH, /H\fo (Chinoidni struktura)
- /H\/

Obrazek 3. Eliminace volnych radikéalii prostiednictvim polyfenola®’

2. Antioxidac¢ni aktivita polyfenoll vyplyva i z jejich schopnosti vytvaret chelatové
vazby s nékterymi bivalentnimi kovy jako je naptf. méd’ ¢i dvojmocné Zelezo
(vizte Obr. 4.). Inhibuji tak Fentovu ¢i Haber — Weissovu reakci, kterych se volné

ionty t&chto kovii zacastiuji, a které vedou k produkci RONS*.
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(Me - vazebna mista pro kovy v

molekulach flavonoidit)

Obrazek 4. Schopnost chelatace nékterych kovl jako moznost antioxida¢niho

piisobeni polyfenola*’

Mezi posledni mechanismus antioxida¢nich U€inkl polyfenoll patii schopnost
inhibovat nékteré enzymy, které jsou zahrnuty v generaci volnych radikald. Mezi
tyto enzymy patii kuptikladu ruzné isoformy cytochromu P450, lipoxygenasy,
cyklooxygenasy a xantinoxidasy*.
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2.3 Vino jako zdroj prirodnich polyfenolickych slou¢enin

Ptirodni polyfenolické slouCeniny jsou sekundarnimi metabolity rostlin, které
vznikaji biogeneticky prostfednictvim dvou primarnich syntetickych drah: shikimatové a
acetatové. Jejich reaktivita je spojena s kyselym charakterem fenolickych funkénich skupin a
nukleofilnim charakterem benzenového jadra®.

Polyfenolické slou¢eniny hraji dalezitou roli v celém oboru vinafstvi. Maji totiz
zasadni vliv na charakter, jakost, chut’ a barvu cervenych vin a jsou soucasn¢ hlavnimi
komponentami odliSujicimi Cervena vina od vin bilych. U bilych vin je totiz obsah téchto

4 L ,
1.4 udava, ze obsah celkovych

slou¢enin mnohem nizs$i. Konkrétn¢ napiiklad Li a Spo
polyfenolickych sloucenin klesé v potadi: ¢ervend > rtizova > bild vina, jehoz tesy potvrdila i
fada dalSich autort. Celkovy obsah polyfenoll pfitomnych ve vin€é vSak nezavisi pouze na
tom, zdali se jedna o ¢ervené, rizové ¢i bilé vino, ale také na celé fad¢ dalsich aspekta.

Hlavnim zdrojem polyfenolickych sloucenin ve vin€ jsou samy bobule. Polyfenoly
jsou v nich obsazeny hlavn¢ ve slupce, duzning, peckach a stavé. Bobule vSak nejsou jedinym
zdrojem téchto latek. Do vina se totiz tyto latky dostavaji i z dubovych sudt, ve kterych vina
zraji‘r’0 a v malé mife jsou rovnéz produkovany nékterymi druhy kvasinek a vnéseji tak do vina
atypické chutove tc')nySl. Konec¢né slozeni polyfenolickych slou¢enin ve viné zavisi jak na
jejich obsahu v hroznech, ktery zavisi mimo jiné napiiklad na klimatickych podminkach, tak
na vytézku extrakce, vinafské technologii a chemickych reakcich doprovazejicich zrani vina
jako je kondenzace, enzymaticka a chemicka oxidace apodsz.

Burns a spol. se napiiklad ve své praci zabyvala ¢tyfmi riznymi typy vinifikace dvou
ruznych odrid cerveného vina (Cabernet Sauvignon a Merlot), které se vyznaCovaly
rozdilnou kvalitou hroznii, a tim spojenou extrakci polyfenolickych sloucenin a jejim vlivem
na celkovy obsah téchto latek. Potvrdila tak pfedpoklad, Ze na vytézku extrakce fenolickych
sloucenin a jejich konecném obsahu ve ving, se vyznamnou mérou podili nejen zplisob

vinifikace, ale i vliv odridy a kvality hrozni®®,

2.3.1 Polyfenolické slouceniny vina

VétSina autorti déli polyfenolické slouceniny obsazené ve viné a hroznech révy viné
do dvou zakladnich skupin na: flavonoidy a ne-flavonoidy. Nejbéznéjsimi flavonoidy ve viné

jsou flavonoly (quercetin, kaempferol a myricetin), flavan-3-oly (katechin, epikatechin a
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taniny) a anthokyany (kyanin), které hraji vyznamnou roli hlavné z hlediska barvy vin. Mezi
neflavonodini slouCeniny pfitomné ve viné se tadi stilbeny a fenolické kyseliny, jejimiz
zastupci jsou kyseliny hydroxyskoficové a benzoové™®. Hrozny obsahuji ne-flavonodini
slouceniny pfedevsim v duznin€, zatimco flavonoidni slouCeniny se nachézeji hlavné ve

o 148
slupce, semenech a tfapinach™.

2.3.1.1 Neflavonoidni slou¢eniny vina

Hrozny révy vinné i samotné vino obsahuji benzoové a skoricové kyseliny.
V cerveném vin€ se koncentrace téchto latek pohybuje v rozmezi 100 — 200 mg/l, kdezto
Vv bilych vinech je jejich koncentrace podstatné nizsi 10 — 20 mg/l. Jednotlivé kyseliny se mezi
sebou lisi riznymi substituenty na benzenovém jadie. Ve vin€ ¢i hroznech jsou prezentovany
jak ve své volné formé, tak ve formé glykosidd, ze kterych jsou uvolovany piedevsim
kyselou hydrolyzou, ¢i ve formé esterd (nejcastéji s gallovou, elegallovou, tartarovou
kyselinou aj.), ze kterych jsou uvoliiovany hydrolyzou alkalickou® .

Z hlediska organoleptickych vlastnosti tyto latky nemaji Zadnou zvlastni chut’ ¢i
vini. Hraji vSak ddlezitou roli jako prekurzory té€kavych fenoll, které jsou z nich
syntetizovany prostiednictvim pusobeni nékterych mikroorganismii (napi. kvasnic rodu
Brettanomyces). Konkrétné v ¢erveném ving jsou pfitomny napiiklad ethylfenoly, které podle
profesiondlnich degustatort zptsobuji tzv. ,,animalni*“ aroma vina, které¢ ne vzdy pozitivné
ovliviiuje kvalitu vina. V bilém vin€ jsou ve vysSSich koncentracich pfitomny mimo jiné
vinylfenoly56. Prekurzory téchto sloucenin jsou skoficové kyseliny, trans-ferulova a trans-p-
kumarova kyselina, které podléhaji dekarboxylaci na vinylfenoly. Ty jsou nasledné
redukovény na odpovidajici ethylfenoly®.

Kumariny mohou byt povazovany za derivaty skoticové kyseliny. Tyto latky vznikaji
intramolekularni esterifikaci fenolovych OH skupin a do vina se uvolnuji z dubového dreva.
Ackoliv se kumariny nachazeji ve viné v pomérné¢ velmi nizkych koncentracich (nékolik
ug/l), maji vliv na organoleptické vlastnosti vina. Po dosazeni meze detekce, ktera odpovida 3
mg/l, totiz maji v podob¢ glykosidi hotkou chut’ a v podob¢ aglykonii naopak kyse10u55.
hroznech ale i v dubovém dievé™. Jednim z nejznamgjiich zastupcti je monomer resveratrol,

tedy 3.,4",5-trihydroxystilben a jeho derivaty (dimery, trimery, tetramery a jejich glykosidy),
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jehoz bohatym a rozs§ifenym zdrojem jsou pravé hrozny révy vinné i samotné vino.
Resveratrol se vyskytuje prevazné ve slupkach bobuli a do vina se extrahuje béhem kvaseni.
V Cerveném viné se jeho obsah pohybuje od 2 — 6 mg/l, ve vinech bilych je jeho obsah vSak
nizs8i 0,2 — 0,8 mg/l. V révé vinné resveratrol zastava funkci fytoalexinu, coz jsou sekundarni
metabolity rostlin, které se za¢nou tvofit de novo, ¢i ve zvySené mife jako odezva na stres
(mechanické poskozeni, UV zafeni, ozon) nebo napadeni rostliny bakteriemi, houbami ¢i

plisnémi58.

2.3.1.2 Flavonoidni slouceniny vina

Nejrozsitengjsimi slouceninami ztad flavonoidi jsou flavonoly, zIuté pigmenty
nachdazejici se ve slupce jak bilych tak ¢ervenych vin. V mensi mife se ve slupkach nachazeji i
flavanonoly, které maji mnohem svétlejsi odstin. V hroznech révy vinné se tyto slouceniny
nejcastéji vyskytuji ve formé glykosidi. Béhem fermentace jsou glykosidy téchto sloucenin
pfevedeny hydrolytickym Stépenim na formy aglykonii. Mezi zndmé zastupce patii
kaempferol, quercetin a myricetin, které jsou pfitomny ve vinech Cervenych, bila vina vSak
obsahuji pouze prvni dva. Obsah téchto latek v Cerveném viné se pohybuje kolem 100 mg/l,
kdeZzto v bilych vinech, u nichz kvaSeni probih4 za nepfitomnosti pevnych ¢asti hroznu, je
jejich obsah pouze 1 — 3 mg/l v zavislosti typu odriidy”.

Velkym procentem flavonoidi, které pievladaji v hroznech a ve viné jsou flavan-3-
oly znichz nejznaméjsi jsou (+)-katechin, (-)-epikatechin a jejich dimery, oligomery a
polymery. Tyto latky se nachézeji hlavné ve slupce, semenech a tfapinach a maji vyznamny
vliv na celkové organoleptické¢ vlastnosti vina. Jsou totiz zodpovédné za hotkost a
adstringentni vlastnosti vina. Do vina respektive do mostu se extrahuji béhem kontaktu mostu
se slupkami, pticemz delsi doba trvani extrakce, vyssi teplota a vySsi obsah alkoholu vedou ke
zvySeni koncentrace téchto monomert ve ving™.

Oligomery flava-3-olti neboli katechini jsou jinak oznacovany jako kondenzované
taniny, které jsou spolu s flavan-3,4-dioly a leukoanthokyanidiny fazeny mezi tzv.
proanthokyanidiny®. Zdrojem téchto latek, oznadovanych téZ jako révové tisloviny jsou
hlavné slupky a semena. Vina bila obsahuji relativné nizky obsah téchto latek, kdezto vina
cervend, u nichz pfi procesu vyroby dochézi ke kontaktu mostu se slupkami, je jejich obsah az

32x vyssi®,
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Mezi hydrolyzovatelné taniny se obvykle fadi gallotaniny a ellegotaniny, které po
kyselé¢ hydrolyze uvolnuji pfislusné kyseliny. Znaéné mnozstvi téchto latek se do vina
vyluhuje v prubéhu jeho zrani v dubovych sudech, kde hraji vyznamnou roli diky svym
antioxida¢nim vlastnostem i v procesu starnuti vina®.

Anthokyany jsou hlavnimi pigmenty cervenych ale i rizovych vin, nachéazejici se
predevsim ve slupkéach hroznl (na rozdil od odridy tzv. ,barviiek®, které maji zabarvenou i
duzninu), pficemz jejich koncentrace smérem k povrchu bobule nartsta. Velké mnozstvi
téchto latek se nachazi také v listech a to pfevazné na konci vegeta¢niho obdobi. Jejich
struktura je odvozena od substituovaného 2’-fenyl-benzopyrilyového jadra®. Jednd se o ve
vod¢ rozpustné pigmenty, jejichz barevnost se pohybuje ve Skale Cervenych odstini od
karminové az k modrofialové a purpurové (v zavislosti na pH prostiedi). Do vina se tyto latky
dostavaji klasickymi postupy zaloZzenymi na pomleti bobuli hroznl a tim danym narusenim
slupek a jejich naslednym nakvasenim, tedy vyluhovanim v mostu, ¢imz dojde k maceraci

barviv®®.

2.3.2 Metody stanoveni obsahu celkovych fenolickych slouc¢enin

Ke stanoveni obsahu celkovych fenold (TPC) se nejcastéji pouziva metoda
vyuZivajici ¢inidla Folin-Ciocalteu (FC) poprvé blize popsana Singletonem a Rossim®.
Singleton pak ptizpusobil tuto metodu pro stanoveni celkovych fenoll ve viné a o nékolik let
pozdéji publikoval dal$i podrobnéjSi prace o moznosti jejiho vyuziti v oboru vinafstvi®.
Principem dané metody je redukce FC ¢inidla, slozeného ze smési kyseliny fosfowolframové
a kyseliny fosfomolybdenové, na smés modrych oxidi wolframu a molybdenu,
prostfednictvim oxidace fenolli obsazenych ve vzorku. Vytvofené modré zbarveni vykazuje
maximalni absorpci svétla v oblasti vinové délky od 750 - 760 nm, pfi¢emz intenzita této
absorpce je pfimo umérna celkovému mnozstvi ptivodné pfitomnych fenolickych sloucenin,
které se nejCastéji vyjadiuje v ekvivalentech standardu gallové kyseliny (mg/l GAE). V roce
1990 byla FC metoda pfijata Mezinarodni organizaci pro révu a vino (OIV — International
Organisation of Vine and Wine) jako standardni metoda pro stanoveni obsahu celkovych

fenolti ve ving®.
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Fenolické slouceniny obsazené ve vin€é a moStu se vyznacuji charakteristickou
absorpci zatreni v UV oblasti svétla. Tohoto faktu mize byt vyuzito ke stanoveni jejich obsahu
velmi jednoduchou kolorimetrickou metodou zalozenou na méteni absorbance vzorkt vin ¢i
mosti pii konstantni vinové délce 280 nm, ktera je spojovana pravé s obsahem celkovych
fenolt®. Jedingm problémem této metody je to, Ze jednotlivé skupiny fenolickych sloucenin
maji pti vinové délce 280 nm rozdilnou absorptivitu (molarni absorp¢ni koeficient) a z tohoto
divodu nemohou byt vysledky ziskané danou metodou vyjadfeny pomoci specifického
standardu, ale vyjadiuji se nejCastéji v jednotkach absorbanci (AU = absorbance unit). Diky
své jednoduchosti a rychlosti je vSak tato metoda hojné vyuzivana pro monitoring obsahu

celkovych fenold v priib&hu zpracovani vina®.

15 Umoznila tak

Modifikaci této metody pouzila ve své praci Fragoso a ko
kvantifikovat namétené vysledky prostfednictvim metody externiho standardu s vyuzitim
kalibra¢ni kiivky gallové kyseliny. Ziskané hodnoty obsahu celkovych fenolt pak byly
vyjadieny v ekvivalentech této kyseliny (mg/l GAE — gallic acid equivalents) a staly se tak

snadno porovnatelnymi i s jinymi metodami.
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2.4 Antioxidacni aktivita a jeji stanoveni

Pro moznost vzijemného porovnani antioxidacnich ucinkd rtznych smési, byl
v souvislosti s analyzou potravinovych vzorki zaveden pojem celkova antioxida¢ni aktivita
(total antioxidant aktivity — TAA). Tento parametr obecné¢ kvantifikuje kapacitu vzorku
biologického materialu eliminovat volné radikaly®.

V oblasti hodnoceni nutri¢ni kvality potravin jak z hlediska chemické analyzy, tak
Z hlediska biologické aktivity byly v poslednich nékolika letech popsany pocetné metody
umoziiujici stanovit antioxidaéni aktivitu potravinovych vzorkd jako celku. Rada t&chto
metod je principidlné odliSnych a postupné se vyvijeji jejich modifikace s cilem co nejvice
jejich postup zjednodusit a umoznit tim jejich zavedeni do praxe. Jejich spole¢nym rysem je
charakterizovat v podminkach blizkych fyziologickému prostfedi antioxida¢ni resp. redukéni
schopnost jako souhrnnou vlastnost potravinového preparatu.

V literatute lze nalézt rozsahly pocet praci vénujici se metoddm pouzivanym pro
stanoveni antioxida¢ni aktivity in vivo, ¢i in vitro. Jejich rozmanitost vyplyva ze skuteénosti,
ze nizkomolekularni antioxidanty mohou pusobit riznymi mechanismy (viz kap. 2.2.3.2).
Z tohoto faktu vyplyva, Ze antioxidanty mohou eliminovat radikéaly napiiklad donaci protonu
(tzv. Hydrogen Atom Transfer — HAT) ¢i jednoelektronovou redukei (tzv. Single Electron
Transfer — SET). Kone¢ny vysledek je bez ohledu na mechanismus stejny, ale kinetika a
potencial pro dané reakce se 1isi®®. Casto je vSak slozité jednoznaéné ur€it, zdali dany
mechanismus probihd na zakladé ptedani vodikového atomu, ¢i jako reakce redukéni a v

mnohych ptipadech dokonce oba mechanismy probihaji soucasn&®’,

2.4.1 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

Obecné mohou byt tyto metody rozdéleny do dvou skupin — na metody hodnotici
schopnost eliminovat radikaly (nejcastéji donaci protonu) a dale na metody posuzujici redoxni
vlastnosti latek. Nasledujici podkapitoly budou vénovany pouze nékolika vybranym

metodam, které jiz nasly uplatnéni v charakterizaci antioxidac¢ni aktivity vina.
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2.4.1.1 Metody hodnotici eliminaci radikala

Metoda ABTS je jednou z bézné pouzivanych spektrofotometrickych metod pro
stanoveni celkové antioxidaéni aktivity. Jedna se o metodu testujici schopnost vzorku ¢i latek
vném obsazenych zhaset synteticky radikal ABTS® (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-

dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)), ktera byla poprvé popsana Millerem a kol®’

. Tato metoda je
téz oznaCovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), jelikoz vysledna
antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou standardni latky
Trolox®.  Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova  kyselina) je
rozpustny synteticky analog vitaminu E (vizte Obr. 5).
CHs
HO

COOH

H3C CHs

CH;

Obrazek 5. Standardni latka Trolox

Vyuziti této metody je Siroké diky jejim cetnym modifikacim a mize byt aplikovana
na stanoveni antioxida¢ni aktivity jak Gistych latek, tak potravinovych vzorkd a napojia®.
Radikal ABTS™ m4 charakteristické absorpéni spektrum s maximy pii 414, 645, 734 a 815 nm
a muze byt generovan z ABTS né¢kolika riznymi zpUsoby: enzymaticky s vyuzitim
myoglobinu ¢i kienové peroxidazy, chemicky pomoci MnQOjy, peroxodisiranu draselného ¢i
peroxidového radikalu a dokonce elektrochemicky. Ke stanoveni antioxidacni aktivity sherry
a ¢ervenych vin byla jedna z modifikaci této metody vyuzita Villaiiem a kol. Jejich cilem byla
optimalizace metody a nalezeni vhodnych podminek méfeni tak, aby ziskané vysledky byly

snadno porovnatelnéBg.

Dalsi velmi jednoduchou a rychlou metodou pouzivanou bézné v praxi pro stanoveni
celkové antioxidacni aktivity je metoda DPPH vyuzivajici volny stabilni dusikovy radikal
difenylpikrylhydrazid™. Prvnim autorem, ktery tuto metodiku pfiblizn& pred 50 lety popsal,
byl Marsden Blois, pisobici toho &asu na Standfordové univerzité v Kalifornii*.

Principem této metody je reakce testované latky se stabilnim syntetickym radikalem

difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), p#i které
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dochazi k redukcei radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazinu) (vizte Obr. 6). Diky
intenzivnimu zbarveni tohoto radikdlu je dana reakce sledovana spektrofotometricky
nejcastéji pii vilnové délce 515 nm, ktera odpovidd maximu absorbance daného radikalu.
Ptestoze se jedna o metodu velmi jednoduchou, miize mit i svd omezeni. Jednim z nich mize
byt fakt, ze mnohé antioxidanty, které reaguji rychle napft. s peroxylovymi radikaly mohou
byt inertni viici DPPH, nebo s nim mohou reagovat velmi pomalu®. Piesto je tato metoda
v riznych modifikacich hojné vyuzivana K hodnoceni antioxida¢ni aktivity nejen v oboru

#8.49) ‘ale i v pivovarnictvi a jinych odvétvich.

L O L O
; “N-'b L{:’ I
|
Ne + RH NH + R
GENH[J‘;’,HG? G;.erj/m?

NO, N,
diphenvipicrylhydrazyl (volny radikal)  diphenylpicrylhydrazin (neradikal)

vinaistvi (napf. cit.

Obrazek 6. Struktura DPPH a jeho redukce antioxidantem RH*®

Jednou ze spektrofotometrickych metod zaloZenych na principu HAT mechanismu je
i metoda DMPD popsana Foglianem a kol™. Principem této metody je produkce stabilniho
ervenofialového radikdlu DMPD™ vykazujictho maximum absorbance pii vinové délce
505 nm, generovaného z bezbarvého DMPD (N,N’-dimethyl-p-fenylendiamindihydrochlorid)
vsilné kyselém prostiedi za piitomnosti vhodného oxidaéniho Ccinidla (napft. Fe3+).
Antioxidanty, které jsou schopny donace protonu (napi. atomu vodiku) jej poskytuji radikalu
DMPD™ a tim dochézi k jeho odbarveni. Zména intenzity zabarveni tohoto radikalu, spojena

se zmenou absorbance je pak imérna zhaseci schopnosti antioxidantl pfitomnych ve vzorku.

Pti pouziti metody ORAC (Oxygen Radiacal Absorbance Capacity) popsané autorem

1.7, se v testovaném systému generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost

Cao a ko
testovaného vzorku zpomalit ¢i zastavit radikalovou reakci. Detekce je zaloZena na sledovani
ubytku fluorescence [ — fykoeritrinu (indikacni protein) po ataku radikaly. Jako generator

peroxylovych radikali se pouziva nejcastéji AAPH (2,2"-azobis(isobutyrimidamid)-
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dihydrochlorid) a jako kontrolni latka standard Trolox. Pfi stanoveni antioxidacni aktivity
polyfenolti, vSak byla popsana n¢ktera omezeni tykajici se vyuziti B — fykoeritrinu jako
fluorescen¢ni sondy (omezena fotostabilita). Proto autor Ou s kolektivem zavedly inovaci této
metody Vv podobé vyuziti fluoresceinu (FL) jako fluorescen¢ni sondy, ¢imz se metoda
ORACE_ stala exaktn¢jsi a to v disledku ptesn€jsiho reakéniho mechanismu zalozené¢ho

pouze na piedani vodikového atomu (HAT)®.

2.4.1.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Metoda FRAP (Ferric Reducting Ability of Plasma) patii mezi velmi jednoduché
metody zaloZzené na hodnoceni redukénich ucinkii antioxidant. Na rozdil od fady jinych
metod zde neni vyuzit zadny radikal, jelikoz je zde pouze méfena redukéni sila antioxidantti a
nikoliv jejich schopnost zhaset volné radikaly. Poprvé byla tato metodika popsana v roce
1996 autory Benziem a Strainem’®. N&kolik let na to autofi Benzie a Szeto tuto metodu
pouzili na stanoveni celkové antioxidacni kapacity Caje a pozménili jeji nazev na ,,Ferric
Reducing/Antioxidant Power assay“’”. Piavodni autofi publikovali také modifikaci této
metody Vv podobé FRASC (,Ferric Reducting/Antioxidant power and ascorbic acid
concentration®). Pomoci tohoto testu tak stanovili 3 indexy antioxida¢niho statusu — celkovou
redukéni silu, absolutni koncentraci askorbové Kyseliny a relativni piispévek askorbové
kyseliny na antioxida¢ni aktivitu’®.

Metoda FRAP kvantifikuje schopnost antioxidantl redukovat bezbarvy Zelezity
komplex Fe(ll)-TPTZ na modry Fe(ll)-TPTZ (TPTZ = 2,4,6-tris(2-pyridyl-1,3,5-triazin),
vizte Obr. 7). Narust absorbance méfeny pifi 593 nm odpovidajici mnozstvi komplexu Fe(II)-
TPTZ je pak mirou antioxidacni aktivity vzorku. Metoda ma vSak své limity spocivajici
Vtom, ze méfeni probiha pii nefyziologicky nizké hodnoté pH (3,6) a nemusi tak byt

zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly30.
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Obréazek 7. Redukce bezbarvého komplexu Fe(I11)-TPTZ na modry Fe(I)-TPTZ'

SET mechanismu podobn¢ jako metoda FRAP, vyuziva i metoda CUPRAC (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity) publikovani autorem Apak a kol’®., vniZ je vyuzito
neocuproinu (Nc = 2,9-dimethyl-1,10-fenantrolin) jako chelata¢niho ¢inidla. Tato metoda je
zaloZena na méfeni absorbance CUPRAC chromoforu (Cu(l)-Nc chelatu), ktery vznika jako
vysledek redoxni reakce antioxidanti s CUPRAC c¢inidlem (Cu(ll)-Nc), pti vinové délce 490
nm odpovidajici maximu absorbance tohoto chromoforu. Metoda byla uspésné aplikovana na
stanoveni antioxidacni aktivity pfirodnich polyfenoli ve ving®, ale i ke stanoveni

antioxidacni aktivity v lidské plazmé79.

2.4.2 Konkrétni pripady stanoveni TAA a TPC ve vinech

Vino je dilezitou soucasti lidské stravy, jelikoz je bohatym zdrojem pftirodnich
antioxidantl, jejichz pozitivni efekt na lidské zdravi je znam hlavné skrz jejich biologickou
aktivitu. Obsah polyfenolickych sloucenin a jejich antioxida¢ni aktivita ve vinech vSak muze
byt ovlivnéna mnoha vné&j$imi 1 vnitinimi faktory zahrnujicimi vliv odriidy a kvality hroznu,
vliv klimatickych podminek, vliv technologickych procesii pouzitych pfi vyrobé vina, ale i
vlivem podminek zrani a skladovani vina, pfi kterych se obsah téchto sloucenin do jisté miry
také meéni. Ztéchto divodi se stanovenim antioxidacni aktivity a obsahu celkovych
polyfenoll zabyva fada autorti a toto téma se tak stava Casto diskutovanym nejen v oboru

vinafstvi.
Cilem vyzkumu Villana a kol.%, bylo zhodnotit vliv riznych enologickych postupii

na antioxidacni aktivitu vin spojenou s obsahem polyfenolickych sloucenin. Za timto Gcelem

studovali techniky bézné pouzivané v praxi, jako je vliv macerace Cervenych vin, stupen
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lisovani bilych vin, vliv klarifikace (Cifeni) a vliv membranové filtrace. Ke stanoveni
antioxida¢ni aktivity zde bylo pouzito metody ABTS, DPPH a ORAC, ke stanoveni
celkovych polyfenolt pak metody vyuzivajici Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo.

V piipadé¢ vlivu stupné lisovani bilych vin bylo zjisténo, ze se zvySujicim se tlakem a
prodluzujici se dobou kontaktu moStu s pevnymi ¢astmi hroznu pii lisovani bilych vin
vyznamné roste obsah celkovych fenolli i antioxidac¢ni aktivita stanovovanych vzorkd.
K tomuto zavéru autor dospél po porovnani hodnot TAA a TPC u ¢tyf vzorki téhoz bilého
vina (odrida Palomino). Posledni ze Ctyf stanovovanych vzorkt, ktery podlehl lisovani pfi
nejvyssich tlacich, totiz vykazoval az 14x vyssi hodnoty TPC, 55x vyss$i hodnoty TAA
stanovené metodou ABTS a 35x vyssi hodnoty TAA stanovené metodou DPPH nez prvni
vzorek, ktery podlehl tzv. pneumatickému horizontdlnimu lisovani vyznacujicim se
minimélnim kontaktem rmutu s pevnymi ¢astmi hroznu a velmi nizkym tlakem.

Vliv délky trvani macerace ¢ervenych vin (odrid Cabernet Sauvignon, Tempranillo,
Syrah) na hodnoty TPC a TAA byl sledovan po dobu 14 dni. Béhem tohoto procesu
dochazelo k pozvolnému nartstu hodnot TPC i TAA, coz autofi pfipisuji postupné extrakci
polyfenolti do vina. Zajimavym byl v tomto ptipadé fakt, Ze pfestoze byla vSechna tato vina
pestovana ve stejné oblasti, byly u odridy Cabernet Sauvignon maximalni hodnoty TPC a
TAA naméfeny jiz mezi ¢tvrtym a Sestym dnem od zacatku macerace, kdezto u odridy Syrah
napiiklad az ve dni Ctrnactém. Soucasné s timto autofi popisuji, zZe nartisty hodnot TAA
naméfené u téchto vin maji rozdilné priib&hy v zavislosti na pouzité metod¢.

Dalsim krokem studie Villana a kol., bylo zhodnotit vliv klarifikace a filtrace vin na
hodnoty TAA a TPC. Odzkousena byla tii v praxi bézn¢ pouzivana ¢ifidla: gelatin, albumin a
bentonit, ktery byl pfidavan do vSech vin v poslednim kroku. Po dvoudenni klarifikaci byla
vina zfiltrovana skrz membranovy filtr s hydrofilni membranou z polyvinylidenfluoridu o
priméru péra 0,45 um a podrobena stanoveni TAA a TPC. Ziskané hodnoty TAA naméfené
ptislusnymi metodami a hodnoty TPC u vSech vin vykazovaly mirny pokles, coz autofi

ptipisovali prave jejich ¢ifeni a zfiltrovani.

O Siroké vyuzitelnosti metody vyuzivajici ¢inidla Folin-Ciocalteu svéd¢i fada praci,

Z nich zajimavou je napriklad publikace jiz zmifiovaného autora Li a spol*®

, ktery se ve své
praci zabyval stanovenim obsahu celkovych fenoli a celkové antioXidacni aktivity

v &ervenych, bilych a rizovych vinech z riiznych geografickych oblasti Ciny. Pomoci metody
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vyuzivajici FC cinidlo stanovil obsah celkovych fenold, jejichz primérné hodnoty se u
¢ervenych vin pohybovaly kolem 2082 mg/l GAE, u vin rtizovych kolem 913,5 mg/l GAE a u
vin bilych kolem 302 mg/l GAE. Li ve své praci vysvétluje, ze vysoky obsah celkovych
vyssi teplotou béhem fermentace, pii které se do vina extrahuji hlavné taniny a antokyanova

barviva.

Srovnanim hodnot celkové antioxidacni aktivity a obsahu celkovych fenolti pomoci
spektrofotometrickych metod u 29 vzorkl prevazné ceskych vin (8 bilych, 21 ¢ervenych) se
ve své praci zabyvali Stratil s kolektivem®'. Ke stanoveni TPC pouzili klasickou metodu
vyuzivajici FC ¢inidlo a jako srovnavaci pak metodu podle Prince a Butlera (tzv. PB metoda),
ktera byla svymi autory primarn€ popséana pro stanoveni celkovych taning®. Primérny obsah
celkovych fenol ureny t€émito metodami se pro bila vina pohyboval v rozmezi 90 — 119
mg/l GAE (FC metoda) a 90 — 129 mg/l GAE (PB metoda), v piipadé ¢ervenych vin pak 874
— 2262 mg/l GAE (FC metoda) a 306 — 816 mg/l GAE (PB metoda). Divodem rozdilu mezi
hodnotami stanovenymi metodou FC a metodou PB, je podle autor rozdilnad reaktivita
standardu gallové kyseliny S reakénimi ¢inidly pouzitymi u piislusné metody.

Stanoveni TAA bylo provedeno nésledujicimi tfemi metodami: TEAC (metoda
ABTS), DPPH, FRAP. Primérné hodnoty naméfené témito metodami jsou shrnuty v Tab. 2.
Z namétenych dat vyplyva, Ze hodnoty namétené metodou TEAC vykazuji nékolika ndsobné
vy$§i TAA nezZ jak je tomu v piipadé metody DPPH a FRAP. Autofi tento jev pfipisuji
reaktivité samotného radikalu ABTS”, ktery dokaZe reagovat s nejvétsim poctem

hydroxylovych skupin nélezicim polyfenoliim pfitomnym ve viné.

Tabulka 2. Primérné hodnoty TAA naméfené metodou TEAC, DPPH a FRAP

TEACY DPPHY FRAP?
Bil4 vina 5,14 0,71 1,43
Cervena vina 26,44 5,52 9,43

¥ TAA vyjadtena v mmol/I Troloxu
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované vzorky, pouzité chemikalie a pristrojova vybaveni

3.1.1 Analyzované vzorky

Tato prace byla zamétena na sledovani zmén antioxidacni aktivity a hodnoty obsahu

celkovych fenoli béhem jednotlivych technologickych procesi vyroby u tfi ruznych druha

vin (Cervené vino Frankovka, ros¢ vino Frankovka, cuveé vino odrid Rulandské bilé, Tramin

¢erveny a Sauvignon). Pro ptehlednost jsou jednotlivé odebirané Sarze téchto vin, jejich

charakteristika a technologické operace, kterym podlehly sepsany nize (vizte Tab. 3, 4, 5).

Tato vina byla péstovdna na vinicich ve vinafské obci Némcicky, okres Bfeclav, Ceska

republika.

Tabulka 3. Seznam analyzovanych vzorki a jejich charakteristika — ¢ervené vino Frankovka

Cervené vino Frankovka, cukernatost 23,4 °NM

(:/ZZI:)?,T:J“ Datum odbéru Technologicka operace
C1 15.10. 2011 Cerstvy pomlety rmut, bez macerace slupek
o 16. 10. 2011 Rmut zahiivan na teplotu 25 °C, 1-denni macerace
T slupek
16. 10. 2011 Zakvaseno ¢&istou kulturou kvasinek Rothweinhefe,
T piidana vyziva 40 g/hl
c3 21.10. 2011 Vylisovani mostu (téméf hotového vina), posledni faze
T kvaseni
C4 1.11. 2011 Stéle probihajici kvaseni — bez slupek
4.11. 2011 Stoceni z kvasnic do jiné nadoby
Zahtivani na 20 °C
5.11. 2011
Ptidavek bakterii mlécného kvaseni
C5 15. 11. 2011 Stoceni do sudi a ukoneni procesu jablecno-
T mlééného kvaseni
24.1.2012 Ptidavek oxidu sifi¢itého 10 mg/1
C6 11. 3. 2012 Zrajici vino
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Tabulka 4. Seznam analyzovanych vzorki a jejich charakteristika — rosé vino Frankovka

Rosé vino Frankovka, cukernatost 23,4°NM

(LZZI;T,T:J“ Datum odbéru Technologicka operace
R1 15. 10. 2011 Cerstvy pomlety rmut, bez macerace slupek
R? 15.10. 2011 1;/Ir?éléstl fsngvl}ll(l)ic;ion\?é;éi maceraci pii teploté cca. 12 °C
R3 16. 10. 2011 Most po odkaleni a po piidavku bentonitu 150 g/hl
18. 10. 2011 Cross flow filtrace
18. 10. 2011 Zakvé§er_10 éisto%. k’ultur(’)lvl. kvasinck ANAFERmM44 a
Weissweinhefe, piidana vyziva 60 g/hl
R LAL201 | ol ok teplotim 5 5C. socen 5 kvaet
R5 15.11. 2011 Vino bez filtrace
RE 15. 11 2011 ;3;?181; 1€V’:|rc()3vn\l1 :‘)ill{troegeum- membranova filtrace pies sito
R7 15.11. 2011 Deskova filtrace pomoci filtracnich vlozek S30 a STS
17.11. 2011 Pridavek oxidu sifi¢itého 20 mg/1
24.1.2012 Ptidavek oxidu sifi¢it¢ho 16 mg/l
12.2.2012 Piidavek oxidu sific¢itého 13 mg/l
RS 11. 3. 2012 Vino nachystané na lahvovani
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Tabulka 5. Seznam analyzovanych vzorkd a jejich charakteristika — Cuveé vino (odrid

Rulandské bilé, Tramin ¢erveny a Sauvignon)

Cuveé vino, cukernatost 25°NM

Ovzzl(l;:iedﬁ Datum odbéru Technologicka operace
Bl 15. 10. 2011 Cerstvy pomlety rmut, bez macerace slupek
B2 15. 10. 2011 Most po 12 hodinové maceraci pfi teploté cca. 9 °C
53 16. 10. 2011 li/écaég /Ir)](; vylisovani, odkaleni a po pfidavku bentonitu
Zakvaseno ¢istou kulturou kvasinek Weissweinhefe,
18. 10. 2011 ptidéna vyziva 70 g/hl
27.10. 2011 Pridavek oxidu sifi¢itého 20 mg/1
B4 1.11. 2011 Ptidavek oxidu sificitého 20 mg/1
B5 15.11. 2011 Vino bez filtrace
Cross flow filtrace - membranova filtrace pies sito
B6 15.11. 2011 S prumérem ok 0,2 um
B7 15.11. 2011 Deskova filtrace pomoci filtra¢nich vlozek S30 a ST5
20. 2. 2012 Aplikace bentonitu 40 g/hl
24.2.2012 Ptidavek oxidu sifi¢it¢ho 16 mg/l
B8 11. 3. 2012 Vino nachystané na lahvovani

Pii optimalizaci doby inkubace v pfipadé metody DPPH byla pro métfeni pouzita

nasledujici vina: Frankovka (jakostni vino suché, vinafska oblast Kobyli) a Veltlinské zelené

(jakostni vino suché, vinatska oblast Velké Bilovice), ktera byla zakoupena ve velkoobchodni

siti Kaufland v Bohuming. Céste¢né zkvaseny most (vinafska oblast Velké Pavlovice), ktery

byl pouzit na sledovani vlivu centrifugace na hodnoty TAA, byl zakoupen ve vinotéce

v Olomouci.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Pfi méfenich byly pouzity nasledujici chemikalie:
e Synteticky radikal DPPH - 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl, (SIGMA-
ALDRICH®, Steinheim, Némecko)
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e Trolox - 6-hydroxy-2,5,7,8,-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina, (FLUKA,
Buchs, Svycarsko)

e Methanol - CH3;OH, (Gistota p.a., PENTA, Chrudim, CR)

e TPTZ - 2,4,6-tris-(2-pyridyl)-s-triazin (SIGMA-ALDRICH®, Steinheim, N&émecko)

e Chlorid Zelezity — FeCls (Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

e Askorbova kyselina — CgHgOg (Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

e Gallova kyselina — C;H¢Os, (Cistota p.a., FLUKA, Buchs, Svycarsko)

e Kyselina fosfore¢na (85%) — HsPQy, (&istota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

e Hydroxid sodny — NaOH, (¢istota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

e Octova kyselina (99%) a octan sodny — CH3COOH, CH3COONa, (¢istota p.a., LACH
— NER, Neratovice, CR)

e Kyselina chlorovodikova (36%) — HCI (istota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

3.1.3 Pristrojova vybaveni a laboratorni pomtcky

Stanoveni antioxidacni aktivity a obsahu celkovych polyfenolii u jednotlivych vzorka
vin bylo provadéno spektrofotometricky pomoci UV/VIS spektrofotometru Lambda 25
(Perkin Elmer, USA) v kiemennych kyvetach s optickou drahou o tloust’ce 1 cm. Naméfena
data byla vyhodnocena pomoci software UV WinLab a nasledné graficky a matematicky
zpracovana programem MS Excel popt. QC Expert 2.5. (Trilobyte s. r. 0., Ceské republika).

Pro pfipravu tlumivych roztokd bylo vyuzito pH—metru InoLab 720 s kombinovanou
sklenénou elektrodou SenTix 21 (WTW, Némecko).

Chemikalie byly védzeny na elektronickych analytickych vahach znatky KERN
770/GS/GJ, Max 220 g, d = 0,0001 g (Kern & Sohn, GmbH, Némecko).

Vzorky vin byly odstfedény na centrifuze MR23i S vykonnym systémem chlazeni
TF, navrzené a zkonstruované firmou JOUAN (JOUAN, TRIGON PLUS s. r. 0., Praha CR).

Pro dosazeni uplného rozpusténi danych komponent pii ptipravé jednotlivych

roztokl, byla pouZita ultrazvukova lazen znacky Polsonic 6 (POLSONIC, WarSava, Polsko).
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3.2 Pripravy roztoki a aprava vzorkii

3.2.1 Priprava roztoku

3.2.1.1 Pripravy roztoki pro metodu DPPH

Pracovni roztok volného radikdalu DPPH
Pracovni roztok volného radikilu DPPH o koncentraci 2,32:10* mol/l byl
piipraven rozpusténim navazky pevného DPPH v metanolu. Pro dosazeni uplného rozpusténi

latky byla pouzita ultrazvukova lazen.

Kalibracéni iada standardu Troloxu
Zasobni roztok standardu Troloxu o koncentraci 1-10° mol/l byl piipraven
rozpusténim navazky pevného standardu v destilované vod¢ (ptip. 100% ¢i 25% metanolu).
Pro dosazeni upIného rozpusténi latky byl roztok na 5 minut ponofen do ultrazvukové lazné.
Roztoky o koncentraci 7,5:10%; 5-10%; 2,510 1-10* 5:10°; 3-10®° mol/l byly ziskany

postupnym fedénim zasobniho roztoku destilovanou vodou (ptip. 100% ¢i 25 % metanolem).

Priiprava fosfatového tlumivého roztoku
Fosfatovy tlumivy roztok o pH = 7,00 byl pfipraven titraci roztoku 0,1 mol/l
kyseliny fosfore¢né piedem piipravenym 50% roztokem hydroxidu sodného s pouzitim pH

metru.

3.2.1.2 Pripravy roztoki pro metodu FRAP

Priiprava pracovniho roztoku FRAP

Pracovni roztok FRAP byl pfipraven smichanim 10 dilt acetatového pufru o pH =
3,6, 1 dilu 10 mmol/l roztoku TPTZ rozpusténého v 40 mmol/l HCI a 1 dilu 20 mmol/l
vodného roztoku FeCls. K dokonalejSimu rozpusténi komponent byla jak v ptipad¢ piipravy

roztoku TPTZ, tak v ptipadé pfipravy roztoku FeCls opét pouzita ultrazvukova lazen.

Priprava acetdatového tlumivého roztoku
Acetatovy tlumivy roztok (300 mmol/l) o pH = 3,6 byl pfipraven navazenim

vypocteného mnozstvi octanu sodného (m = 1,55 g) a jeho rozpusténim v destilované vodé.
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Nasledné bylo ptidano 8 ml octové kyseliny a roztok byl v 500 ml odmérné bance doplnén po

rysku destilovanou vodou.

Kalibracni iada standardu Troloxu
Zasobni roztok standardu Troloxu o koncentraci 1-10° mol/l byl piipraven
rozpusténim navazky pevného standardu v destilované vod¢€. Pro dosazeni iplného rozpusténi
latky byl roztok na 5 minut ponoien do ultrazvukové 1azné. Roztoky o koncentraci 5-10™%
2,5-10% 1-10% 3-10° mol/l byly ziskany postupnym fedénim zasobniho roztoku

destilovanou vodou.

Kalibracéni Fada askorbové kyseliny

Zasobni roztok standardu askorbové kyseliny o koncentraci 1:10° mol/l byl
pfipraven rozpusténim navazky pevného standardu v destilované vod¢. Roztoky 0 koncentraci
7,5-10% 5-10™; 2,510 5-10® mol/l byly ziskany postupnym Fedénim zasobniho roztoku

destilovanou vodou.

3.2.1.3 Pripravy roztoki pro stanoveni celkovych fenola (TPC)

Kalibracéni Fada standardu gallové kyseliny
Zasobni roztok standardu gallové kyseliny o koncentraci 20 mg/l byl pfipraven
rozpu$ténim navazky pevného standardu v destilované vodé. Roztoky o koncentraci 14; 10; 6;

4; 2 mg/l byly ziskany postupnym fedénim zasobniho roztoku destilovanou vodou.

3.2.2 Uprava vzorki

Jednotlivé vzorky vin (C1 — C6, R1 — R8, B1 — B8) byly ihned po odebrani do
plastovych nddobek zamraZeny a uchovavany v mrazni¢ce. Pfed kazdou analyzou byly
jednotlivé vzorky rozmrazeny, podrobeny jednotlivym kroktim tpravy a nasledné ihned
analyzovany.

Prvnim krokem upravy vzorki byla centrifugace. Po rozmrazeni byly vzorky
promichany, odebrany do polypropylenovych mikrozkumavek typu eppendorf a podrobeny
odstfedéni na centrifuze znaCky JOUAN (nastavené parametry: 10000 rpm, 10 min., 4°C).
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Nésledné bylo provedeno fedéni pfedem piipravenymi tlumivymi roztoky. Realné
vzorky vin po centrifugaci byly fedény v objemovych pomérech 1:5, 1:10 a v ptipadé
¢ervenych vin 1:20 (vino:tlumivy roztok) vzdy pfed samotnym méfenim piisluSnymi
tlumivymi roztoky. Pro metodu DPPH byl k fedéni pouzit fosfatovy tlumivy roztok (pH =
7,00), pro metodu FRAP pak acetatovy tlumivy roztok (pH = 3,6). Stejny postup fedéni byl u
obou metod pouzit i pro vzorky necentrifugované.

V piipadé stanoveni celkovych fenolt (TPC) bylo fedéni analyzovanych vzorka vin
provadéno destilovanou vodou a to nasledovné: Cervend vina byla fedéna 100x, rizova vina
50x a bila vina 25X. V ptipadé cervenych vin bylo do 10 ml odmérné banky napipetovano 100
ul vzorku vina, v pfipad¢ rizovych vin 200 pl vzorku vina a v ptipadé vin bilych 400 pl

vzorku vina. Odmérné banky byly nasledné doplnény destilovanou vodou po rysku.

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Optimalizace kalibraénich zavislosti

3.3.1.1 Kalibra¢ni zavislosti pouZité pfi metodé DPPH

Jako kalibra¢ni standard, ze které¢ho byla pfi metodé DPPH sestavovana kalibracni
zavislost, byl pouzit synteticky derivat vitaminu E Trolox Vv jehoz ekvivalentech je TAA
nejcasteji vyjadiovana. Kalibracni zavislost byla méfena po rozpusténi tohoto standardu ve
tiech riznych prostiedich (destilovana voda, 25% metanol a 100% metanol). Studovany byly
také rozdilné koncentracni rozsahy kalibraci. K samotnému méfeni bylo v 10 ml odmérnych
bankach smichano 6,5 ml metanolického roztoku DPPH, 2,5 ml fosfatového tlumivého
roztoku o pH = 7,00 a 1 ml standardu Troloxu o pfislusné koncentraci. Po 30 minutové dobé
inkubace byl méfen pokles absorbance pfi konstantni vinové délce 519 nm vici slepému
pokusu (srovnavaci kyveta obsahovala 2 ml metanolu a 1 ml fosfatového tlumivého roztoku)

Nameétena data byla zpracovana jako zavislost absorbance na koncentraci Troloxu.
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3.3.1.2 Kalibracni zavislosti pouzité pri metodé FRAP

V prvni fazi méfeni byl pro metodu FRAP stejné jako u metody DPPH vybran jako
kalibracni standard Trolox. V druhé fazi byl odzkouSen a uspésné pouzit standard askorbové
kyseliny. V pfipadé této metody byly také studovany rozdilné koncentra¢ni rozsahy kalibraci.
K samotnému méteni bylo v 10 ml odmérnych banikach smichdno 6 ml pracovniho roztoku
FRAP a 200 pl pfislusného standardu. Odmérné banky byly promichany a temperovany po
dobu 30 minut pii 37 °C. Nasledn¢ byl métfen nartst absorbance pii konstantni vinové délce
593 nm vaci slepému pokusu (srovnavaci kyveta obsahovala acetdtovy tlumivy roztok).
Naméfend data byla zpracovana jako zavislost absorbance na koncentraci pfislusného

standardu.

3.3.2 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity (TAA) realnych vzorki vin

Pii stanoveni celkové antioxidacni aktivity analyzovanych vzorkd vin
(centrifugovanych i necentrifugovanych) byly pouzity dvé rozdilné metody. Principem prvni
pouzit¢ metody, a to metody DPPH, je hodnoceni inaktivace volnych radikala
prostfednictvim antioxidantl pfitomnych ve viné. Principem metody FRAP je pak hodnoceni

redukéni schopnosti antioxidantd obsazenych ve ving.

3.3.2.1 Pracovni postup metody DPPH

Ke stanoveni schopnosti antioxidantil pfitomnych ve vin€ zhaset volné radikaly, byla
pouzita metoda vyuzivajici synteticky stabilni volny radikal DPPH (viz. citace®).

Do 10 ml odmérnych banék bylo napipetovano vzdy 6,5 ml metanolického roztoku
volného radikalu DPPH, 2,5 ml fosfatového tlumivého roztoku o pH = 7,00 a 1 ml adekvatné
nafedéného vzorku vina (v pfipadé kalibra¢ni fady pak 1 ml standardu Troloxu o pfislusné
koncentraci). Odmérné banky byly promichany a inkubovany 30 minut pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti pozadované¢ doby inkubace byly jednotlivé vzorky spolu s kalibra¢ni fadou
Troloxu (kalibra¢ni rozsah 1:10° - 5-10®° mol/l) proméfeny v kfemennych kyvetach pfi
konstantni vinové délce 519 nm proti slepému pokusu (srovndvaci kyveta obsahovala 2 ml

metanolu a 1 ml fosfatového tlumivého roztoku).
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S vyuzitim naméfenych hodnot absorbanci a vypoctené rovnice linearni regrese pak
byla vypoctena antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkli vin vyjaddfena V jednotkach

standardu Troloxu (v mmol/l Troloxu) a pfepo¢tena na nefedéné vino.

3.3.2.2 Pracovni postup metody FRAP

Pfi metodé FRAP (upravené podle citace™) byla mé&fena zména absorbance pii
konstantni vlnové délce 593 nm zplusobena jednoelektronovou redukci pivodné
zlutooranzového komplexu Fe(III)-TPTZ na modry Fe(Il)-TPTZ.

V 10 ml odmérnych bankach bylo vzdy smichano 6 ml pracovniho roztoku FRAP a
200 pl adekvatné nafedéné¢ho vzorku vina (v ptipad¢ kalibracni fady pak 200 pl standardu
askorbové kyseliny o pfislusné koncentraci). Odmérné banky byly promichany a temperovany
po dobu 30 minut pii 37 °C. Nasledné byly jednotlivé vzorky spolu s kalibra¢ni fadou
standardu askorbové kyseliny (kalibradni rozsah 1-10° - 5:10° mol/l) proméieny
v kiemennych kyvetach pii konstantni vinové délce 593 nm viici slepému pokusu (srovnavaci
kyveta obsahovala acetatovy tlumivy roztok).

S vyuzitim naméfenych hodnot absorbanci a vypoctené rovnice linearni regrese pak
byla vypoctena antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkli vin vyjadfena V jednotkach

standardu askorbové kyseliny (v mmol/l askorbové kyseliny) a piepo¢tena na nefedéné vino.

3.3.3 Stanoveni obsahu celkovych fenoli (TPC)

Celkovy obsah fenolt byl stanoven velmi jednoduchou metodou (upravenou podle
citace®). Tato metoda je zaloZena na méfeni absorbance vzorkil vin pii konstantni vlnové
délce 280 nm, ktera je pravé spojovana s celkovym obsahem fenolli. Vzorky vin byly
adekvatng nafedény v 10 ml odmérnych bankach. Nasledné byla u téchto vzorkd promeétena
absorbance pii konstantni vinové délce 280 nm spolu s kalibra¢ni fadou standardu gallové
kyseliny (kalibra¢ni rozsah 2 — 14 mg/l). Namé&fené hodnoty absorbanci byly piepocteny
prostfednictvim kalibra¢ni kfivky a rovnice linearni regrese a konecné hodnoty obsahu
celkovych fenolti piepoctené na nefedéné vino byly vyjadieny v ekvivalentech standardu
gallové kyseliny (v mg/l gallové kyseliny). Stanoveni jednotlivych vzorki byla provadéna

v tripletech.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace podminek méreni

4.1.1 Kalibraéni zavislosti

Kalibra¢ni standard Trolox byl vybran jako standardni antioxidacni latka pro metodu
DPPH. Jelikoz vsak tento synteticky derivat vykazoval pifi koncentracich vyssich nez 1-10°
mol/l omezenou rozpustnost ve vodném prostiedi, byla odzkousena jeho rozpustnost také
ve 100%-nim a posléze 25%-nim metanolu, ktery byl shledan jako rozpoustédlo nejvhodnéjsi
pro piipravu kalibra¢nich roztoki pro tuto metodu. Z vyse uvedenych divodu bylo také nutno
upravit koncentra&ni rozsah kalibrace na kone¢nych 1-10- 5-10° mol/l.

V piipadé metody FRAP byl standard Trolox také odzkouSen. Vzhledem k tomu, Ze
se ale pri této metod¢ pracuje pievazné ve vodném prostiedi, byl tento standard nahrazen
askorbovou kyselinou, ktera je velmi dobie rozpustna ve vodé a jeji kalibra¢ni zavislost
vykazuje mnohem vys3i linearitu (Koeficient determinace R* = 0,9999), nez-li tomu bylo
v piipadé Troloxu (koeficient determinace R? = 0,9176). Kalibratni rozsah askorbové
kyseliny byl upraven na kone¢nych 1-10- 5-10° mol/I.

Hodnoty obsahu celkovych fenolii byly vztazeny na standard gallové kyseliny podle
citace®.

Kalibra¢ni kiivka, rovnice linearni regrese a koeficient determinace R? standardu
Troloxu pouzivanéd pii metodé¢ DPPH, standardu askorbové kyseliny pouzivand pii metodé
FRAP a standardu gallové kyseliny pouzivané pii stanoveni obsahu celkovych fenoll jsou
zobrazeny na Obr. 8, 9 a 10.
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Obrazek 8. Kalibra¢ni kiivka standardu Troloxu — metoda DPPH
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Obrazek 9. Kalibra¢ni kiivka standardu askorbové kyseliny — metoda FRAP
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Obrazek 10. Kalibra¢ni kiivka standardu gallové kyseliny — metoda stanoveni TPC

4.1.2 Optimalizace doby inkubace pro metodu DPPH

Byl sledovan vliv doby inkubace (t = 10 — 60 min) na hodnotu TAA dvou vybranych
modelovych vzorkl vin: Frankovka (jakostni vino suché, vinaiska oblast Kobyli), Veltlinské
zelené (jakostni vino suché, vinatska oblast Velké Bilovice). Vina byla nafedéna v poméru
1:5 fosfatovym tlumivym roztokem a nasledné promeétena po odpovidajici dobé inkubace na
UV/Vis spektrofotometru postupem metody DPPH. Hodnoty TAA vybranych vzorku vin
byly vypocteny z rovnice linearni regrese standardu Troloxu a pfepocteny na vino nefedéné
(vizte Tab. 6). Z namétenych vysledkd vyplyva, ze antioxida¢ni aktivita je nejvyssi pti dobé
inkubace t = 10 min a postupné klesa. Pro dals$i méfeni byla vybrana doba inkubace 30 min

vzhledem k citaci®®.

Tabulka 6. Vliv doby inkubace na hodnoty TAA vina Frankovka a Veltlinské zelené

Doba inkubace TAA [Fnﬁﬁ?oifﬁvniffomxu] TAXeEnh;S;(I?I ZTe:glllgxu]
10 min 4,81 2,17
20 min 4,68 1,98
30 min 4,57 1,87
40 min 4,52 1,50
50 min 4,50 1,31
60 min 4,32 -2

a - .
) mimo rozsah kalibrace
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4.1.3 Vliv centrifugace na hodnotu TAA

Byl studovan vliv centrifugace na hodnotu TAA u vzorku ¢astecné zkvasené¢ho
mostu révy vinné (,,burcak®, vinafskd oblast Velké Pavlovice), zakoupeného v olomoucké
vinotéce. Duvodem této studie byl piedpoklad, ze vzorky (C1-C3, R1-R3 a B1-B3) odebrané
V prvni fazi vyroby vina mohou byt zakalené vlivem piitomnosti pevnych castic rozptylenych
Vv roztoku. Pii tomto méfeni bylo vyuzito metody DPPH a FRAP (postup dle: vizte kapitolu
3.3.2) a vysledné hodnoty byly vyjadieny u obou metod v ekvivalentech standardu Troloxu
(mmol/l Troloxu). Z naméfenych hodnot vyplyva (vizte Tab. 7), Ze TAA vzorku
centrifugovanych vykazuje u obou metod vyssi hodnoty nez u vzorkli necentrifugovanych.
Tento jev je zfejmé zplisobem piitomnosti pevnych Castic v mostu. Rozptyl svétla na téchto
absorpci zafeni a rozdilné naméfené absorbanci mezi vzorky centrifugovanymi a
necentrifugovanymi. Vzorky byly stanovovany ve dvou paralelnich métenich po jejich

nafedéni v poméru 1:5 ptisluSnymi pufry.

Tabulka 7. Vliv centrifugace na hodnoty TAA bur¢aku uréené metodou DPPH a FRAP

DPPH FRAP
TAA [mmol/l Troloxu] TAA [mmol/l Troloxu]
Pi‘ed centrifugaci Po centrifugaci Pred centrifugaci Po centrifugaci
2,024 2,41 1,39 1,40
2,147 2,45 151 1,55

4.1.4 Opakovatelnost metody DPPH, FRAP a metody stanoveni TPC

Z naméfenych hodnot absorbanci pro jednotlivd fedéni vybranych modelovych
vzorkll vin byla vypoctena relativni smerodatna odchylka (RSD), odrazejici preciznost (diive
presnost) metody za podminek opakovatelnosti (vizte Tab. 8, 9, 10). RSD byla vypoétena

podle nésledujiciho vzorce:

RSD = = x100 (11)
X

kde sje smérodatna odchylka a X je aritmeticky primér ze sedmi opakovani pro metody

DPPH a FRAP popt. deseti opakovani pro metodu stanoveni TPC.
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Tabulka 8. Opakovatelnost metody DPPH vyjadiena formou vypoctu RSD

Vzorek vina Pocet Redéni vina Relativni smérodatna
orexv opakovani [VIV] odchylka [%]
B6 . 1:5 1,51
1:10 0,40
RS . 1:5 0,93
1:10 0,34
Cé . 1:5 0,45
1:10 0,74

Tabulka 9. Opakovatelnost metody FRAP vyjadiena formou vypoctu RSD

Vzorek vina Pocet Redéni vina Relativni smérodatna
opakovani [viv] odchylka [%6]
B6 7 15 1,06
1:10 3,77
R8 7 1:5 2,42
1:10 1,76
C6 7 15 0,28
1:10 1,41

Tabulka 10. Opakovatelnost metody stanoveni TPC vyjadiena formou vypoctu RSD

Vzorek vina Pocet Redéni vina Relativni smérodatna
opakovani odchylka [%6]
B8 10 25x 4,88
R8 10 50x 3,36
C6 10 100x 3,02
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4.2 Souhrn namérenych vysledku

4.2.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity a obsahu celkovych fenoli

U 22 vybranych vzorkia vin (C1 — C6, R1 — R8, B1 — B8) odebranych pfi riznych
fazich vyroby ¢erveného, rizového a bilého vina byla pomoci metody DPPH a metody FRAP
stanovena celkova antioxida¢ni aktivita vyjadiena v ekvivalentech piisluSného standardu.
TAA téchto vzorkl vin byla stanovovana pied i po jejich centrifugaci a to vzdy pro dvé riizna
fedéni (1:5 a 1:10). Vysledné hodnoty z provedenych méfeni jsou shrnuty v tabulkach pod
textem (vizte Tab. 11, 12, 13). Graficka znazornéni zmén TAA v pribéhu vyroby
jednotlivych vin jsou souéasti ptilohy 1.

Soucasné byl pro tyto vzorky stanoven obsah celkovych fenolt. Vysledné hodnoty
byly vyjadieny jako primér ze tfi méfeni, doplnény vypoctenou relativni smérodatnou
odchylkou RSD a vyjadfeny v jednotkach standardu gallové kyseliny. Kone¢né hodnoty
z provedenych méfeni jsou shrnuty v Tab. 14. Grafickd znazornéni zmén TPC v prubéhu

vyroby jednotlivych vin jsou soucasti ptilohy 2.

Tabulka 11. Hodnoty TAA uréené metodou DPPH a FRAP pro ¢ervené vino Frankovka

TAA

Pi‘ed centrifugaci Po centrifugaci
Vzorek Redéni 1:5 Redéni 1:10 Redéni 1:5 Redéni 1:10
DPPH® | FRAP” | DPPHY | FRAP” | DPPHY | FRAP” | DPPHY [ FRAPY

C1 4,53 4,90 8,87 7,79 4,44 4,84 8,51 5,13

C2 4,37 7,97 8,43 10,19 4,39 7,62 8,63 9,74

C3 4,35 8,95 8,67 11,55 4,29 8,46 8,63 10,63

C4 4,01 7,46 8,45 9,87 4,02 7,28 8,71 9,72

C5 3,77 7,42 8,24 9,43 3,78 7,39 8,27 9,07

C6 4,38 6,44 8,97 7,96 4,26 6,42 8,60 7,87

Y TAA vyjadtena v mmol/l Troloxu

®) TAA vyjadiena v mmol/l askorbové kyseliny
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Tabulka 12. Hodnoty TAA uréené metodou DPPH a FRAP pro rosé vino Frankovka

TAA
Pred centrifugaci Po centrifugaci

Vzorek Redéni 1:5 Redéni 1:10 Redéni 1:5 Redéni 1:10

DPPH? [ FRAP” | DPPH? [ FRAP” | DPPHY [ FRAP” | DPPH? [ FRAP”
R1 4,20 2,96 3,04 3,57 3,49 2,44 2,74 2,98
R2 4,54 2,68 4,83 2,85 4,42 2,51 3,74 2,79
R3 3,67 2,19 4,24 2,43 3,57 1,97 3,58 2,10
R4 5,06 2,10 2,78 2,56 5,02 2,06 2,76 2,50
R5 4,00 1,67 3,95 2,04 3,55 1,49 3,71 1,99
R6 2,99 2,38 3,00 2,64 2,95 2,21 2,94 2,57
R7 2,92 1,81 1,40 2,01 2,92 1,79 1,00 2,01
RS 4,48 4,89 4,70 4,60 4,34 4,94 4,57 5,78

Y TAA vyjadiena v mmol/l Troloxu

®) TAA vyjadiena v mmol/l askorbové kyseliny

Tabulka 13. Hodnoty TAA ur¢ené metodou DPPH a FRAP pro bilé vino cuveé

TAA
Pi‘ed centrifugaci Po centrifugaci

Vzorek Redéni 1:5 Redéni 1:10 Redéni 1:5 Redéni 1:10

DPPH® | FRAP” | DPPH” | FRAP” | DPPHY | FRAP” | DPPHY | FRAP”
B1 4,29 3,23 7,32 3,53 4,08 2,03 6,82 2,67
B2 3,70 2,04 5,05 2,66 3,49 1,98 4,31 2,59
B3 3,21 2,11 3,47 2,70 2,87 1,78 3,35 2,64
B4 3,14 1,87 2,79 1,90 3,01 1,77 3,05 1,89
B5 3,32 1,71 2,81 2,25 2,93 1,55 2,10 2,06
B6 2,77 1,60 2,71 1,39 2,30 1,59 2,24 1,27
B7 2,87 1,67 2,96 1,86 2,64 1,53 2,97 1,66
B8 3,65 1,86 4,02 1,56 3,36 1,45 3,86 1,48

¥ TAA vyjadtena v mmol/I Troloxu

®) TAA vyjadiena v mmol/l askorbové kyseliny
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Tabulka 14. Hodnoty TPC pro ¢ervené vino Frankovka, rosé vino Frankovka a bilé vino

cuveé
TPC?
Cervené vino Rosé vino Bilé vino
Vzorek Frankovka Vzorek Frankovka Vzorek cuveé

C1 665,02 + 10,34 R1 277,67 £ 3,82 Bl 205,09 £ 6,94
C2 943,84 + 6,65 R2 265,19 £ 4,89 B2 154,39 + 3,05
C3 1067,49 + 0,30 R3 210,34 £ 6,65 B3 128,08 + 5,28
C4 1052,71 £ 0,21 R4 222,74 £1,23 B4 141,34 £2,57
C5 1065,35 + 1,69 R5 278,24 + 4,88 B5 134,20 + 1,82
C6 865,52 +2.49 R6 245,32 £2,03 B6 136,17 £ 0,78

R7 218,06 + 1,65 B7 147,54 + 1,46

R8 241,46 + 3,00 B8 143,72 £ 3,79

Y TPC vyjadiena v mg/l gallové kyseliny (x = RSD)

Z namétenych vysledkt vyplyva, ze zmény hodnot obsahu celkovych fenoltt TPC a
zmény hodnot TAA stanovené metodou FRAP (po centrifugaci, fedéni 1:5) v piipadé
cerveného vina obecné odpovidaji jednotlivym krokiim vyroby tohoto vina (vizte pfilohu 1,
2). Prvni narust hodnoty TPC a TAA mezi vzorky C1 a C2 se da ptisoudit zvySené extrakci
polyfenolickych sloucenin, ke které dochazi pti maceraci rmutu. Druhy narist (mezi vzorky
C2 a C3) pak odpovida provedenému vylisovani rmutu spojenému s dal§im uvolfiovanim
téchto sloucenin ze slupek, které také vede ke zvyseni jejich obsahu v mostu. Prvni mirny
témef hotového vina z kvasnic. Pfi tomto procesu se totiz mohou nékteré polyfenolické
slou€eniny na téchto kvasnicich zachytit a zpiisobit tak zminény pokles hodnot. Druhy mirny
pokles mezi vzorky C5 a C6 je prisuzovan pravdépodobné samotnému zrani vina v sudech.
Dievo je totiz slabé porovity material, ktery umozituje pomaly piechod malych davek kysliku
do vina. Oxidaéni d&je, které probihaji ve viné v prabéhu zrani v sudu, pak mohou vést ke
snizeni obsahu fenolickych sloucenin a s tim spojenym poklesem hodnoty TAA.

Hodnoty TAA stanovené v pribéhu vyroby cerveného vina metodou DPPH vsak
vyse popsanym pribéhlim zmeén neodpovidaji (vizte prilohu 1.). Naméfené hodnoty se totiz
pfili§ neméni a nelze v nich tedy vystopovat zadny trend. Tento fakt mize byt ddn samotnym
principem pouzité metody. Prestoze vzorky Cerveného vina vykazovaly znacné odbarvovani

cervenofialového roztoku volného radikdlu DPPH, pfitomnost samotného zabarveni
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cerveného vina mohla zplsobit, Ze naméfené hodnoty absorbanci nevykazovaly piilisné

zmeény, coz se posléze odrazilo i na vypoctenych hodnotdch TAA.

Nameétené hodnoty TAA (metodou DPPH a FRAP, po centrifugaci a fedeni 1:5) a
TPC v ptipadé rizového vina také do jisté miry odpovidaji technologii vyroby tohoto vina
(vizte ptilohy 1, 2). Prvni mirny nartst hodnot TAA u obou pouzitych metod mezi vzorky R1
a R2 se da pfisoudit maceraci a naslednému vylisovani rmutu, pii kterém se do vina
polyfenolické latky extrahuji. Zajimavym je pokles hodnot TAA a TPC mezi vzorky R2 a R3.
pfidava do vina primarné za ucelem sniZzeni obsahu termolabilnich bilkovin a nikoliv za
ucelem sniZzeni obsahu polyfenoli, mohl zpusobit navazani téchto sloucenin a tim sniZeni
jejich obsahu, coz se sekundarné projevilo i na hodnotaich TAA a TPC. Hodnoty TPC a TAA
naméfené metodou FRAP u vzorku R4 jsou niz$i nez v ptipadé vzorku R2, coz obecné
odpovida domnénce adsorpce fenolickych sloucenin na kvasinky, které nasledné sedimentuji.
Hodnoty TPC vzorku R5 odpovidaji dokvasenému vinu, u kterého nebyla provedena filtrace,
proto jsou tyto hodnoty vyssi v porovnéni se vzorky R6 a R7. Pokles hodnot TPC mezi
vzorky R6 a R7 pak poukazuje na vliv filtrace vina. Pfi filtraci vina totiz mtize dochazet ke
strhavani a zachytu polyfenolii na membréanach filtru, coz miize vést ke sniZzeni celkového
obsahu téchto latek ve vin€. Posledni, skoro dvojnasobny nartist hodnot TAA mezi vzorky R7
a R8 by mohl odpovidat vlivu ptidavku oxidu sifi¢itého, ktery podle n€kterych autori (napf.
Fic a kolektiv®®) uritym podilem prispiva k celkové antioxidagni aktivité. Do jaké miry viak
oxid sifi¢ity ovliviiuje reakéni mechanismus u nami zvolenych metod, vSak nebylo

prozkoumano a mohlo by to tedy byt ndmétem pro dalsi studie.

V ptipad¢ bilého vina byla nejvyssi hodnota TAA a TPC namétena u vzorku Bl
(vizte ptilohy 1, 2). Z hlediska technologického postupu vyroby tohoto vina je vSak tento jev
nejasny vzhledem k tomu, ze vyssi hodnoty by mél spiSe vykazovat vzorek B2, ktery byl
odebran po maceraci rmutu, kterd jak jiz bylo zminéno, vede ke zvySené extrakci
polyfenolickych sloucenin. Naméfené hodnoty tedy nutné¢ nemuseji zcela presné odrazet
skute¢nou situaci ve vzorku v dob¢ jeho odebrani, jelikoz pii samotné manipulaci se vzorkem
(jeho zamrazovani a rozmrazovani) mize dojit k oxidaénim reakcim, které mohou mit vliv na

vysledky méfeni. Nasledujici vzorek B3 vykazuje jak v ptipad¢ stanoveni TAA, tak v ptipadée
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stanoveni TPC mirny pokles hodnot, ktery by mohl byt opét divodem adsorpce
polyfenolickych sloucenin na ptidany bentonit. Mirny nartist hodnot mezi vzorky B3 a B4 pak
poukazuje na jiz zminény mozny vliv pfidavku oxidu sifi¢itého. Mirny pokles hodnot TPC
mezi vzorky B4 a B6 je prisuzovan zfiltrovani vina. V dal$im prubéhu se vSak pouzité metody

neshoduji.

Li a kol.*® uvadi prim&mé hodnoty obsahii celkovych fenold u Cervenych vin
2082 mg/l GAE, u vin razovych 913,5 mg/l GAE a u vin bilych 302 mg/l GAE. Z vysledki
této predlozené prace vsak vyplyva, ze nami zkoumané vzorky vin se co do hodnot obsahu
celkovych fenolti pohybuji pod primérnou hodnotou pro tato vina ve srovnani s vysledky
vySe uveden¢ho autora. Nami pouZzitou metodou byl primérny obsah celkovych fenolil
stanoven na 943,35 mg/l GAE u vina ¢erveného, 244,88 mg/l GAE u vina riizového a 148,83
mg/l GAE u vina bilého. Hodnotami pro ¢ervena a bila vina se tedy spiSe blizime vysledkiim
autord Stratil a kol.%!, ktefi metodou vyuzivajici FC &inidlo stanovili obsah celkovych fenold
u vin Cervenych v rozsahu 874 — 2262 mg/l GAE a u vin bilych v rozsahu 90 — 119 mg/I
GAE.

4.3 Porovnani metod

Korelaéni analyzou byl hodnocen vzdjemny vztah mezi vysledky TAA ziskanymi
metodami DPPH a FRAP a vysledky stanoveni TPC, které byly naméteny v prib&hu vyroby
jednotlivych vin. Porovnan byl také vzdjemny vztah mezi vysledky TAA stanovenymi obéma
spektralnimi metodami (DPPH, FRAP). Jednotlivé korela¢ni zavislosti byly hodnoceny
prostfednictvim vypocétu Spearmanova a parového korelaéniho koeficientu (vizte Tab. 15, 16,
17) a testovanim jejich vyznamnosti v programu QC. Expert 2.5. Hodnoty korelac¢nich
koeficienttl, které byly shledany jako statisticky vyznamné, jsou v tabulkdch oznaeny tu¢né.
Grafické znazornéni korela¢nich analyz bylo vyjadieno formou korela¢nich grafi a to pouze
pro ukazku v nékolika vybranych ptipadech, kde byla prokazana vyznamnéjsi korelace mezi

sledovanymi hodnotami.
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Tabulka 15. Vypoctené korelacnich koeficienty pro hodnoty TPC v porovnani s hodnotami

TAA stanovenymi metodou DPPH

Uprava Spearmanuyv Parovy
vina korela¢ni koeficient korela¢ni koeficient
A -0,829 -0,709
Y ., B -0,543 -0,698
Cervené vino
C -0,543 -0,660
D 0,314 0,004
A 0,238 0,229
Rosé vi B 0,262 0,320
08¢ VIno C 20,048 20,026
D 0,238 0,321
A 0,524 0,788
. B 0,643 0,915
Bilé vino
C 0,643 0,802
D 0,667 0,917

A — necentrifugované, fedéni 1:5; B - necentrifugované, fedéni 1:10;

centrifugované, fedéni 1:10

C — centrifugované, fedéni 1:5; D
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Obrazek 11. Korelacni graf: a) Hodnoty TPC vs. hodnoty TAA stanovené metodou DPPH

(bilé vino centrifugované, fedéni 1:5); b) Hodnoty TPC vs. hodnoty TAA stanovené metodou

DPPH (bil¢ vino centrifugované, fedéni 1:10)

54




Tabulka 16. Vypoctené korelacnich koeficienty pro hodnoty TPC v porovnani s hodnotami

TAA stanovenymi metodou FRAP

Uprava Spearmantiv Parovy

vina korelacni koeficient korelacni koeficient
A 0,771 0,883
v o B 0,771 0,783
Cervené vino C 0.829 0.918
D 0,771 0,931
A 0,119 0,109
L B 0,310 0,209
Rose vino C 0,143 0,016
D 0,167 0,088
A 0,286 0,888
L B 0,190 0,690
Bilé vino C 0,286 0,633
D 0,190 0,428

A — necentrifugované, fedéni 1:5; B - necentrifugované, fedéni 1:10;

centrifugované, fedéni 1:10

C — centrifugované, fedéni 1:5; D

a) b)
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Obrazek 12. Korelacni graf: a) Hodnoty TPC vs. hodnoty TAA stanovené metodou FRAP

(Cervené vino centrifugované, fedéni 1:5); b) Hodnoty TPC vs. hodnoty TAA stanovené

metodou FRAP (Eervené vino centrifugované, fedéni 1:10)

55



Tabulka 17. Vypoctené korelacni koeficienty pro hodnoty TAA stanovené metodou DPPH

V porovnani s hodnotami TAA stanovenymi metodou FRAP

Uprava Spearmantiv Parovy
vina korelacni koeficient korelacni koeficient
A -0,486 -0,326
Y o B -0,429 -0,517
Cervené vino

C -0,143 -0,332

D 0,657 0,261

A 0,357 0,350

., B 0,524 0,453
Rosé vino

C 0,381 0,367

D 0,310 0,572

A 0,738 0,846

e B 0,643 0,802
Bilé vino

C 0,476 0,647

D 0,190 0,428

A — necentrifugované, fedéni 1:5; B - necentrifugované, fedéni 1:10; C — centrifugované, fedéni 1:5; D

centrifugované, fedéni 1:10

a) b)
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Obrazek 13. Korela¢ni graf: a) Hodnoty TAA stanovené metodou DPPH vs. hodnoty TAA
stanovené metodou FRAP (bilé vino necentrifugované, fedéni 1:5); b) Hodnoty TAA
stanovené metodou DPPH vs. hodnoty TAA stanovené metodou FRAP (bilé vino

necentrifugované, fedéni 1:10)
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Na zékladé¢ provedené korelacni analyzy byla zjiSténa statisticky vyznamna pozitivni
korelace mezi hodnotami TPC a hodnotami TAA namétenymi metodou DPPH a to konkrétné
v piipadé bilého vina centrifugovaného i necentrifugovaného pii fedéni 1:5 i 1:10 (vizte Obr.
11). Vyznamna pozitivni korelace byla také nalezena pfi porovnani vzajemného vztahu mezi
hodnotami TPC a hodnotami TAA naméfenymi metodou FRAP pro cervené vino
centrifugované pii fedéni 1:5 i1 1:10 (vizte Obr. 12).

Pti vzajemném porovnani vysledkit TAA v ramci obou metod, pouzitych v této studii
K jejimu stanoveni, tedy metody DPPH a FRAP, pak byla nalezena statisticky vyznamna
pozitivni korelace pouze v piipadé vina bilého necentrifugovaného pii fedéni 1:5 a 1:10 (vizte

Obr. 13).
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5. ZAVER

Cilem predkladané diplomové prace bylo stanoveni celkové antioxidacni aktivity
(TAA) a stanoveni celkového obsahu fenolti (TPC) u tfi riznych druht vin (éervené vino
Frankovka, rosé vino Frankovka a bilé vino cuveé odriid Rulandské bilé, Tramin Cerveny a
Sauvignon) v prubéhu jejich vyroby. Z vysledki této studie vyplyva, Ze v procesu vyroby
jednotlivych vin existuji jak pozitivni kroky (napf. macerace, lisovani apod.), které vedou ke
zvySeni obsahu fenolickych slouéenin a do jisté miry i celkové antioxidacni aktivity, a naopak
i negativni kroky (napf. ¢ifeni, filtrovani, zrani v sudu Vv piipadé ¢erveného vin), které vedou
k poklesu obou zminénych charakteristik.

K hodnoceni celkové antioxidaéni aktivity jednotlivych vzorkd vin byly vybrany dvé
rozdilné spektralni metody, a to konkrétné metoda DPPH a metoda FRAP. Prvni z nich
charakterizuje antioxida¢ni aktivitu z hlediska schopnosti antioxidant ptfitomnych ve viné
zhaset synteticky radikal DPPH, druhd pak charakterizuje antioxidaéni aktivitu z hlediska
redukénich vlastnosti antioxidantii. Ke stanoveni obsahu celkovych polyfenold byla pouzita
velmi jednoducha spektralni metoda zalozend na méfeni absorbance adekvatné naredénych
vzorkl vin pfi vlnové délce 280 nm. Hodnoty TAA byly v piipadé¢ metody DPPH vyjadieny
v ekvivalentech standardu Troloxu (mmol/l Troloxu) a v pfipadé metody FRAP pak
v ekvivalentech standardu askorbové kyseliny (mmol/l askorbové kyseliny). Hodnoty TPC
byly vztazeny na standard gallové kyseliny a vyjadieny v ekvivalentech této kyseliny (mg/l
gallové kyseliny).

Z vysledku této studie bylo dale zjiSténo, Ze obsah celkovych fenoll je v ervenych
vinech az 3,85x vys8i neZ ve vinech rizovych a 6,34x vyssi nez ve vinech bilych. Nejvyssi
Vv pfipad¢ vina bilého. Z namétenych vysledki dale plyne, Ze s rostoucim fedénim vzorku vina
(hlavné v ptipadé vina Cerveného) se méni i jeho antioxidacni aktivita. Tento jev vSak nebyl
objasnén z divodu nedostatku literarnich prament, které by se timto tématem zabyvaly.

Ziskané vysledky byly podrobeny korelacni analyze. Statisticky vyznamna pozitivni
korelace byla nalezena mezi hodnotami TPC a hodnotami TAA namétenymi metodou DPPH
(bilého vino centrifugovaného i necentrifugovaného pfi fedéni 1:5 i1 1:10) a mezi hodnotami
TPC a hodnotami TAA naméfenymi metodou FRAP (Cervené vino centrifugované pii fedéni

1:5 i 1:10). Pfi vzajemném porovnani vysledki TAA stanovenych metodou DPPH a FRAP
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byla nalezena statisticky vyznamna pozitivni korelace pouze v piipadé vina bilého
necentrifugovaného pfi tfedéni 1:5 a 1:10. Vysledky stanoveni TPC a stanoveni TAA
naméfené u ruzového vina v prubéhu jeho vyroby, stejné jako vysledky TAA namétené
metodou DPPH a FRAP u téhoz vina, vyznamné nekorelovaly v zadném z uvedenych ptipada

srovnani.
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6. PRILOHY

Priloha 1.

Graf 1. Grafickd znazornéni zmén hodnot TAA v priibéhu vyroby ¢erveného vina Frankovka

stanovenych metodou DPPH
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Graf 2. Graficka znazornéni zmén hodnot TAA v prubé¢hu vyroby rosé vina Frankovka

stanovenych metodou DPPH
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Graf 3. Graficka znazornéni zmén hodnot TAA v pribéhu vyroby bilého vina cuveé

stanovenych metodou DPPH
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Graf 4. Graficka znazornéni zmén hodnot TAA v pribéhu vyroby ¢erveného vina Frankovka

stanovenych metodou FRAP
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Graf 5. Graficka znazornéni zmén hodnot TAA v prubé¢hu vyroby rosé vina Frankovka

stanovenych metodou FRAP

Rosé vino Frankovka - metoda FRAP
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Graf 6. Graficka znazornéni zmén hodnot TAA v pribéhu vyroby bilého vina cuveé

stanovenych metodou FRAP
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Priloha 2.

Graf 7. Grafické znazornéni zmén hodnot TPC v priubéhu vyroby ¢erveného vina Frankovka
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Graf 8. Graficka znazornéni zmén hodnot TPC v prubéhu vyroby rosé vina Frankovka
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Graf 9. Graficka znazornéni zmén hodnot TPC v prub&hu vyroby bilého vina cuveé
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat))

DETAPAC Ethylentriaminpentaoctova kyselina

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina

eNOS Endotelialni NOS

FC Folin - Ciocalteu

FRAP Ferric Reducting Ability of Plasma

FRASC Ferric Reducting/Antioxidant power and ascorbic acid
Concentration

GAE gallic acid equivalents

HAT Hydrogen atom transfer

iINOS Induktivni NOS

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NNOS Neuronalni NOS

NOS NO-syntaza

olv International Organisation of Vine and Wine

PUFA Polyunsaturated fatty acid

RNS Reactive nitrogen specieses

RNOS Reactive nitrogen/oxygen specieses

ROS Reactive oxygen specieses

SET Single electron transfer

SOD Superoxid dismutaza

TAA Total antioxidant activity

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity

TPC Total phenol content

TPTZ 2,4,6-tris-(2-pyridyl)-s-triazin

UV/VIS Ultrafialova a viditelna oblast spektra
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