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ABSTRAKT

Teoreticka cast bakalafské prace shrnuje informace o barvivech obsazenych v Cervenych
a bilych odrtidach hroznl. V uvodu je popsano slozeni jednotlivych ¢asti plodu hroznu.
Nejveétsi pozornost je vénovana barviviim cervenych odrid vina. Je popséana jejich obecna
charakteristika, stabilita jejich chovani v pribéhu vyroby a skladovani vina. Soucasti prace
jei kratkd reSerSe metod jejich stanoveni. Déle jsou charakterizovana barviva bilych
kultivart. V dalsi kapitole je popsan proces postupu sublima¢niho suSeni neboli lyofilizace.
Tato metoda byla pouZita v experimentalni ¢asti bakaldiské prace pii zpracovani vzorkil
hroznd. Hrozny byly ihned po odtrzeni zmrazeny na suchém ledu. V dusikové atmosfétre byly
oddéleny slupky od duzniny a poté byly slupky lyofilizovény.

ABSTRACT

Theoretical part of this bachelor thesis contains informations about dyes of red and white
grape species. At the beginning there is described component composition of grape berry. The
biggest attention was paid to colour of red wine species. It deals with their common
characterization, stabilization of their behaviour during production and storage wine. This
work includes short recherche of their determination methods. Than there are mentioned
colour of white wine cultivars. In another chapter there are described process of freeze drying
otherwise lyophilization procedure. This method was used in experimental part while grape
sample manufacturing. Grapes were immediately frozed on the dry ice after their separation.
Skins were separated from pulp in nitrogen atmosphere and than these skins were
lyophilizated.
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1 UVOD

Vinnad réva je celosvétové nejpéstovanéjSim ovocem. Pfiblizn€ 80 % z celkové turody
se spotfebuje na vyrobu vina, 13 % je prodavano spotiebiteli na pfimy konzum a zbyla ¢ast
se vyuzivd na vyrobu dZusl, rozinek apod. Jsou dva hlavni typy hroznl: Evropské
a Severoamerické. Asi 95 % Evropskych vin patii do tfidy Vitis vinifera L. Tento druh hroznti
je charakterizovan relativné tenkou slupkou, kterd pfilina na jemnou duzinu. Nejkvalitnéjsi
vinna réva roste ve stfedn¢ proménlivém klima s dlouhymi, suchymi Iéty a mirnymi zimami.
Za ptedni druhy vin povazujeme Cabernet Sauvignon, Chardonnay, Pinot Noir, Carignane.
Spottebitelské hrozny maji velké, chutné bobule atraktivni barvy. Zde jsou hlavnimi zastupci
druhy Emperor a Tokay.

Bobule hroznil jsou slozeny ze slupky, duziny a semen. Slupka byva rizné zabarvena.
U bilych odriid se objevuje zbarveni zelené, Zlutozelené a jantarové, Cervené odridy maji
slupku cervenou az Cervenofialovou. Sytost zbarveni bobuli se lisi s jednotlivymi odradami
a je podminéna stupném zralosti hroznil. Duzina byva u vétSiny odriid bezbarva. Vyjimkou
jsou tzv. barvirky, které obsahuji ¢ervena barviva i v jejich duzin€. Semena obsahuji zejména
oleje a trisloviny. Je dilezité, aby nebyla pii lisovani rozdrcena, protoZe jsou zodpovédna
za hotkou pfichut’ vina. Ttisloviny ptsobi pfiznivé pii vyrobé ¢erveného vina na rozpusténi
a ustaleni ¢erveného barviva.

Barviva se fadi do cizorodych latek ptidatnych. Tyto latky se pfidavaji do potravin umyslné
pro zlepSeni jejich kvality, av§ak nesmi slouzit k maskovani pouZiti nevhodné suroviny nebo
nehygienickych metod. Barviva se pfidavaji do potravin z nékolika divodud, napf. k tomu,
aby potraviné udélily barvu, kterou by bez jejich pouziti neméla, ke znovuziskani barevného
vzhledu potraviny, ktery se béhem zpracovatelskych procesi zménil a také ke zvyseni
spotiebitelské atraktivnosti vyrobku. K barveni se pouzivaji jak barviva pfirodniho ptivodu,
nejcastéji rostlinného, tak barviva syntetickd, kterd se ziskavaji pti zpracovani ropy a dehtu.
Mezi nejvyznamnéjsi rostlinnd barviva patfi flavonoidy, karotenoidy, antrachinony, betalainy
a pyrrolové barviva. V Ceské Republice upravuje vyhlaska 304/2004 Sb. pouziti pfidatnych
latek, jejich nejvyssi ptipustné mnozstvi a povinnost znaceni na obalu.

Jiz od nejranéjSich dob cloveék usilovné hledal metody ochrany vzacnych potravin
a pfirodnich produkti pfed rozkladem. Jednou ze soucasné uspéSnych metod je zmrazeni
a uskladnéni dané¢ho materidlu. Vyskytuji se zde ale zdvazné praktické nevyhody, jmenovité
to jsou: vysoka cena na udrzeni stale zmrzlych materidll a mozné poruSeni zmrzlého
produktu a nasledné jeho ztrata. Tyto nedostatky podnitily osvojeni susicich metod. Tradi¢ni
susici techniky pouzivaji vysoké teploty. Dochazi k tispé$né dehydrataci materidlu, coz ma ale
za nasledek zménu v organoleptickych vlastnostech, snizeni nutri¢ni hodnoty nebo snizeni
biologické aktivity v piipadé enzyml a hormont. Sublimacni suseni je vybornou alternativni
technikou pouzivanou pro uchovani nestabilnich materiali. Rozvoj metody nastal v 30. letech
20. stoleti.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vyvin hrozni vinné révy a jeji sloZeni

2.1.1 Vznik a zrani bobuli

Vyvin hroznl vinné révy zacind po oplodnéni kvétu. Pokracuje vznikem pupend, tfapin
pres kveteni az k ristu a zrani bobuli. Trapina mize mit n€kolik podob, podle kterych
se formuje tvar celého hroznu. Nej€astéji jsou to tvary cylindrické, konické, rozvétvené nebo
nepravidelné [1].

V ristové fazi, 15-30 dni od odkveteni dochéazi k nariistu poctu bunék. Jakmile se jejich
pocet ustali, pone zvétSovat jejich velikost, objem a hmotnost bobuli. Z vnéjsSich bun¢k
vzniké slupka. Vnitinich buiiky rostou radidln€ smérem k povrchu. Buiiky s jemnou bunéénou
membranou tvofi duzinu. V obdobi ristu bobuli dochédzi k intenzivnim fyziologickym
procesim jako jsou asimilace, dychani a transpirace. V zelenych bobulich vznikd malé
mnozstvi cukru, zejména glukosy a fruktosy. Témér polovina cukrii se prodycha. Tato
produkce cukrl tvofi asi pouze 1/5 potfeby pro samotny rist bobuli, zbyld cast se tedy
do bobuli dostava z listti soustavou vodivych pletiv [1].

V prvni f4zi zrani bobuli je pfisun cukrt z listd vyss§i nez buiiky spotfebuji v rdmci jejich
metabolismu. Nastavaji kvantitativni a kvalitativni zmény komponent bunécné stavy bobuli
a ostatnich ¢asti hroznu. Slupka se ztencuje, stavd se elastickou, sniZzuje se koncentrace
zelenych listovych pigmentii. Na povrchu bobuli se vytvati voskovy povlak specificky pro
jednotlivé kultivary. Zaéina hromadéni buketnich latek. Cervené odriidy hroznii kumuluji
¢ervena barviva a tfisloviny v hornich pletivech slupky. U bilych odrid se méni barva
ze zelené na zelenoZlutou nebo zlatoZlutou. Zrani bobuli zavisi na poloze stanovisté, podnebi,
péstitelskych a klimatickych podminkéch [1].

Béhem ptezravani hroznii dochdzi k odpafovani vody, ¢imz se koncentruje obsah cukrii
a ostatnich latek, které tvoii extrakt. Pfisun asimilatu je omezeny. Bobulky se smrs§t'uji neboli
hrozinkovati. V dasledku lokalnich biochemickych pfemén se snizuje obsah kyselin,
dusikatych latek a rostlinnych polyfenolt [1].

Ve vétsiné naSich vinohradnickych oblasti zplisobuji hniti hroznl plisné Botrytis Cinerea
a plisné€ rodu Penicillium. Za neptiznivého pocasi pronika plisen Botrytis Cinerea pies slupku
zdravych nebo poskozenych bobuli do duziny, vyuZzivé jako zdroj energie prevazné organické
kyseliny, dusikaté¢ latky a pomérné malo sacharidi. Zptsobuje pred¢asné méknuti a hniti
bobuli. Plisei svym enzymovym systémem degraduje anthokyanova barviva, flavanoly
tiisloviny aj. Obsah barviv se snizuje az o 75 %, obsah tfislovin o 86 %. Rod Penicillium
zpisobuje tzv. zelenou hnilobu hroznu, jeho pfitomnosti se méni konzistence duziny
na kaSovitou zapachajici hmotu. Zdrojem energie tohoto rodu plisni jsou predev§im
sacharidy, potom pfichdzeji na fadu kyseliny, tfisloviny, anthokyanové barviva a dusikaté
latky [1].

2.1.2 Chemické slozeni hroznu

Na chemickém slozeni hroznl zavisi technologie vyroby vin. Cilem je vyrobit dezertni,
Sumiva vina a vinné destilaty s maximalni kvalitou. Hrozen se skldda z tfapiny a bobuli.

vvvvvv

z hlediska morfologického, tak hmotnostniho. Jsou rozdilné v zavislosti na jednotlivych



odridach, geologickych a péstitelskych faktorech, pfipadné na vyskytu chorob a plisobeni
Skiidcti. Jednotlivé casti hroznu maji vliv na kvalitu vysledného vina a na jeho chemické
sloZeni. Hmotnostni struktura hroznu se pohybuje v tomto rozpéti: tfapiny 2—5 %, bobule 95—
98 % [1].

Bobule

Bobule vyristaji ze stopek a skladaji se ze slupky, duZiny a semen. Jednotlivd hmotnostni
zastoupeni jsou: 7-11% slupek, 2-6 % semen a 83-91 % duziny. Hmotnost bobuli
jerozdilnd a pohybuje se v rozmezi 100 bobuli = 115-400 g. Jejich velikost ovliviiuje typ
kultivaru, vyziva rostliny, hlavné dostatek vody v piidé. Tvar a barva bobuli jsou vyrazné
odridové vlastnosti. Stupen zralosti reprezentuje barevny ton barviv [1].

Slupka

Slupka je tvofena asi 6-10 vrstvami bunék. Siika slupky je u jednotlivych druhii rozdilna.
Tato ¢ast bobule obsahuje znaéné mnozstvi ptirodnich latek, které maji vliv na kvalitu vina,
zejména na jeho vini. Nejvetsi zastoupeni mad voda (53-82 %). Bunééné stavy slupky
obsahuji cukry, organické kyseliny, tiisloviny, polyfenoly, oxalat vapenaty, listové pigmenty,
flavony, mineralni a dusikaté latky. Membrana je tvofena prevazné celuldozou a voskovitymi
slou¢eninami. Vytvafeji souvisly povlak, ktery chrani bobuli pfed plisobenim vody,
nezadoucich mikroorganismii a reguluje intenzitu dychéni. Voskovitd hmota je sloZena
ze stearinu, palmitinu, laurinu, myristinu, pelarginu a cenantinu. Slupky bilych hroznt
obsahuji zelend a zlutd barviva, Cervené odridy obsahuji velké mnozstvi polyfenold,
pfedev§im anthokyanl. V naSich geologickych podminkach trva hromadéni anthokyant
v subkutikularni vrstvé slupky asi 60—70 dni, v zavislosti od pocasi [1].

DuZina

Tato ¢ast bobule je zdkladem pro vinafskou technologii. Pfiblizn€ 8 % hmotnosti duziny
tvofi cévni svazky, zbytek jsou bunécné a mezibunééné stavy. Duzinu muizeme rozdélit
na dvé Casti: vnéjsi Cast — Stavnatéjsi a vnitini ¢ast — tuzsi, jsou v ni uloZzeny semena a cévni
svazky, jimiz proudi vodné roztoky asimilati do bobule. Ve $tavé duziny se nachazeji
vSechny latky, které obsahuje vylisovany hroznovy most. Jejich sloZeni zavisi na odradé.
Majoritnimi slozkami jsou voda, cukry, volné a vazané organické kyseliny, mineralni
a dusikaté latky. V menSim mnozstvi se zde nachézeji tfisloviny, barviva, vitaminy, enzymy,
buketni latky a popel. Uvedené latky jsou pro vino velmi dulezité¢ i kdyz jsou pritomny
v malych koncentracich [1].

Semena

Bobule obsahuje 1-4 semen, jejichz suSina tvofi asi 71,5 % zhmotnosti semen.
Vyznamnou c¢ast suSiny tvoii olej. Jeho hlavnimi komponenty jsou glyceridy kyseliny
stearové, palmitové a linolové. V mensim mnozstvim obsahuje glyceridy kyseliny olejové,
ricinové a linoleové. Dalsi vyznamnou ¢ésti susiny jsou tfisloviny. Semena ¢ervenych odriad
obsahuji vice tfislovin nez semena odrid bilych. Hlavni soucasti tfislovin jsou katechiny.
Semena obsahuji 1 leukoanthokyany. Tyto latky zvySuji kvalitu cervenych vin tim,
ze se mohou transformovat na anthokyany a tfisloviny. Z cukr v semenech najdeme glukosu,
fruktosu a sacharosu. Jejich mnozstvi je rozdilné s jednotlivymi odriidami. Stejné tak se riizni



obsah pektinti, protopektini a soli kyseliny pektinové a tukl. Kdezto obsah mineralnich latek
je pomérn€ vyrovnany [1].

Tfapiny

Ttapiny jsou celky rozvétvenych stopek hroznu. Zajistuji spojeni mezi listy a bobulemi.
Chemické slozeni tfapin je v zavislosti na odradé odlisné. Obsah vody, jako jejich hlavni
slozky zavisi na stupni zralosti bobuli. Ttapiny obsahuji mélo cukrl, kyseliny vinné
a jable¢né, o to vice jsou v nich zastoupeny tfisloviny, dusikaté a mineralni latky. Dostate¢né
nevyzralé tfapiny obsahuji velké mnozstvi zelenych a Zlutych barviv. Pii lisovani vysokym
tlakem muze nastat nezddouci vytlaCeni zelenych barviv do mostl, ¢imz se znehodnocuje
jejich kvalita. Proto se pfed lisovanim tfapiny od hrozni oddéluji a tomuto déji tfikame
odzriiovani [1].

2.2 Barviva ¢ervenych odrid vin

barviva cévnatych rostlin. Nalézaji se ve vakuolach v povrchovych ¢astech ovoce a zeleniny,
ve slupkach a v okrajovych vrstvach duziny. Najdeme je pfedevSim v hroznech, bezinkach,
cerveném zeli a né€kterych okrasnych rostlinach. Jsou rozpustné ve vodé, maji vyrazné
antioxidac¢ni ucinky, které hraji dilezitou roli pii prevenci kardiovaskularnich nemoci,
rakoviné a cukrovky. Jsou zodpovédné za ¢ervenou, modrou a fialovou barvu ovoce, zeleniny
a dalsich rostlin [3,4].

2.2.1 Charakteristika anthokyanu

Anthokyany jsou polyfenolické slouceniny, zvané téz jako flavonoidy. Anthokyanidin
neboli aglykon je zdkladni jednotkou antokyanti. Je sloZen zaromatického jadra [A]
ptipojeného k heterocyklickému kruhu [C], ktery obsahuje kyslik a je navazan vazbou C-C
na tfeti aromatické jadro [B]. Na aglykon se glykosidickou vazbou vaze jeden nebo vice
sacharidti, vétSinou na pozice C3, C5 nebo C7. Po navazani sacharidu se aglykonu fika
anthokyan. Jsou to slouceniny rozpustné ve vod¢ [4].

'Ts
2'?3\4'/ Re
o 0
N N N R,
Re \T &SR,
R

Struktura aglykonu

Jednotlivé struktury anthokyani se od sebe liSi (1) poctem a pozici hydroxy- nebo
methoxy- substituentll na aglykonové struktufe (2) poctem a pozici sacharidovych zbytka
navazanych na anthokyanidin (3) acylaci téchto skupin. V soucasnosti je znadmych
19 pfirozené¢ se vyskytujicich anthokyanli. V hroznech a vinech druhu Vitis vinifera L.
se vyskytuji pouze: malvidin, petunidin, peonidin, kyanidin a delfidin. Na aglykon se v pozici
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3 vaze O-glykosidickou vazbou cukr. Mezi nejcastéji se vyskytujici sacharidy v anthokyanech
patii glukosa, rhammosa, xylosa, galaktosa, arabinosa a fruktosa. Anthokyany mohou byt dale
acetylovany kyselinou octovou, p-kumarovou, sukcinovou, S$tavelovou, kavovou aj.
Acetylované anthokyany najdeme ptedev§im v hroznech typu Caubernet Sauvignon.
Pinot Noir obsahuje pouze neacetylované formy anthokyand. Malvidin-3-glukosid zaujima az
90 % vsech anthokyanti ve vinech [5, 8, 9].

Tabulka 1. Substituenty navazané na aglykon jednotlivych antokyanu

Sloucenina | Zkratka | Ry R, R; Ry Rs R¢ R,
Kyanidin Cy OH |OH |H OH |OH |OH |H
Delfidin Dp OH |OH |H OH |OH |OH |OH
Malvidin Mv OH |OH |H OH |OMe |OH | OMe
Peonidin Pn OH |OH |H OH |OMe |OH |H
Petunidin Pt OH |OH |H OH |OMe |OH |OH

Hrozny jiného typu nez Vitis Vinifera L. obsahuji kromé monoglukosidi
i 3,5-diglukosidické formy téchto péti anthokyanti [3].

2.2.2 Stabilita

Samotné anthokyany jsou znacné nestabilni a citlivé na degradaci. Jejich stabilita
je ovlivnéna mnoha faktory jako jsou pH, teplota, svétlo, pfitomnost kysliku popt. jinych
sloucenin [4].

2.2.2.1 ViivpH

Anthokyany se mohou nachézet v riznych chemickych formach, jejichz podoba je zavisla
na pH roztoku. Pti pH pfiblizn€ 1 existuje anthokyan ve form¢ flavyliového kationtu, ktery
je oranzovy az Cerveny. Pfi vzrastajicim pH pozorujeme tbytek Cerveného zbarveni a vznik
3 sloucenin, zluté zbarveny chalkon, bezbarvou hemiacetalovou formu antokyanu a modie
zbarvenou chinoidalovou bazi. Pfi pH=7 a vySe dochéazi k degradaci anthokyand. TakZze
mizeme fici, ze anthokyany jsou stabilni v kyselém prostfedi. Pribéh mutzeme vidét
na obrazku 2 a 3 [4, 5].

pH=45-6 pH=1
chinoidalova baze flavyliovy kation
CH3
CH
OH 3
OH
HO O
HO . OH
Rz
ZNo.g
-gly R,
©-dly OH
OH pH=45 pH=45
chalkon hemiacetalova forma

Obrazek 1. Rovnovaha anthokyanii v zavislosti na pH
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Obrazek 2. Vliv pH na stabilitu antokyanu [8]

Na vysledné zbarveni anthokyanu pfi urcitych hodnotich pH ma vliv i jeho struktura.
Nékteré anthokyanové transformac¢ni produkty zlistavaji ve flavyliové formé i pti pH=6. Toto
muzeme pozorovat u anthokyant, které maji pouze jednu hydroxylovou skupinu na B kruhu.
Mezi né patii 3-glukosidy peonidinu a malvidinu a poskytuji modré zbarveni. Petunidin
a delfidin a vykazuji nizsi stabilitu pfi téchto hodnotach pH [5, 8].

Stabilita a barevna intenzita je ovlivnéna acylaci glukosidu. Acylované antokyany vykazuji
nizs$i citlivost na zménu pH a modiejsi zbarveni nez neacylované formy [5].

2.2.2.2 Teplota, svétlo

Protoze anthokyany snadno podléhaji degradaci, hraji podminky skladovéani dtlezitou roli
v udrZzeni stalé barevnosti. Nejlepsi podminky zastanou chladnd a tmava mista nebot
ptitomnost slune¢niho svétla a vyssi teploty vedou ke ztraté pigmentace. Rozklad anthokyant
roste umérné s teplotou skladovani. Vystaveni anthokyant teploté 65-90 °C na kratky cas
vede ke snizeni barvy az o polovinu. Nejvhodnéjsi teplota pro skladovani anthokyant
a produktt, které je obsahuji se pohybuje v rozmezi 2—4 °C [5].

2.2.2.3 Oxid siFicity

Oxid sifi¢ity se pouziva pifi vyrobé vina jako inhibitor mikrobiologického rustu. Pisobi
intenzivné, rychle, konzervacné a redukéné. Redukuje mnohé latky vina, véetné polyfenold,
¢imz se zvySuje stabilita a kvalita vina. Hlavni pfi¢inou aplikace oxidu sifi¢it¢tho do mosta
avin je jeho schopnost vdzat se na acetaldehyd, ktery postupné vznikd pii alkoholovém
kvaSeni mostl a dokvaseni vin. Nicméné jeho koncentrace ve vin€ musi byt kontrolovana,
protoze ma bélici Gcinky. Na molekulu anthokyanu plsobi jako nukleofil, ktery napada
flavyliovy kation za vzniku bezbarvé hemiacetalové formy. Vratna reakce mize byt popsana
takto: AH" + HSO; <> AH — SO,H . Rovnovazna konstanta této reakce je velika a nazna-
cuje, Zze jiz malé mnoZstvi volného SO, milZe odbarvit obrovské mnozstvi anthokyant.
Predpoklada se, ze SO, napadé prednostné pozici C4. Takze v ptipad¢, ze je flavyliovy iont
na této pozici substituovan, zejména objemnymi molekulami, tak je bélici u€inek oxidu
sifi¢itého nizsi [1, 5, 12].
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2.2.2.4 Polyfenoloxidazy

Anthokyany jsou rozkladdny oxidaénim mechanismem zahrnujicim  enzym
polyfenoloxidazu (PPO). Tyto enzymy se nachazeji piedev§im v hroznech, bortvkach
a jahodach. Zpisobuji hnédnuti dzust tohoto ovoce. Nicméné, samotné PPO nemohou
degradovat anthokyany, potfebuji pro svou aktivitu urcity substrat. A tim je napi. kyselina
kavova, kyselina chlorogenova nebo kyselina gallovd. VSechny tyto kyseliny jsou
o-difenolové slouceniny, které jsou taky ptitomny v ovoci a jsou zahrnuty do prvniho kroku
polyfenolické oxidace. Kyselina je oxidovéana na jeji o-chionovou formu, kterd poté oxiduje
anthokyany za vzniku hnédych polymera [5].

Tvorba chinonu je zasadni pro oxidaci polyfenolovych sloucenin. Jejich redukci mizeme
inhibovat oxida¢ni degradaci anthokyant. Jako redukéni Cinidlo se pouziva napt. kyselina
askorbova. Vitamin C je donorem vodikovych atomll a pfeménuje chinony zpét na jejich
kyselinovou formu. Tak dlouho, jako je ve smési pfitomny vitamin C, tak dlouho jsou
anthokyany chranény proti PPO. Je tedy dostate¢né silnym redukénim c¢inidlem. Na druhou
stranu, kyselina askorbova ma dodate¢ny degradacni efekt na anthokyany. Pokud je kyselina
askorbova pfitomna v roztoku anthokyanti, do kterého je zaroven zavadén kyslik, tak dochazi
k destrukci obou slouc¢enin [5].

2.2.2.5 Kopigmentace a polymerace

Je to jev, kdy dochézi ke sdruzovani barviv s tzv. kopigmentacnimi kofaktory, také
nazyvanymi jako kopigmenty. Tyto slouceniny jsou vétSinou bezbarvé. Mohou to byt dalsi
fenolické slouceniny (flavanoly, flavan-3-ol, fenolické kyseliny a polyfenoly), kovové ionty,
organické kyseliny, aminokyseliny nebo polysacharidy [4, 5, 7].

Kopigmentace je zaloZena na dvou efektech (1) formace n-n komplexu, kterd zapficiiiuje
zmény ve spektralnich vlastnostech molekul. Zvysuje intenzitu absorpce (hyperchromni efekt)
a zvysuje vlnové délky (bathochromni posun). Absorpcni maxima jsou pak o 5-20 nm vyssi.
(2) stabilizace flavyliového modelu m-komplexem, rovnovaha je pfemisténa takovym
zpisobem, Ze stoupd intenzita ¢erveného zabarveni [4, 7].

Kopigmenty tvofi systém bohaty na m-elektrony. Tyto elektrony jsou schopny asociace
s flaviliovym iontem, ktery je spiSe chudy na elektrony. Toto pfipojeni poskytuje ochranu
proti hydrataci a moznosti vzniku bezbarvé hemiacetalové formy [4].

Ionty kovli mohou piedstavovat pro nas organismus urcité riziko. Takovymi ionty jsou
napt. AI’", Fe’™ a Mg*". Anthokyany maji schopnost tyto ionty vychytavat. Reakce se G¢astni
barviva s o-dihydroxy uspofdddnim na kruhu B. Tedy, kyanidin, delfidin a petunidin tvofi
komplexni slouc¢eniny s ionty kovl, malvidin a peonidin nikoliv. Interakce stabilizuje modrou
chinoidalovou bazi pti pH=4,5 [4, 7].

Stabilita kopigmentovanych sloucenin

Velikost kopigmentacniho jevu je zavisla na pH, teploté, povaze kopigmentu, mnozstvi
anthokyanii a kopigmentu. Kopigmentace zvysSuje barevnou intenzitu pii pH okolo 2-7.
Kopigment stabilizuje nejenom flavyliovy ion, ale i chinoidalovou bazi. V alkalickém
prostfedi dochdzi k zadniku kopigmentacniho efektu [5].

Ackoliv se kopigmentace pouzivd k zesileni barevnych odstini tim, Ze stabili-
zuje flavyliovy iont resistenci vic¢i vodé, tak to nemusi nutné¢ znamenat zvySeni stability
anthokyanii s ohledem na teplotu a pfitomnost svétla. Zahfivani kopigmentovanych
anthokyani zapficiniuje disociaci komplexu a tim dochézi k poklesu barevnosti ve stejné miie
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jako u nekopigmentovanych anthokyant. VIiv UV nebo viditelného svétla na stabilitu
anthokyano-kopigmentovanych komplexii ma obdobny efekt jako u anthokyant bez
kopigmentt. I kdyz odbarveni trva delsi dobu [5].

Organickd rozpoustédla naruSuji fyzikalni spojeni, které mulzeme pozorovat
u kopigmentace. VysSi plvodni hodnoty kopigmentace pied kvaSenim vina se snizuji
v prubéhu fermentace. Pfidavek ethanolu do vodného kopigmentovaného roztoku anthokyani
totiz snizuje kopigmentacéni efekt [3, 14].

Kopigmentacni efekt ve vinech

Ve vinech je dulezita kopigmentace anthokyand s kyselinou pyrohroznovou. Slouc¢eniny
se nazyvaji pyranoanthokyany. Kyselina pyrohroznovd se navaZze na pozice C4
a hydroxylovou skupinu navdzanou na C5 plvodni anthokyanové struktury. Vytvori
se 4 kruh, ktery je zodpovédny za zvySeni stability této struktury. Komplex je vice stabilni
vicéi vyssim hodnotdm pH a vys$Sim koncentracim SO,, protoze nukleofilni atak vody nebo
SO, obvykle probihd na pozici C4, kterd je nyni blokovdna. Bylo také prokazano,
ze koncentrace téchto sloucenin stoupa s dobou skladovani ¢ervenych vin [4, 5].

Uloha kopigmentace v priibéhu fermentace vin mtize byt dvoji. Prvni, vazba volnych
anthokyanti do kopigmentovanych forem umozni zadrzeni vice pigmentd, coz ma za nasledek
vyssi celkovy obsah anthokyanli ve vinech. Druha, kopigmentované anthokyany poskytuji
mnohem intenzivnéj§i barvu nez kdyby se vyskytovaly ve volné formé¢. Vina vyrobena
z hroznt, které maji nizky obsah kopigmentii nejsou schopny tvofit tolik kopigmentacnich
komplexti a maji celkovy niz$i obsah pigmenti. To se zd4d byt ptfipadem Pinot noir
a Sangiovese. Vysvétluje to jev, kdy vznikaji méné intenzivn€ zbarvena vina z hluboce
tmavych hroznl.. Jind vina, zhroznii bohatych na kopigmenty, mohou formovat vice
kopigmentacnich komplexi a maji hlubSi zbarveni s modrymi az fialovymi tony, které
charakterizuji vyznamnou kopigmentaci. Diky témto reakcim jsou v roztoku vina s nizsi
koncentraci volnych anthokyanti a fenolickych slou¢enin, coz mize vést k ¢aste¢né ochrané
proti oxidaci [7].

Rq

OH

+
HO o
AN
C
H NF Ry
D
SNG4
R4
R, = H Pyranoanthokyan

Vlastni asociace anthokyanii

Zvlastnim typem kopigmentacnich reakci jsou vlastni asociace anthokyanii. Pfi starnuti
vina, dokonce i pii jeho fermentaci, monomerni formy anthokyani jsou postupné nahrazeny
dimernimi pigmenty, které vznikaji spojovanim anthokyanii navzijem. Na rozdil
od kopigmentace, vlastni asociace anthokyant je charakterizovana hypsochromnim posunem
ve vlnovych délkach. To znamend k nizSim hodnotdm absorpéniho maxima. Dimerni
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pigmenty jsou mén¢ ovlivnitelné pH a SO,. ZvySenou teplotou se §t€pi na monomerni formy
anthokyani [7, 13].

Polymeracni reakce zahrnujici acethaldehyd

Acetaldehyd vznika ve vin€ plisobenim mikroorganismii béhem fermentacnich procest
nebo autooxidaci ethanolu v pfitomnosti kysliku. Vzajemna oxidace o-difenolovych skupin
ve viné vede ke vzniku meziproduktu peroxidu vodiku a ten potom oxiduje ethanol za vzniku
acetaldehydu. Timberlake a Bridle navrhli reakéni mechanismus, ktery je zahdjen tvorbou
karbokationtu acetaldehydu. Tento iont je schopny reagovat s aktivnimi 6 a 8 pozicemi
sloucenin katechinového typu. Vznikne acetaldehyd-katechinovy komplex. Reaktivni
uhlikovy iont se spojuje s anthokyanovym flavyliovym iontem, nejcastéji v pozici 8.
Produktem je C8-C8 dimer spojeny CH3-CH mostem. Tato sloucenina je kopigmentacnim
komplexem, ktery zvySuje barevnou intenzitu vina a stabilizuje modrou chinoidalovou bézi,
jak bylo popsano vyse. Koncentrace volnych anthokyanti klesa. Prubéh reakce je znazornén
na obrazku 3. V pfitomnosti kysliku a tedy dal$im spojovanim takto vzniklych sloucenin
vznikaji polymery, které jsou pfi¢inou tzv. hnédnuti vina. V pribéhu casu se stavaji polymery
vice ¢i mén¢ rozpustnymi, mohou se z roztoku srazet, coz vede ke sniZzeni barevné intenzity.
V ptitomnosti acetaldehydu vznika 2-3krat vice polymeri nez v jeho nepfitomnosti.
V pfipadé¢ nadbytku acetaldehydu vznikd 2-3krat vice polymeriti nez kdyz je acetaldehyd
v ekvimolarnim mnozstvi s anthokyany [30, 13, 16].

H

OH

acethaldehyd OH

katechin
Ay

OGly

malvidin 3,5-diglukosid

OGly

Obrdazek 3. Reakce acetaldehydu s katechinem a malvidin 3,5-diglukosidem

Polymerace bez piitomnosti acetaldehydu

K polymeraci dochazi i1 v nepfitomnosti acetaldehydu. Anthokyany se s fenolovymi
slouceninami vazou piimo za vzniku oranzové¢ zbarvenych polymerti. Pfimd kondenzace
probiha o moc pomaleji nez polymerace zprostfedkovana pomoci acetaldehydu. Anthokyan se
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svou pozici 4 pfipojuje na jiny flavonoid nej€astéji do polohy 8. Vznikne bezbarvy antokyan-
katechinovy produkt, ktery mtze byt oxidovan dal$im flavyliovym iontem a poskytne
barevny dimerni flavylium-flavanovy pigment. Pouzitim oxidu sifi¢it¢ho, ktery obsazuje
prave pozici 4 na aglykonové kostfe eliminuje moznost priabéhu téchto reakei [8].

2.2.2.6 Antioxidacni aktivita a vliv na ¢lovéka

Anthokyany jsou slouceniny s nedostatkem elektronti. Proto jsou obzvlast’ reaktivni vici
kyslikovym radikaliim. Omezuji jejich aktivitu, prevadéji je do méné reaktivnich forem nebo
nereaktivnich stavll. Tim omezuji proces oxidace v organismu nebo ve smésich, kde
se vyskytuji [5].

Studie potvrdily jejich antioxida¢ni vlastnosti. Ty vyplyvaji z jejich chemické struktury,
zejména z pritomnosti OH skupin v pozici 3 na kruhu C anebo taky v pozici 3" a 4’
na kruhu B. Pfitomnost hydroxylové skupiny na kruhu C umoziuje chelataci kovovych ionti,
jako jsou zelezo nebo méd’. Kyanidin, delfidin a petunidin s o-dihydroxy substituenty jsou
tedy nejvhodnéj$i pro oxidaci. Antioxidacni aktivita stoupa s acylaci cukernych zbytki
aromatickymi hydroxykyselinami. Je také zndmo, Ze anthokyany maji vyssi antioxidacni
aktivitu nez vitamin E, kyselina askorbova a -karoten [4, 5, 9].

Rostliny bohaté na anthokyany se odedavna pouzivaji na 1é¢bu mnoha symptomt a chorob.
Barviva pomahaji pifi prevenci kardiovaskularnich chorob napt. srdecniho infarktu. Toto
je zalozeno na schopnosti téchto produktli snizovat moznost vzniku zanétu, zvySovat silu
kapilarnich cév a jejich propustnost, inhibovat krevni destiCky. Podporuji jaterni buiiky
a vykazuji ochranné vlastnosti proti zloutence typu A a B. Plasobi preventivné proti obezité
a cukrovce. Tyto slouc¢eniny jsou schopné zachytit volné radikaly od donorovych fenolovych
vodikovyh atomti. Coz je divod pro jejich antikarcinogenni aktivitu. Anthokyany maji
antibakterialni vlastnosti. Mohou napftiklad inhibovat, mimo jiné, ptilnavost bakterii na slizké
membrany mocovych cest. Kyanidin-3-ruthinosid zvysuje no¢ni vidéni diky jeho vlivu
na regeneraci rhodopsinu [4, 5, 9].

2.2.3 Chovani anthokyanii v pribéhu vyroby a skladovani vina

2.2.3.1 Vyroba vina

Podminky vyroby vina a jeho zrani ma veliky dopad na barvu riZového a ¢erveného vina.
Extrakce anthokyani a pfibuznych fenolovych sloucenin zacina nadrcenim hroznti. Maceraci
dochazi k vyluhovani barviv do vina a konecnou fazi jsou fermentacni procesy. Prudké
nadrceni hroznovych vyliski zvysi extrakci a diftizi barviv. Mimo jiné také zvysi extrakci
dalsich fenolovych sloucenin pfitomnych v jednotlivych ¢astech bobule a vyslednd vina jsou
pak trpka a hotka. Mimoto se zvySuje enzymatickd oxidace fenolovych sloucenin, coz mtze
vést k hnédnuti mosti a vyvolani nevhodnych senzorickych charakteristik vina [3].

Optimalni teplota fermentace je asi 2025 °C. ZvySenim teploty na 50—-60 °C pii fermentaci
rmutu anebo na 30—40 °C po hlavni fermentaci mize zvysit extrakci cervenych pigmentl
stejné jako chutovych latek [3].

Macerace je charakterizovand diftizi anthokyanti a dalSich fenolovych sloucenin
z hroznového roztoku do mostu. Muze nastat bud’ pfi tepelné vinifikaci jest¢ pred samotnou
fermentaci nebo béhem alkoholového kvaseni. Tepelnou vinifikaci rozumime kratkodobé
zahtati hroznii na teplotu 6070 °C, stlaceni a ochlazeni rmutu pfed fermentaci. Tento tepelny
zakrok uvolni vice anthokyant nez pti bézné teploté fermentace [10].
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Pro vina produkovéna tradi¢nim zptisobem vyroby je nejvhodnéj$ich 5-6 dni vyluhovani
pro ziskani vhodnych barevnych a chutovych charakteristik. Zalezi vSak na typu vina.
Pfi kvaseni vznikd tzv. rmutovy oblouk, coz jsou slupky bobuli nadndSeny vznikajicim
oxidem uhli¢itym. Tento oblouk je potfeba ponofovat, aby byl zajistén staly styk slupek
se rmutem aby bylo vyluhovano co nejvétsi mnozstvi Cervenych barviv. Tomuto déji fikdme
nakvaseni [3, 10, 28].

2.2.3.2 Skladovani a starnuti vina

Vina jsou skladovana v dubovych, sekvojovych, betonovych, ocelovych nebo Zeleznych
nadobach. Pro ¢ervena stolni a dezertni vina se pro skladovani upfednostiiuji dubové nadoby.
Dubovy sud byva vzduchotésny nebo spise porézni. Vzduch pronika pory pomalu. Cervena
vina, kterd maji stifedni obsah fenolovych sloucenin, odpovidajicimu 1100-800 mg gallové
kyseliny, (GAE)/l, se obvykle skladuji v dubovych sudech 2 dny. Toto skladovaci obdobi
v sudech se nazyva faze zrani. Po ni nasleduje faze starnuti vina, pfi které je vino skladovano
v lahvich. Obecné plati, Ze zrani v dubovych sudech je rychlejsi nez v kovovych [3].

V pribéhu téchto fazi, v pritomnosti kysliku, dochazi k snizeni zbarveni ¢ervenych vin a ke
sniZzeni absorbance. Tyhle zmény v barevnych charakteristikach a vinovych délkéach zptsobuji
vznikajici polymerni slouceniny. Vznik polymernich sloucenin ma také za nasledek zmény
v chutovych charakteristikach vina. Snizuji trpkost a hotkost. U mladych vin s kratkou fazi
starnuti dochazi spiSe ke kopigmentacnim reakcim a tedy vykazuji vyssi hodnoty absorbanci.
Kazda odrtida vina mé svoje casové optimum, kdy dochdzi k ustdleni jeho kvality, po tomto
obdobi jeho kvalita v lahvich zhorsuje [1, 3].

Vliv teploty na barevnou intenzitu pii skladovani vina je pfisouzen dvéma fyzikalné-
chemickym procesim. Prvni je endotermni povaha strukturné pozménénych anthokyanti
aposun jejich rovnovahy pii vysSich teplotdich k bezbarvé hemiacetalové formé. Druhy
proces se tykd zvySeni disociace kopigmentatnich komplexti a acetaldehydicky
zprostiedkovanych kondenzacnich produktii pti vyssich teplotach [3].

2.2.4 Zisk antokyani

Obrazek 4 na konci kapitoly ukazuje piehled procesi, které vedou k ziskani poZzadovanych
anthokyanil. Prvni krokem je separace semen od hroznovych vyliskli. Z rozemletych semen
vyrabime extrakci oleje. KvasSeni vyliskii poskytuje ethanol, ktery mize byt pouzit
k fortifikaci dezertnich vin. Vinany ziskame extrakci kontinudlnimi nebo davkovacimi
postupy. Anthokyany jsou asi nejhodnotnéjs$i komponentou hroznovych vyliskli. Je mnoho
metod k jejich ziskavani [3].

Jednotlivé metody vyroby se 1iSi od pozadavkl spotiebitele a charakteristik dostupnych
hroznovych vyliskdi. Nejvétsi produkce anthokyanti v soucasné dobé pifipadd na region
Reggio Emilia v Italii [3].

Anthokyany jsou polarni molekuly. Nejbéznéjsi rozpoustédla, kterd se uzivaji pro jejich
extrakci jsou vodné roztoky ethanolu, methanolu nebo acetonu. Methanolova extrakce
je 0 20 % ucinnéjsi nez ethanolova a o 73 % uc¢innéjsi nez vodna. Nicmén¢, v potravinarském
primyslu se preferuje ethanol, kviili toxicité methanolu [4].

Mimo ethanolové nebo acetonové extrakce se bézné vyuziva procesu s roztokem kyseliny
sifi¢ité ve vodé. Jednotlivé kroky zahrnuji: (1) maceraci vyliski ve slabém roztoku oxidu
sifi¢ittho po dobu 48-72 hodin, (2) oddéleni vodné faze z opracovanych vyliski a
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(3) vakuové zkoncentrovani vodného extraktu s nebo bez ptfidani ethanolu. Vodny roztok
oxidu sifi¢itého se pouziva na zabranéni oxidace pigmentli a pomnozeni mikrofléry [3].

Oddéleni vodnych pigmentovych extraktl je obycejné docileno samo odtokovymi trubkami
z jedné nadrze do druhé. Extrakty jsou prakticky bezbarvé tekutiny a zlstavaji v takovém
stavu po dobu pfitomnosti oxidu sifi¢itého. Ziedény vodny pigmentovy roztok je poté
filtrovan, desulfurovan a zkoncentrovan vakuovym odpafovanim pti teplotach 4045 °C.
Produktem muze byt intenzivné zbarveny koncentrat anebo tmavé-Cerveny ve vodé€ rozpustny
prasek [3].
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Obrazek 4. Diagram procesti vedoucich k zisku barviv
2.2.5 Purifika¢ni metody

Dosud navrhnuté extrakéni metody nejsou zcela selektivni pro anthokyany. Spolu s nimi je
extrahovana celd tfada sloucenin. Proto byly navrzeny purifikaéni metod, abychom ziskali
pozadované anthokyany. V tomto smyslu byla navrzena celd $kala technik, od extrakce
v pevné fazi (SPE) a kapalné fazi (LLE), po chromatografické metody, jako rozdélovaci
sloupcova chromatografie (CC), stfedotlaka kapalinova chromatografie (MPLC), vysokotlaka
kapalinova chromatografie (HPLC) a dalsi [4].

Extrakce v pevné fazi probiha na C18 nebo Sefadexovych nosi¢ich. Anthokyany se svymi
hydroxylovymi skupinami pevné vazi na nosi¢. ZvySovanim polarity rozpoustédla jsou
nasledné separovany od ostatnich sloucenin. CC se pouziva jako purifikacni metoda
s naslednou HPLC, ktera nam umoZni objasnit strukturu latky. Nejuzivanéj$i metodou pro
separaci anthokyanti je HPLC/UV/Vis [4].
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2.2.6 Metody stanoveni anthokyanii

Slouzi k identifikaci nebo objasnéni struktury jednotlivych anthokyant. Pficemz analyza
anthokyanil je slozitd kvili jejich schopnosti podléhat strukturnim transformacim a jejich
podobnosti s jinymi flavonoidy [5].

2.2.6.1 Jednoduché spektralni metody

Anthokyany vykazuji absorpéni maximum pii hodnotich 520-535 nm a minimum pfii
420 nm. Se starnutim vina dochézi k poklesu absorbance pii 520 nm a zvyseni absorp¢niho
minima pii 420 nm, kvili zméné¢ monomernich forem na polymerni. Hustota barvy
je definovana jako suma absorbanci pfi 420 nm + 520 nm. V soucasnosti se doporucuje pricist
1 absorbanci namétfenou pii 620 nm kvili mladym vindm [5].

2.2.6.2 Kapilarni elektroforéza

Prvni anthokyanové analyza pomoci kapilarni elektroforézy (CE) byla provedena v roce
1996.

Bézn€ se pouziva pét typu kapilarni elektroforézy k separaci biopolymert. Pficemz pro
separaci, identifikaci a kvantifikaci anthokyanli se nejvice pouzivd zoénova kapilarni
elektroforéza (CZE). Molekuly se separuji na zakladé¢ elektroforetické migrace
a elektroosmotického toku. Elektroforetickd migrace je pohyb nabitych molekul v elektrickém
poli, elektroosmoticky tok je tok elektrolytu zplisobeny ndbojem vnitini stény kapilary
a aplikovanym potencidlem. Rizné molekuly se pohybuji riznou rychlosti a riznymi sméry
podle naboje. K separaci neutralnich molekul nedochazi, nybrz jsou unaseny jako jeden pas
[5,21].

Metoda vynika svou hmotnostni citlivosti, vysokym rozliSenim, nizkou spotiebou vzorku
a minimalni produkci odpadu. Zatizeni se sklada ze dvou nadrzi a tavené kiemicité kapilarni
trubice, zdroje napéti a detektoru. Vzorek je vnesen do kapilarni trubice k anodé a mobilni
faze mize pohybovat s nékterymi komponentami smérem ke katod¢, zatimco jiné jsou
zadrzovany vzadu u anody. K tomuto dé&ji dochazi na zaklad¢ pritazlivosti nebo odpuzovani
elektronti [5].

V dnesni dobé se separuji anthokyany metodou, ktera uziva zéasadité prostfedi obsahujici
pufr tetraboritanu sodného pii pH=8,4 s 15% methanolem. Methanol zde ptlsobi jako
modifikator, ktery zvysuje citlivost metody. Separace molekul probiha za kladného polarniho
rezimu a kladného elektroosmotického toku s tokem molekul ve sméru od anody ke katodé¢.
Detekci provadime pomoci UV/Vis pfi 599 nm. Elektrochromatogram poskytuje modré
chinoidalové formy anthokyant. Pro kvantitativni ucely stanovujeme kalibraéni kiivku
pouzivajici malvidin-3-glukosid jako standart [5].

Pouzitelnost zasaditého média je limitovano nestabilitou anthokyant v bazickém prosttedi.
Proto se muze pouzit kyselé médium a nastavit systém na opacny program, tedy pohyb
molekul od katody k anodé. Kyselé prostiedi zajist'uje setrvani anthokyanid ve flavyliovych
formach [5].

Jako dalSi metodu miZeme pouzit micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografii
(MEKC), ktera se osvédcila pii separaci anthokyanti ze slupek hroznt [4, 5].

2.2.6.3 Historické chromatografické metody

Papirova chromatografie (PC) a tenkovrstvd chromatografie (TLC) patii mezi historicky
pouzivané techniky k separaci anthokyanti. Papirova chromatografie byla prvni metodou
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pouzivanou pro purifikaci anthokyant a poskytovala dobré vysledky pro nékteré pigmentové
smési. Bohuzel nepfipoustéla ziskani vétsStho mnozstvi Cistych anthokyani a vyzadovala
mnoho ¢asu na vyvinuti chromatogramu. S pouzitim tenkovrstvé chromatografie byly ziskany
néjaké vyhody jako je napf. mensi spotfeba smési pro analyzu, kratsi ¢as eluce a poskytuje
lepsi vysledky nez papirovd chromatografie. Navzdory mnoha jejich stinnych stranek se
pozivaji jako rutinni metody v mnoha laboratofich diky jejich nizké cené [5].

2.2.6.4 Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie se UspéSné pouziva k separaci a identifikaci anthokyan®i z hroznli a vin
od roku 1950. V soucasnosti je vysokotlakd kapalinova chromatografie (HPLC) nesmirné
ucinnym nastrojem k urceni kvalitativnich a kvantitativnich znakti anthokyanti a fenolovych
sloucenin [11].

Vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie anthokyani pouziva opaény sled fazi (RPC).
To znamena, ze ma nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi. Stacionarni fazi tvofi
C18 polymer navazany na kiemennou podpéru nebo dnes vice pouzivané polymerni sloupce,
které jsou stabilni v SirSim rozsahu pH. Mobilni fazi je obvykle gradient, jehoz zéklad tvofi
voda, kyselina a organicky modifikator. Malé mnozstvi kyseliny je nezbytné pro stabilizaci
anthokyanti a tvorbu ostrych pikti. Nejcastéji se pouzivaji kyselina fosfore¢na, chlorista,
octova a mravenci. Nejbéznéjsi organicky modifikator je methanol nebo acetonitril [5].

V chromatografii s opaénym sledem fazi, reten¢ni Cas klesa srostouci polaritou, kterd
odpovida vzrlstajicimu poctu hydroxylovych skupin na flavyliovém iontu. Elutity jdou
v poradi od delfidinu ptes kyanidin, petunidin, peonidin a nakonec malvidin. Kvili opa¢nému
sledu fazi maji diglykosylované anthokyany nejmenSi retenéni casy, nésleduji
monoglykosylované anthokyany, aglykony a naposledy acylované anthokyany [5].

V kyselém prostiedi je flavyliovy kation zbarveny do Cervena a poskytuje charakteristické
absorp¢ni maximum pii 520 nm. Pfi této hodnoté nedochézi k ovliviiovani jinymi fenolovymi
slou€eninami pfitomnymi v rostlinném extraktu [5].

HPLC s UV detektorem

Nejcastéji pouzivana detekéni metoda pro HPLC je UV/Vis spektrofotometrie. Anthokyany
maji specifické absorpéni maximum pii 520 nm, které stavi tyto slouCeniny stranou
od ostatnich flavonoidt. Vzorek HPLC s detekci UV/Vis miizeme vidét na obrazku 5 a popis
jednotlivych piki v tabulce 2. Spektralni charakteristiky jednotlivych anthokyanil souvisi
s hydroxylovymi skupinami na aglykonové struktufe. Peonidin a kyanidin vykazuji absorp¢ni
maxima pii 535 nm, delfidin, petunidin a malvidin maji své maxima pii 544 nm [5, 11].

Pokud jsou ve vzorku pro HPLC pfitomny polymery anthokyanti, tak vznikaji Siroké a
hrbolaté piky. Separaci monomernich, oligomernich a polymernich anthokyanovych frakci
muzeme dosdhnout pomoci C18 sloupcti jako jsou C18 Sep-Pak nosi¢e nebo Absorbex RP-18
sloupec a néslednym vymyvanim riznymi rozpousStédly se stoupajici polaritou. Jako
alternativni metoda k separaci monomert od polymernich pigmentt se uziva gelova filtrace.
Sada Sefadex G geli miiZze byt pouzita pro separaci fenoll podle velikosti a pomoci sefadexu
LH-20 délime monomery od polymerti podle jejich tendence vazat se vodikovymi mustky.
LH-20 je akceptor vodikovych vazeb. Polymerni molekuly jsou tedy zadrZzeny pevnéji nez
monomery [6, 11].
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Tabulka 2. Vzorek anthokyanut vina Cabernet Sauvignon

Pik | tg [min] | Anthokyan
1 53 Delfidin-3-glukosid
2 7,7 Kyanidin-3-glukosid
3 9,3 Petunidin-3-glukosid
4 11,9 Peonidin-3-glukosid
5 13,2 Malvidin-3-glukosid
6 22,1 Peonidin-3-acetylglukosid
7 23,0 Malvidin-3-acetylglukosid
8 29.5 Peonidin-3-kumarylglukosid
9 30,1 Malvidin-3-kumarylglukosid
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Obrazek 5. Chromatogram vina Cabernet Sauvignon [Balint]

HPLC s detekci hmotnostni spektroskopie

Spojeni vysoko uc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektroskopii (HPLC/MS)
se rozvinulo v poslednim desetileti. Hmotnostni spektroskopie je citlivda metoda molekularni
analyzy. Poskytuje vyborné selektivni a identifika¢ni vysledky jednotlivych sloucenin ve
smési. Analyza specifickych typd sloucenin vyzaduje vhodnou ioniza¢ni techniku pro
ptevedeni molekuldrniho iontu do pfistroje. Nejvhodnéjsi ionizacni techniky pro anthokyany
jsou: ionizace ostfelovanim vzorku rychlymi atomy (FAB), ionizace laserem za pfitomnosti
matrice (MALDI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a elektrosprejem nebo
termosprejem (ESI). V dnesni dob¢ se asi nejvice vyuzivda metoda HPLC/MS/ESI. ESI je
mirnd ionizacni metoda. Pfevodu iontii z kapalné¢ fadze do vakua je dosazeno rychlym
odsusenim mikrokapi¢ek. Metoda je vhodna pro malé rostlinné metabolity jako jsou prave
anthokyany. Jako analyzatory ndm slouzi: priletovy analyzator (TOF), kvadrupulovy

hmotnostni filtr anebo kvadrupulova hmotnostni past [5, 20].
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HPLC spojenda s nukledarni magnetickou rezonanci

Zatimco metody HPLC/UV/Vis nebo HPLC/MS jsou velmi efektivni analytické metody
pro anthokyany, pouziti NMR detekce spojené s HPLC ptevysi predchozi dvé metody ve
strukturnim vysvétleni nezndmych sloucenin v surovém rostlinném extraktu [5].

V soucasnosti je HPLC/NMR metoda limitovana na '"H NMR spektrum nebo za piimych
podminek *C NMR spektrum. Mé&feni 'H spektra miZe probihat za konstantniho pritokového
rezimu. Tento rezim vyzaduje veelku vysoké koncentrace rostlinného extraktu. Spektrum se
ziskava plynule béhem separace a poskytuje 2-D NMR spektrum s nizkou citlivosti. Pro
preciznéjsi méfeni je vyhodnéjsi rezim se stopovanim prutoku, ktery zastavi tok rozpoustédla
na kratky cas [5].

2.2.7 Priprava vzorki

Krom¢ izolacnich a kvantifika¢nich metod méme jesté celou fadu postupt ptipravy vzorkl
pro analyzu. Vzorky pfipravujeme podle pozadavkii na vysledky. Vzorky musi byt
pfipravovany za nizkych teplot, kvili citlivosti anthokyanii na vysoké teploty.

Pokud se analyzuji anthokyany ze vzorku ¢erveného vina, tak je pied vlastnim vstfiknutim
roztoku do analyzatoru provedena pouha filtrace pies 0,45 um filtraéni papir. Pevny material
obsahujici anthokyany vyzaduje homogenizaci a extrakci tohoto materialu. Bobule se
rozmackaji a zfiltruji. V dal$im kroku se pevné zbytky extrahuji. Proces oddélovani slupek od
duziny a semen se provadi v atmosféfe obsahujici dusik, protoze za pfitomnosti vzduchu
dochazi k rozpadu barviv. Po kratkou chvili mohou byt tyto vzorky skladovany ve zmrzlém
stavu. Pro dlouhodobé;jsi uskladnéni vzorki se obvykle provadi vysuseni materidlu lyofilizaci
a nasledné¢ skladovani v chladném a temném prostiedi, abychom ptedesli rozkladu
anthokyant [5, 6].

Po pfipravé rostlinné tkan¢ nasleduje extrakce. Anthokyany jsou rozpustné v polarnich
rozpoustédlech. Nejbéznéji pouzivand rozpoustédla jsou methanol a ethanol s malym
mnozstvim kyseliny chlorovodikové nebo mravenci. Pficemz pouziti téchto kyselin muize
zpusobit hydrolyzu acylovanych podilti acylovanych anthokyanti, které se vyskytuji v mensim
nebo vEétSsim mnozstvi v rostling€. Kvili tomu se nesmi pouzit koncentrace HCI vétsi nez
0,12 mol-1"' [5, 6].

Aceton se také pouziva k LLE anthokyanti. Ve srovnani s ethanolem nebo methanolem
poskytuje 1épe reprodukovatelné vysledky. Pouzitim acetonu se vyhneme problémim
s pektiny, které¢ se nachdzeji ve st€énach bobuli. Pektiny zakaluji extrakty a zpomaluji cely
proces. Aceton srazi pritomné pektiny [5].

Pro extrakci na pevné fazi se pouZziva nejcastéji C18 nosice nebo Sefadex LH-20. Polarni
anthokyany se navazou na tyhle adsorbenty pomoci nesubstituovanych OH skupin a jsou
separovany od ostatnich rostlinnych slou€enin pouzitim rozpoustédel se stoupajici polaritou
[5, 6].

2.3 Barviva bilych odrad vina

Mnoho odrid vinné révy mize byt rozdéleno do dvou skupin podle ptitomnosti nebo
absence anthokyanil ve slupkéach bobuli. Regulaéni gen, ktery aktivuje biosyntézu anthokyani
neni pfitomen u bilych odriid vina. Proto tedy nemohou syntetizovat tato Cervena barviva.
Bilé odriidy obsahuji ve slupkach bobuli ptfevazné chlorofyl a jina barviva. Duzina obsahuje
pouze stopova mnozstvi tohoto barviva. V tabulce 3 mizeme vidét vyvoj barviv v prubéhu
4 mésict. Chlorofyly jsou derivaty porfyrinu. Zédkladem této molekuly jsou 4 pyrrolova jadra.
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Karotenoidy — kyslikaté, xantofyly — bezdusikaté, obsahujici kyslik ve formé& hydroxy- nebo
epoxyskupiny. Chlorofyly se pfi zrani hroznu postupné vytraceji. Nejdéle se vSak udrzuji ve
vngjSich vrstvach bunck slupky. Odtud se lisovanim dostavaji do mostu spolu s karotenoidy.
Jejich mnozstvi v mostech se zvySuje v pfipadé, kdyz se rozemleté hrozny pied lisovanim
delsi cas uskladiuji a lisuji pii vysokych tlacich [1, 22].

Tabulka 3. Obsah zelenych a zlutych barviv ve slupce bobuli [1]

Barvivo Datum
23.6. 22.7 26.8 23.9
Chlorofyl A 3,2 1,0 0,9 0,24
Chlorofyl B 1,0 0,9 0,6 0,20
Suma zelenych barviv 4.2 1,9 1,5 0,44
B-karoten 0,06 0,06 0,05 0,06
Lutein + lutein-5,6-epoxid 0,02 0,02 0,02 0,03
Neoxanthin 0,01 - - -
Suma Zlutych barviv 0,09 0,08 0,07 0,09

Bil4 vina jsou méné€ zajimava nez vina Cervend z hlediska jejich zbarveni. Obsahuji mensi
mnozstvi polyfenolovych sloucenin, ale na druhou stranu maji vétsi prospéch pro zdravi
naseho téla. Majoritnimi slouc¢eninami v bilych vinech jsou flavanoly. Existuji jednak
v monomerni formé jako katechiny a jednak ve form¢ polymerni jako proanthokyanidiny
znamé také jako taniny. Tyto latky jsou zodpovédné za trpkou pfichut’ ovoce. Zahtivanim
v kyselém prostiedi poskytuji anthokyanidiny [5].

Obrazek 6. Struktura chlorofylu a [30]
2.3.1 Reakce vedoucich k tvorbé Zlutych pigmenti

Flavanoly, jako je (+)-katechin, jsou dulezitymi slouCeninami, které maji vztah
se zbarvovanim bilého vina. Tyto sloufeniny mohou reagovat s aldehydy, zejména
glyoxylovou kyselinou, ktera je oxidacnim produktem kyseliny vinné. Glyoxylova kyselina
a (+)-katechin mohou zah4jit sled reakci vedoucich ke vzniku xantyliového kationu. UV/Vis
spektrum téchto pigmentli vykazuje absorpéni maximum pti 440 nm [25].
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Oxidace kyseliny vinné mizZe byt enzymatickd nebo neenzymaticka. Enzymaticka oxidace
ve viné je obvykle vyznamnéj$i po nadrceni hroznli a jest¢ pred fermentaCnimi procesy.
Neenzymaticka oxidace probihd pomoci vzduSného kysliku. V roztoku vina dochézi
k rozpousténi molekuldrniho kysliku. Reakce tohoto kysliku s fenolovou slouceninou
je komplexni proces, ktery je katalyzovany malym mnozstvim kovovych iontil, nejcastéji
zeleznatymi a méd’natymi ionty. Rozpusténim kysliku se vytvoii reaktivni kyslikova forma
jako je naptiklad peroxid vodiku. V pfitomnosti malého mnozstvi kovovych ionti, peroxid
vodiku se mize pfeménit na hydroxylovy radikal, ktery je mnohem efektivnéjsim oxida¢nim
¢inidlem. Tento radikal miize oxidovat slouceninu, kterd je v jeho bezprostfedni blizkosti
a dojde k vytésnéni vody. Ve vinném roztoku je takovouto slouceninou nejcastéji ethanol,
glycerol nebo pravé kyselina vinna, kterd je nejvice koncentrovanou slouceninou ve viné po
vod¢ a tudiz je nejvice pravdépodobnou latkou k oxidaci hydroxylovymi radikaly. Cely
proces vedouci ke vzniku kyseliny dihydroxyfumarové popisuje obrdzek 7.
Dihydroxyfumarovéa kyselina ihned podlehne oxida¢ni nebo dekarboxylacni degradaci za
vzniku mnozstvi riznych 3-uhlikatych ketonii a aldehyd a 2-uhlikatych aldehydd. Mezi
témito slouceninami je i kyselina glyoxylova, ktera reaguje s (+)-katechinem za vzniku
zlutého xantyliového kationu (obrazek 8) [25, 26].
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Obrazek 7. Schéma vzniku dihydroxyfumarové kyseliny[25]
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2.3.2 Procesy hnédnuti

Oxidacni hnédnuti je dlouhodobym problémem pii vyrob¢ vina. Je to proces zahrnujici
cukry, lipidy, aminokyseliny a fenoly pfitomné ve viné. Tento proces nepiiznivé ovlivituje
sensorické vlastnosti vina, jako je ztrata barvy, chuti, aroma a zvySeni trpkosti vina. Tyto
procesy jsou vyraznéjsi u vina bilého, avSak probihaji i u vina ¢erveného. Intenzivnéji dochézi
k témto procesﬁm pﬁ zpracovéni po§kozenych a nahnil}'Ich hroznt [2, 27]
enzymy zodpovédnymi za hnédnuti hroznti jsou polyfenoloxidasy a perox1dasy. PPO oxiduji
kaftarovou a kavovou kyselinu za vzniku jejich o-chinonovych forem. Tyto slouceniny jsou
ucinnymi oxida¢nimi ¢inidly schopné oxidovat dalsi slouceniny ve vin¢ a zptusobovat velké
zmény v barevné intenzit¢ vina. OSetfenim vina oxidem sifi¢itym, vycefenim nebo vzristajici
produkci ethanolu, koncentrace a aktivita enzymu PPO vymizi [27].

Kyselina gallovd, katechin a epikatechin jsou nejnachylnéjSimi slouceninami pfi
neenzymatickych oxidacnich procesech. Za ptitomnosti katalyzatoru v podobé Zeleznatych
ameédnatych iontd dochdzi k tvorbé o-chinonli téchto sloucenin. Chinony spontanné
reaguji s nukleofilnimi slou¢eninami zahrnujicimi fenoly nebo aminy a vzniknou polymerni,
hnéd¢ zbarvené pigmenty [27].
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V pocate€nim stddiu je moZno nahnédlé vino snadno napravit zasifenim. Je-li vSak
v pokroc¢ilejsim stadiu, projevuje se zhnédnuti i v chuti a viini a da se odstranit jen velmi
tézce. Oxid sificity se pfidava do vina ve formé€ plynné, v prasku ¢i tabletach. Pridavky oxidu
sifi¢ittho mohou zplsobovat zavazné alergické reakce. Zijem o sifiCitany souvisi
s regulacnimi omezenimi stanovenymi Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
a Mezinarodni vinafskou organizaci (O.L.V.). Kyselina askorbovd je pravdépodobnou
alternativou sifiCitanil pfi vyrobé zejména bilého vina. PouZzivani kyseliny askorbové neni ve
Francii povoleno [2, 27].

Technika hyperoxidace snizuje mnozstvi fenolovych sloucenin v mostu a chrani vina pted
procesy hnédnuti. Na druhou stranu, fenolové slouceniny vykazuji positivni vliv na zdravi
¢lovéka, a tak snizovanim jejich obsahu dochazi ke snizovani vyzivové hodnoty vina [24].

2.4 Popis procesu lyofilizace

Sublimacni suSeni patii do skupiny diftznich procest, probihd za nizkych teplot a tlaki.
Pti lyofilizaci dochézi k dehydrataci zmrazeného materialu. Led a vazana voda sublimuji
pfimo do parni faze. Cely proces se sklada ze zmrazeni vychoziho materialu, dodani tepla
suSenému materidlu, odstranéni vlhkosti ze vzorku, pfenosu pary do sbérace a vylouceni tepla
ve sbéraci, aby doslo ke kondenzaci par. V podstaté je to proces, pii kterém je rovnovaha
mezi absorpci tepla vzorkem, které vyparuje led a odejmuti tepla ze sbérace a prevedeni pary
zpét na tuhou fazi [31, 33, 34].

2.4.1 Zakladni popis procesu

2.4.1.1 Zmrazeni rostlinného materialu

Prvni operaci pii lyofilizaci je zmrazeni vychoziho materidlu. Vlhkost, kterou obsahuje
suSeny material mize mit nasledujici formy: voda chemicky vazand, adsorbovana voda na
povrchu materidlu, voda vazéna kapilarnimi silami a osmoticky vdzana voda (napft. v buiikach
biologického materidlu). S klesajici teplotou dochazi k jeviim, které jsou uvedeny v tabulce 4
[31].

Tabulka 4. Etapy, které predchdzeji sublimacnimu suseni vzorku

Teplota [°C] Jev

-laz-1,5 Ochlazovani materialu

-1az-3 Zmrznuti strukturné volné vody

-2az-20 Zamrzani volné vlhkosti eutektické hranice pro roztoky soli v buiikach
-20 az -65 Vymrzani vazané vlhkosti

-65 a méné Sublimacni suSeni

Bylo prokdzano, ze rychlost zmrazovani materidlu ma vliv na kvalitu vysuseného produktu.
Pfi rychlém zmrazeni materidlu se pifi jeho povrchu vytvaii ledové krunyte, které brani
rychlej$imu sugeni. Optimalni rychlost mraZeni je 1 mm-min”'. Takové zamrzani umoziiuje
tvorbu takovych ledovych krystali, které jsou nezbytné pro volny tnik par ze zmrznuté
matrice. P rychlosti mrazeni pod 0,5mm-min”' nebo mnohem v&t§i neZ 1 mm-min’,
struktura ledové matrice je takova, Ze proud par je zdrzeny béhem sublimace a doba suSeni je
vyznamn¢ prodlouzend. Neni mozné dosahnout této optimalni mrazici rychlosti pokud vrstva
v nddobce prevysi 10 mm [32].
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Mrazeni miize byt provadéno na vnéj$i mrazici jednotce nebo na policich sublimacni
susarny [34].

2.4.1.2 Zpusoby dodani tepla

Kvili zajiSténi urcité intenzity suSeni je tfeba dodat do suSené hmoty mnozstvi tepla, které
je potiebné k vypareni vlhkosti [33].

Kontaktni sublimacni suseni

Potfebné teplo je piivadéno vedenim znahiivaného povrchu aparatu. Mechanismus
sublimacniho suSeni miizeme posuzovat jako sled vzajemné navazujicich procest: (a) pfenos
tepla a vlhkosti uvnitt suSeného vzorku (b) ptfenos sublimujicich par od zoény sublimace
k povrchu vzorku (c) pienos par z povrchu vzorku do vakuové komory [31].

Radiaéni sublimacni suSeni

Pii tomto zplsobu lyofilizace se vyuzivd zdroji infraCerveného zatfeni. Podstatou
radiaéniho suSeni je prostup infradervenych paprskii vrstvou pary k povrchu suseného
materidlu. Tyto paprsky se od n¢j Castecné odrazeji a zaroven jsou materidlem pohlceny.
Energie v podob¢ tepla prechazi dovnitt hmoty vedenim, zptisobuje sublimaci vlhkosti a tvoii
vysuSenou vrstvu na Ukor vrstvy zmrazené. Sublimacni zona je tim vétsi, ¢im je vysSSi tok

tepla do suseného materialu a ¢im nizs$i je teplota zmrazeného materialu. Na sublimacni zénu
ma vliv 1 troven pouZzitého vakua [31].

2.4.1.3 Primadrni suSeni

Jakmile se dosdhne kompletné zmrzlého stavu materidlu, tlak v sublimaéni suSarné
je snizen a je dodano teplo k iniciaci sublimacnich procesii, tak zacne probihat primarni
suSeni materidlu. Teplo by nemélo byt vzorku dodano dfive, nez je zajisténo vakuum
pfiblizn¢ 0,2 mBar. Mohlo by totiZ dojit k rozpu$téni materialu. Sublimaéni pary odchazeji
otvorem ve viku nadoby, kterd je dokonale utésnénd. Primarni proces je ukoncen tehdy,
jakmile jsou odstranény vSechny ledové krystaly z preparatu [32, 35].

2.4.1.4 Sekundarni suSeni

Po skonceni primarniho procesu suSeni je ve vzorku pfitomna jest¢ voda vazana. Tato
vazana vlhkost miiZze tvofit v zavislosti na teplot¢ a povaze vzorku asi 5 % hmotnosti
ususen¢ho produktu. Sekundéarni suseni desorbuje vazanou vodu ze vzorku a je obvykle
kone¢nym krokem lyofilizace [35].

2.4.2 Rychlost sublimaéniho suSeni

Utinnost lyofilizace zavisi na velikosti a tloustce suSeného materialu, koncentraci
rozpusténé latky ve vzorku, pouzitém vakuu a teploté sbérace. Silna vrstva vzorku zpomaluje
suSeni. Teplo je obvykle absorbovano z jedné strany zmrazené¢ho vzorku a musi projit skrz
zmrzlou vrstvu, aby mohlo dojit k vypatfeni vody na druhé strané povrchu vzorku. Navic,
vodni para musi cestovat skrz jiZ usuSenou vrstvou materidlu. Velikost ban€k by méla byt asi
2-3krat vétsi nez je mnozstvi vzorku. Kdyz je tlak pary na kondenza¢nim zafizeni niz$i nez
na vzorku, tak dochédzi ke kontinudlnimu toku par smérem ke sbéraci. Tento proces
by probihal pomalu za atmosférickych podminek, takze dobfe zvolené vakuum je nezbytné
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pro udrzeni plynulého procesu suseni. Doporu¢ena hodnota v mnoha aplikacich je 13,3 Pa
a mén¢ [34].

2.4.3 Lyofilizac¢ni zatizeni

Vyrabi se nekolik typt lyofiliza¢niho zafizeni. Jednotlivé komponenty si mizeme poskladat
podle nasich potieb.

Komora sublimacni suSarny

Komora mé dvé zékladni funkce: (1) poskytuje bezpecné prostiedi pro produkt béhem
celého lyofilizacniho procesu a (2) zajiStuje pottebné teploty a tlaky k fizeni kazdého kroku
lyofilizace.

Je to kovova nadoba vyrobena obvykle z nerez oceli. Na horni strané¢ se miiZe nachéazet
spojovaci poklop, ktery umoziiuje napojeni susici komory. Na suSici komoru se pripojuji
lyofiliza¢ni banky se vzorkem.

V jiném typu susarny se vzorky ukladaji na police, které se nachdzeji uvniti komory.
Na téchto policich dochéazi k zmrazeni produktu. Do polic mize byt uloZen ohfivaci prvek
k dodéani tepla béhem suSeni. Pfenos tepla k produktu je zprostiedkovano vedenim nebo
radiaci, jak jiz bylo popsano vyse [32, 35].

Z vngjsi strany komory sublimacni suSarny se muze nachazet LCD displej, ktery
monitoruje pribéh suSeni a pifipadnou poruchu oznadmi obsluhovaci zatizeni. LCD panel
slouzi k nastaveni podminek susSeni jako je teplota polic nebo potiebny tlak v komoie
a dalsich [34].

G H I F K

Obrazek 9. Panel vymrazovaciho systému [34]
A: vakuovy spinac, B: spinac rozmrazovani, C: odvzdusnovaci spinac, D: menu ovladac, E:
voli¢ vybéru pozadovaného vakua, teploty nebo nastaveni pristroje, F: rotacni mrazak,
vakuova komora, G: LCD displej nastavenych parametru pristroje a hlaseni poruchy, H:
spinac¢ automatického modu chlazeni, I: spinac¢ rucniho modu chlazeni, J: teplotni diagram,
K: vakuovy diagram, L: poplasné svétlo.

Vakuova pumpa

Komora je propojena s vakuovym systémem. Funkci tohoto systému je snizit atmosféricky
tlak nad zmrzlou hmotou a usnadnit tak Unik par z produktu. Zatizeni poskytujici vhodné
tlakové podminky nezbytné pro primarni a sekundarni suseni se nazyva vakuovd pumpa.
Nejcastéji pouzivana Cerpadla jsou dvoustupiiova rotacni. Typicka vakuova pumpa pouzivana
v sublima¢nim suseni je mazana olejem. Bez ohledu na pouzité Cerpadlo je nutno zdlraznit,
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Zze pumpa pouze snizuje tlak v komofe a tim podnécuje unik molekul vody ze zmrzlého
vzorku. Vakuova pumpa stlacuje nekondenzovatelné plyny, které prochazeji skrz kondenzaéni
komorou a vyprazdiuje tyto plyny ptimo do atmosféry [32, 35].

Kondenzacni komora

Mezi vakuovou pumpou a vzorkem se nachédzi kondenzacni komora. Hlavni funkci této
komory je poskytovat kondenzacni povrch pro odstranéni vodni pary z plynt, které prosly
susici komorou. Konstrukce komory je obvykle stocend nebo zebrovand, aby byl jeji povrch
co nejvetsi a zachytil tak maximum vodni pary. Teplota komory musi byt asi o 20 °C niZsi
nez teplota materidlu béhem primarniho susiciho procesu, aby pary proudily od produktu
ke kondenza¢ni komote. Kondenzac¢ni zatizeni délime na vnéjsi a vnitini. Vnéj$i kondenzaéni
komora tvofi samostatné izolovanou vakuovou komoru. Pokud je kondenzacni zatizeni
soucasti susici komory, pak se jedna o vnitini usporadani [32, 35].

Nadoby

Obrazek 10 zobrazuje piiklady dvou typti ban¢k pouzivanych pfi lyofilizaci. Tyto banky
se napojuji na susici komoru zven¢i pomoci nastavcu.

Baiika (A): Nastavec je vyroben bud’ ze skla nebo z nerez oceli, tvar mize byt ptimy nebo
ohnuty do uhlu 45°. Uzavér je vyroben ze silikonové gumy, zajiStuje bezpecné uzavieni
batiky pii vysokém vakuu. Siroké hrdlo baiiky umozituje snadnou aplikaci vzorku a snadné
ocisténi jejiho povrchu. Baiiky se vyrabi v 10 riiznych velikostech.

Baika (B): Nastavec je vyroben z borosilikatového skla, ve spodni Casti je zizeni, které
umoziiuje spojeni s batikou. Nastavec ma pravouhly tvar. Silikonovy uzavér ve tvaru kruhu
umoznuje bezpecné propojeni ¢asti banék béhem lyofilizace. Vrchni a spodni ¢ast banky
je vyrobena z borosilikatového skla. Baiika odolava vysokym teplotdm a vysokému vakuu.
Jsou dostupné v 7 velikostech [34]

nastavec nastavec

uzaver

sirokohrdla

/ batika

J 1) @ k ) ®
Obrazek 10. Banky pouzivané pri sublimacnim suseni
Baiiky, kter¢ se vkladaji do komory sublimacni susarny jsou zobrazeny na obrazku 11. Tyto
nadobky byvaji mensich velikosti. Jsou opatieny specidlni ventila¢ni zatkou, kterd umoznuje
prinik par béhem suseni. Na konci procesu se zatky zasunou do ban¢k pomoci zatkovaciho
zafizeni, které se nachazi uvnitt komory. Zatka je vyrobena z eticky pfijatelnych polymerd.
Byva mazand silikonovym olejem, ktery napoméaha vsunuti a vysunuti zatky do/z banky.
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Kvili mozné denaturaci produktu silikonovou kapalinou se zéatky pokryvaji alternativnimi
mazivy jako je napfiklad teflon. Ampule jsou vyrobeny z kvalitniho skla odolného vici
tepelnym Soktim, které nastavaji béhem procesu suseni. Latky citlivé na svétlo vyzaduji banky

ruzné zbarvené [32].
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Obrazek 11. Banky pouzivané pri sublimacnim suseni I1. [32]
2.4.4 Aplikace

Sublimacéni suSeni patii mezi jedny z nejdrazSich suSicich metod, pfesto je jeho pouziti
ve farmacii a v potravinaiskych aplikacich nenahraditelné.

Zdravotni priomysl

Nejrozsitenéjsi pouziti lyofilizacnich procesit zahrnuje zdravotnicky pramysl. Sestava
se z lyofilizace 1éCiv jako jsou chemické slouceniny, matecné preparaty, bakteridlni i virové
vakciny, antibiotika aj. V této kategorii jsou zahrnuty biotechnologické produkty, které jsou
tvofeny zejména z proteint [35].

Veterinarni odvétvi

Lyofilizovné produkty ve veterinafstvi jsou v rozsahu od vakcin pro jednotliva domaéci
zvitata po rozsahlé aplikace, jako je ockovani stad skotu, ovci a hejna dribeze. Tyto produkty
slouzi nejenom k ochran¢ zvirat, ale 1 k zlepSeni kvality produktl z téchto zvitat [35].

Potravinaisky primysl

NejznaméjSim sublima¢né usuSenym pokrmem je kava. Dalsi lyofilizované produkty
mohou byt pozivany bud’ jako aditivni latky nebo hotové produkty. Mezi aditiva patii napf.
vysuSené plody v cerealiich a hotové produkty mohou byt napt. zmrzliny, které mohou byt
konzumovany bez potfeby dal§i Gpravy a je u nich eliminovana potfeba chlazeni. DalSim
ptikladem je lyofilizované hovézi maso. Pozadovanych organoleptickych vlastnosti
dosahneme ptidavkem vody a tepelnym osetfenim produktu. S vyjimkou specialnich piipadi,
jako je naptiklad sublimacné usuSena kava, v soucasné dob¢ lyofilizované jidlo nemuze
ekonomicky soutézit s mrazenymi nebo konzervovanymi potravinatskymi produkty [35].
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Dalsi aplikace

Mezi dalsi aplikace lyofilizace fadime suSeni kvétnich materidli a preparati. Aplikace
je limitovana na kvétni ¢asti rostlin Pti procesu dochdzi k mirné zméné v barve. Napiiklad,
cervené rize inklinuji k nabrani fialového odstinu. Stopky zase maji tendenci hnédnout. Listy
se stavaji kiehkymi a zkroucenymi.

Pti lyofilizaci rostlin hraje dualezitou roli povaha rostliny. Naptiklad, kaktus je vybaveny
vnéj§i membranou, aby udrzel vodu. Membrana je téméf nepropustnd pro vodni pary. Proto
je potieba u rostlin tohoto typu nejprve primarné narusit jejich vnéj§i membranu a az poté
je sublimacné ususit.

Sublimacni suSeni je také aplikovano na preparaty malych zvifat. Mnoho malych savcl
jako jsou veverky a myvalové jsou uspésné lyofilizovany. Poskytuji exemplafe s zivym
vzhledem. Nicméné pouziti je pouze v omezené mife.

Lyofiliza¢ni proces je pomocnou metodou pii zdchrané rukopisnych knih a dokumentd,
které byly znehodnoceny vodou napft. pti zaplavach. Rychlym zmrazenim celého dokumentu

a naslednym sublimaénim susenim se obnovilo mnoho vyznamnych a hodnotnych rukopisii
[35].

susict
komora stolni
VYIMrazovac
system
vakuova

pumpa

L ' g

Obrazek 12. Susici zarizeni
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Priprava rostlinného materiilu pro extrakci barviv

Vzorky hroznil byly odebrany na Jizni Moravé v oblasti Mikulova. Hrozny byly ustfizeny
ntzkami a ukladany do polystyrénového chladiciho boxu na vrstvu suchého ledu. Po naplnéni
boxu byly hrozny zasypany jesté jednou vrstvou suchého ledu. Celkem byly odebrany dva
vzorky hroznii: ¢ervend odriida — Modry Portugal a bila odriida — Rulandské Sedé. Boxy byly
uzavieny a prevezeny na FCH VUT v Brné, kde byly uloZzeny do hluboko mraziciho boxu
s teplotou -75 °C.

Obrazek 13. Odbér vzorki hroznii
3.1.1 Modry Portugal

Mezi tradiéni oblasti péstovani této odridy vina patfi Rakousko, Cechy, Morava
a Mad’arsko. Kef je bujného riistu se sttednimi, hladkymi a svétle zelenymi listy. Hrozny jsou
velké a stfedné husté. Stfedné velké bobule maji tenkou slupku modré barvy, fidkou duzinu
a maly obsah cukri 1 kyselin. Odrtida se sklizi od druhé poloviny zafi.

Mladé vino Modrého Portugalu mé jemnou kvétinovou viini. Pouzitim zvlastni technologie
tzv. karbanické macerace ptichazi na trh vino pod ndzvem ,,Martinské vino* v den svatku
sv. Martina. Vino Portugalu se obc¢as uzivalo ke spojovani s vinem Frankovky k dosazeni
rychlejSiho zrani a zjemnéni tvrdosti kyselin a tfislovin Frankovky. Takovou smés nazyvali
na Slovacku ,,Slovacky granat”“. Barva vina je jemné rubinova. Ve viini a chuti mizeme
hledat kvétiny a Cerstve seno. Vino neni yhodné k dlouhodobemu skladovani [36].

%5 b
E

32



3.1.2 Rulandské Sedé

Mezi tradi¢ni oblasti péstovani této odridy vina patii Francie, Némecko, Cechy, Morava
a Mad’arsko. Keft je stfedniho rdstu s malo délenymi, krabatymi listy. Hrozny jsou malé,
velmi husté s kratkymi stopkami. Malé bobule maji tenkou slupku Sedocervené barvy a sladké
chuti. Odriida se sklizi od poloviny fijna.

Od vin Rulandského Sedého se ocekava plnost, hebkost, vysoky extrakt a pomerancové
tony ve vini. K dosaZeni téchto typickych charakteristik je nutna vyzralost alespon na stupeni
pozdniho sbéru. Poté se objevuje ve vinech vyssi obsah alkoholu a glycerolu. Jejich obsah
je nutné pii vinifikaci bedlivé hlidat. Stejné€ jako barevny ton vin, ktery mizZe pti nedostate¢né
rychlém zpracovani Sedomodrych hroznil vytvofit az rizovy odstin. Vybéry z hroznii a bobuli
1ze pii dostate¢ném obsahu kyselin zatadit mezi bila vina nejvyssi jakosti, a to za predpokladu
dostateéné vysokého extraktu. Barva vina je zlatozlutd. Ve viini a chuti mizeme hledat
pomeran¢, med, hrusky, mango a kvétiny. Vino je vhodné k dlouhodobému skladovani [37].

Obrazek 15. Rulandske sedé [37]

3.2 Zpracovani hrozni a jejich lyofilizace

Zmrzl¢é hrozny byly vlozeny do polyethylenového vaku. Polyethylenovy vak je opatien
dvéma malymi otvory a jednim velkym, kudy byly do vaku vpraveny zmrzlé hrozny. Velky
otvor byl zalepen izola¢ni paskou a jednim z malych otvort byl do vaku vhanén dusik
po dobu asi 45 minut, aby byla zjisténa jeho dostate¢nd koncentrace ve vaku. Po uplynuti této
doby byly i malé otvory zalepeny izolaéni paskou. Dusikové prostiedi je dilezité pro zajisténi
stability barevnych latek v hroznech. Vniknutim kysliku do porusené slupky hroznii by doslo
k oxidaci anthokyant u¢inkem enzymu peroxidas a oxidas, které jsou ptitomny v bobulich.
Po rozmrazeni bobuli byla mechanicky odstranéna duzina od slupek. Slupky byly uloZeny do
mrazéku a postupné byly lyofilizovany. Sublimaéni suSeni slupek probihalo pii tlaku 13,3 Pa
a teploté -45 °C. Takto ususSené slupky byly uloZeny do mrazédku a poslouZi pro extrakci
anthokyanovych barviv, jejich separaci a identifikaci.

™
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4 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo prostudovat odbornou literaturu, kterd se zabyva barvivy
¢ervenych a bilych odrid vina, v dalsi ¢asti pak procesem lyofilizace. Experimentalni ¢ast
se vénuje upraveé bobuli vinné révy s ndslednym sublima¢nim suSenim slupek.

Uvod této bakalai'ska prace se vénuje vyvoji a zrani bobuli a obecnému popisu jednotlivych
¢asti hroznu resp. bobule. Je zde shrnuto zastoupeni majoritnich a minoritnich latek v téchto
¢astech rostliny. Zminéno je 1 pusobeni nezadoucich mikroorganismti na plody vinné révy
a jeji chemické komponenty, tedy 1 barviva.

Asi nejvetsi pozornost byla vénovana ¢ervenym barvivim. Anthokyany jsou specifickymi
barvivy fady rostlin, zejména Cervenych hroznll a bezinek. Tato ve vod€ rozpustna barviva
jsou zajimava svou stabilitou. Flavyliovy cerveny kation je staly pouze v kyselém pH,
se vzrustajicim pH dostdva zbarveni fialové az modré tony, vlivem vzniku modré
chinoidalové baze. Anthokyany jsou latky citlivé na svétlo a teplo a zejména na pfitomnost
vzdusného kysliku. Snadno podléhaji oxidaci a degraduji. Maji vyznamnou antioxidaéni
aktivitu, ktera spo¢iva zejména v reakci s volnymi radikaly. Tim eliminuji fadu onemocnéni,
napiiklad rakovinového piivodu. Jsou zde diskutovany i metody stanoveni téchto barviv.
Progres separacnich technik pro anthokyany zacal s tradi¢ni papirovou, poté tenkovrstvou
chromatografii a vzrlstal s pokro€ilymi analytickymi metodami k HPLC a CE kombino-
vanymi s rozmanitymi detektory jako jsou UV, MS nebo NMR. Anthokyanova barviva
se fadi mezi pfirodni, v potravinaistvi zndmé pod nidzvem E163. Pouzivaji se k barveni
limonad, alkoholickych napojt, sladkosti, zmrzlin aj. Nesméji se pouzivat do potravin
uréenych pro détskou vyzivu. Nejsou zndmy Zzadné jejich nezddouci u€inky na lidsky
organismus. Nicméné jako vSechna pfirodni barviva jsou drahd a méné stdla nez barviva
synteticka.

Barviva Zluta a zelend u bilych odrid vina nejsou tak vyznamna. Hrozny obsahuji zejména
chlorofyl a Zlut4 barviva napt. lutein. V pritbéhu dozravani hroznu se ale tyto latky ztraceji az
témér vymizi. Tato barviva jsou stejné tak nachylnd na vzdusny kyslik jako barviva ¢ervena.
Chlorofyly se pro potravinaiské ucely ziskavaji z listl Spenatu nebo kopfivy a pozndme ho
pod cislem E140. Je nestaly na svétle a proto je jeho pouziti omezené.

Nakonec je popsan proces lyofilizace. Prednosti sublimacniho suSeni spocivaji
v nasledujicich smérech: (a) pii nizkych teplotach a tlaku jsou potlaceny chemické zmény
slozek vzorku vcetné jeho oxidace, (b) ztraty tékavych slozek jsou vyrazné sniZeny,
(¢) moznost zachovani sterility produktu. Vysuseny material je disperzni, nedochazi
ke koagulaci jednotlivych sloZek produktu. Sublimac¢ni suSeni je méné vhodné pro latky, které
vytvareji nepropustny povrch béhem chlazeni, ktery inhibuje vyvoj sublimac¢nich par.
A jenevhodné pro urCité typy bunck (eukaryoty), které jsou schopné udrzet svou
zivotaschopnost. Sublimaéni suseni je vyznamnou metodou dnes hojné uzivanou v mnoha
aplikacich, jak potravindiské, farmaceutickém nebo jiném. Tato metoda byla pouZzita pii
experimentalni casti k vysuSeni vzorku. SuSeni bylo provadéno na pfistroji FreeZone 4
od firmy Labconco. VysuSené vzorky byly skladovany v mrazdku a poslouzi pro extrakci
a stanoveni barviv ¢ervenych a bilych odrid vina.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APCI

CC
CE
CZE
ESI
FAB
HPLC

HPLC/MS

HPLC/MS/ESI

HPLC/NMR

HPLC/UV/Vis

LLE
MALDI
MPLC

MS
NMR
PC
PPO
RPC
SPE
TLC
TOF
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(atmospheric pressure chemical ionization) — chemickd ionizace za
atmosférického tlaku

(column chromatography) — sloupcova chromatografie

(capillary electrophoresis) — kapilarni elektroforéza

(capillary zone electrophoresis) — zonova kapilarni elektroforéza
(electrospray ionization) — ionizace elektrosprejem

(fast atom bombarded) — ionizace ostielovanim vzorktl rychlymi atomy
(high-performance liquid chromatography) — vysoko-u¢innd kapalinova

chromatografie

(high-performance liquid chromatography mass spektrometry) -
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie — detektorem je hmotnostni
spektrometr

(high-performance liquid chromatography mass spektrometry/electrospray
ionization) — vysoko-ucinna kapalinovd chromatografie sionizaci atomt
elektrosprejem a detektorem je hmotnostni spektrometr

(high-performance liquid chromatography with nuclear magnetic resonance)
— vysokou¢innd kapalinovd chromatografie s detektorem nukledrni
magnetické rezonance

(high-performance liguid chromatography with ultraviolet-visible
spectroscopy) — vysokoucinnd kapalinova chromatografie s detektorem
ultrafialovo-viditelnym spektrometrem

(liquid-liquid extraction) — kapalinova extrakce

(matrix-assistted laser desorption/ionization) — desorp¢ni fotoionizace
(medium-performance liquid chromatography) — stfedo-t¢inna kapalinova
chromatografie

(mass spectrometry) — hmotnostni spektrometrie

(nuclear magnetic resonance) — nuklearni magneticka resonance

(paper chromatography) — papirova chromatografie

(polyphenol oxidase) — polyfenoloxidasa

(reverse phase chromatografie) — chromatografie s opacnym sledem fazi
(solid phase extraction) — extrakce na tuhou fazi

(thin layer chromatography) — chromatografie na tenké vrstve

(time of flight) — priilletovy analyzator
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