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ABSTRAKT

V poslednich letech se zvySil zajem o stanoveriakyani v hroznech a vinech
cervenych odkd protoze hraji vyznamnou roli v kvalitbarvy ¢ervenych vin,
ale maji také mnoho prosnych @inki na lidské zdravi. #spivaji napiklad
k redukci srdené-cévnich onemocmi, maji antimutagenni, protizétivy,
antikarcinogenni a v neposledatk také antioxidani vlastnosti.

PredloZzend prace se zabyva komplexnim studiem alliadyoh a vodnych
extrakti z hroznovych slupek, fpravenych ze dvou vinnych adf, Alibernet a
Svatovavinecké Extrakty byly gipraveny zeifi riznych navazek lyofilizovanych
hroznovych slupek (0,5; 1,0 a 1,5g) pomoci vysaiatl extrakce rozpousgtiem
(PFE) a extrakce sttanou kapalnou horkou vodou (PHWE) peplotach 40 az
120 °C a tlaku 15 MPa. Jako rozpaald byl pouzit methanol, ethanol a voda.

Pomoci Folin-Ciocalteuho metody byl u jednotlivyektrakti stanoven celkovy
obsah polyfenal (TPC) a jejich trichromatické seéadnice (CIE Lab) byly
stanoveny pomoci UV/VIS spektrofotometru. Identafik a kvantifikace
anthokyai byla provedena pomoci vysocéinné kapalinové chromatografie ve
spojeni s detekci pomoci diodového pole (HPLC-DABYlo také zmiteno pH
vSech extrakt s vyuZzitim sklesné elektrody. Antioxidéni aktivita byla testovana
EPR spektroskopii s vyuzitim Fentonova systémi©OgHFe?) generujiciho reaktivni
radikaly (OH, O,", "CHs) ve spojeni s technikou spinovych laparyuzivajici 5,5-
dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO) jako spinovy lapaRadikal-zhaSejici aktivita
byla posouzena pomoci stabilniho volného radikaludifenylu-2-pikrylhydrazylu
(DPPH) a kation radikadlu 2,2'-azino-bis-(3-ethylkthiezolin-6-sulfonové
kyseliny) - (ABTS").

VSechna data byla zpracovana pomoci analyzy hlavikimmponent (PCA)
a kanonické diskrimintani analyzy (CDA) kuli specifikaci optimalnich extrakich
podminek pro potencialni vyuziti extrakako potravinovych dopka nebo barviv.

Vysledky prokazaly, Zze hroznové slupky obou talrjsou slibnym zdrojem
anthokyai s moznym vyuZzitim v potravitigkém ptimyslu.



ABSTRACT

The determination of anthocyanins in red grapesvands has been of increasing
interest in the last years, as they play an imporile in colour quality of red wines
revealing also many human health beneficial effe€tey contribute e.g. to the
reduction of coronary heart disease, but exhibiso alantimutagenic, anti-
inflammatory, anti-carcinogenic and antioxidantgedies.

In this thesis, the complex study of grape skimoladdic and water extracts,
prepared fromAlibernetandSt. Laurentwine grape varieties is presented. Extracts
were prepared from three different amounts (0.6;ahd 1.5g) of lyophilized grape
skin powder using the Pressurized fluid extraciBRE) and the Pressurized Hot
Water Extraction (PHWE) at different temperaturasging from 40 up to 120°C
and pressure of 15 MPa. Methanol, ethanol and watez used as a solvents.

Total phenolic coumpound content (TPC) of individaeatracts was determined
using the Folin-Ciocalteu assay and their tristusutolor values (CIE Lab) were
estimated, using the UV/VIS spectrophotometer. Tldentification and
guantification of anthocyanins by high-performardmpiid chromatography with
diode array detection (HPLC-DAD) was performed.altdition, pH values of all
extracts were also measured using the combinatask gtlectrode. Antioxidant
activity of extracts was tested by EPR spectrosdoplyenton system (,/Fe™)
generating reactive radicalOH, O,", "CH,) followed by spin trapping technique,
using 5,5-dimethylpyrroline-N-oxide (DMPO) as spirap. In addition, radical
scavenging activity of extracts was assessed apgpRj2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
('DPPH) free radical and 2,2'-azino-bis-(3-ethylbbiazoline-6-sulfonic acid)
cation radical (ABTS) assays.

All the experimental data were processed with poiglccomponent analysis
(PCA) and canonical discriminant analysis (CDA¥specify the optimum extraction
conditions for extract preparation from the perspecof the potential further
application of the extracts as food supplemenfsaa colour enhancers.

The results indicated that grape skins of bothet@s are a promising source of
anthocyanins with prospective application in foodustry.



1. PREHLED AKTUALNICH POZNATK U

V sowasné dob se klade draz na zdravi, zejména na zdravou zivotospravu. Je
snahou konzumovat potraviny bohaté na vlakninuamvihy a antioxidanty.
Antioxidanty jsou pednetem z4jmu jak potravirfakych, tak i zdravotnickych
odborniki. V lidském organismu fedstavuji ochranuipd oxid&nim poskozenim
nejen antioxidanty syntetizovanédle, ale i ty, které jsouijimany s potravou.

Hroznové slupkyervenych odid Vitis viniferajsou bohaté na polyfenoly, jimz
jsou gipisovany antioxideni vlastnosti. Byly prokdzany i mnohé dalSi zdravi
pros@gsné @inky téchto latek, jako ndjklad redukce koronarnich onemeaoi
antikancerogenni, antimutagenni a protiiaré Gcinky [1-5].

1.1 Polyfenoly

Polyfenoly se di na dw hlavni skupiny latek - flavonoidni a neflavonoidni
Latky flavonoidni povahy se nachazeji ve slupk&gmenech adpinach hrozin
Pati sem anthokyany, flavony, flavanony, flavonolyavanoly (také nazyvané
katechiny), proanthokyanidiny. Neflavonoidni sieniny se nachazejirgvazri
v duznirg, zahrnuji hlava fenolické kyseliny a resveratrol [6].

Flavonoidy jsou neplezit¢jSi latky z polyfenal jak po strance kvality, tak
kvantity [6]. Ve své molekule obsahuji flavanovykligky skelet, ktery sestava
ze dvou substituovanych benzenovych kruA a B) a pyranového kruhu C,
napojeného na kruh A (obr. fI7].

Spolu s mnohymi fyziologickymi ulohami v rostlindgsou flavonoidy také
dulezitou sodasti lidské stravy. Mnozstvitipmanych flavonoid ve stra¢ je
podstat® vysSi v porovnani s vitaminem C i E. Dop&ny ijem flavonoidi je 50
az 800 mg/den v zavislosti na mnozstvi zkonzumozgiéniny, ovoce a ditych
napoi [8].

Obr. 1: Struktura flavanu (2-fenylbenzopyranu, 2-fenylchaou)/7].

1.2 Anthokyany
1.2.1 Obecna charakteristika

4
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rostlinnych materidl [8]. Ozna&eni anthokyany pochéazi feckych slov kit
(anthog a modry kyaneo} [9].

Struktural® jsou hroznové anthokyany odvozeny 2z Sesti zaktddni
anthokyanidifi [8] (obr. 2). Jsou to kyanidin (nazev podle lati&lso nazvu chrpy,
Cyanus sp, pelargonidin (pelargéniePelargonium sp, peonidin (pivaky,
Paeonia sp, delfinidin (stra&ky, Delphinium sp, petunidin (petuniePetunia sp.

a malvidin (slézuMalva sp) [9].

Anthokyany se v firock vyskytuji wtSinou v glykosidické forg coz znamena,
Ze mvodni barevna slozka (aglykon) anthokyanidin jeav§zna cukernou slozku
[8]. Cukr se ngjasgji na tyto aglykony vaze v poloze C-3 nebo C-5, ve
vyjime¢nych gFipadech iv poloze C-7. Jsou teedevsSimD-glukosa,D-galaktosa,
L-rhamnosa,L-arabinosa, rutinosa a soforosa. V poloze C-5 j@dywazanaD-
glukosa. Cukry, fedevSim v poloze C-3, mohou byasto acylovany derivaty
kyseliny skdicove, nefastji vSak p-kumarovou, kavovou a ferulovou kyselinou

pelargonidin kyanidin peonidin
(Sarlatow ¢erveny) (fialovy) (fialovy)

delfinidin petunidin malvidin
(purpurow modry) (purpurow modry) (purpurovy)

Obr. 2: Z&kladni anthokyanidiny [9].

1.2.2 Vyskyt anthokyanovych barviv

Anthokyany jsou lokalizovany v bgdnych vakuolach. Hlavnimi zdroji
vyuzivanymi jako potraviny jsou plody rostlieledi révovitych Yitaceage hrozny
vinné révy) aiizovitych RosaceagtiesSr¥, Svestky, maliny, jahody, ostruziny aj.).
DalSi potravinésky vyznamné rostliny obsahujici anthokyanova banpati do
celedi lilkovitych (Solanaceag lilek, odiidy brambor <ervenou slupkou),



lomikamenovitych $axifragaceagterveny aterny rybiz,cervené odidy angrestu),
viesovcovitych [Ericaceae borivka, brusinka), olivovitych Qleaceae oliva)
a brukvovitych Brassicaceagiervené zelifedkvicky) aj.[9].

Evropské odkdy vinné révy Vitis vinifera obsahuji pedevsim 3-monoglykosidy
raiznych aglykofi. Prevladajicim pigmentem je malvidin{8D-glukopyranosid,
diive nazyvany oenin [9].

V¢étSina odfid hrozri na vyrobucéervenych vin ma barvivo ve slupkéach, jen
n¢které oditidy a hybridy maji barvivo i v duznin Barvivo se tvéi ve slupkach
ucinkem swtla a nevnika do bobule z listjako cukr. U drubi se zbarvenou
duzninou vnika barvivo z ligtdo bobuli [8].

Zbarveni fiznych odéid hrozri zavisi na mnozstvi barviva ve slupkach, obsahu
kyselin (pH) v bobulich aftomnosti mineralnich latek (nage, Al, Mg, aj.) [10].

Z kyselejSich hrozin se fevazre vyrakgji jasre cervena vina, zatimco z malo
kyselych bobuli je vino tm&«kervené az modré [11]. Hrozny mohou bytizmych
odstinech oranzovéuiové,cervené, fialové a modré. Odstin barvy zavisi népo
a poloze hydroxylovych skupin ve struktu anthokyanu, na ffjomnosti
komplexotvornych kofr a cukernych slozek. Anthokyany jsou rozpustné o v
a alkoholu, nerozpustné jsou v chloroformu a etfigku

1.2.3 Biologické aktivita anthokyadn

Anthokyany sniZuji permeabilitu b&mnych membran v kapilarach¢imz
zabrauji vzniku edém a urychluji tak hojeni ran. tBobi preventivé proti
ateroskleroze. Ovliwiji lipidovy metabolismus a chrani pacienty s isolokou
chorobou srdani pred ataky anginy pectoris.afobi protiulcerézér a posiluji
ochranné mechanismy zalwdeé sliznice. Vyznamné pouziti maji i v oftalmolaqgii
kde zlepSuji funkci mikrocévniho systému oka. Akgreny také podporuji adaptaci
na Sero, protoze stimuluji regeneraci rodopsingnieintu reagujicino na&io)

a upravuji enzymové paramenty, které jsou spojenyoskozenim sitnice.
V neposlednitadé maji antioxidé&ni inky, ¢imz chrani ped &inkem volnych
radikali [7].

1.2.4 Vyuziti v potravingstvi a izolace anthokyah

Anthokyany izolované zifrodnich zdraj se pouZivaji, jako potraviteka
barviva (E134). Nevyhodou vsak je, Ze svou intemizbarvu maji v progedi o pH
< 3,5, takZe jsou vhodné jen pro kyselé potravéiy [

Nejéasgji se k barveni potravin pouzivaji anthokyanova vhar ziskavana
z hrozri révy vinné (slupekéi sedimeni &'av), jejichz obsah anthokyanje
0,3-7,5 g/kg. Bohatym zdrojem jsou také plody bégmného nazyvané bezinky
(2-10 g/kg), hlavkycerveneho zeli (0,7-0,9 g/kg), &y ibiSku (15 g/kg v susi)
aj. [9].

Mezi hlavni anthokyany identifikované ve slupkaxitis Vinifera paki 3-O-
glukosidy a 30©-acetyl glukosidy delfinidinu, kyanidinu, petunidin peonidinu



a malvidinu [12-14]. Bhem zpracovani vina se vyextrahuje 30-40 % polyieno
(prevazrt anthokyai) obsazenych v hroznovych bobulich [12].

Primarnim zajmem je najit vhodny systém pro rychlbuinnou extrakci
anthokyafi, jakozto velice reaktivnich latek, citlivych na &my pH [15, 16].
Tradicné se pouzivala macerace v organickych rozpgaleth [2, 17] nebo
okyselenych vodnych roztocich organickych rozpgedt [15, 18], pak také
Soxhletova extrakce [19], superkriticka fluidni rekice s CQ@ [19] a extrakce za
vysokého tlaku a teploty s okyselenou vodou, vodeuyridavkem SQ@

a s okyselenymi organickymi rozpoédty [1, 12, 20]. Na separaci a kvantifikaci
anthokyanovych barviv se gestji pouziva HPLC-DAD s vyuzitim ¢ kolony [1,

2, 21-27] a gradientovou elucNzrastajici pozornost je v poslednich letech
zantiena na polyfenoly vina a hragnvzhledem k jejich antioxidamim a radikal-
zhaSejicim schopnostemeRolik studii se zabyva antioxidaimi vlastnostmi vina
a jeho bioprodukt (matoliny, duznina, semena,tda tapiny) [28-32]. \étSina
metod pouzivanych na hodnoceni antiogideh vlastnosti je zaloZena na
schopnosti zhaset volné radikaly, desjgji ‘DPPH a ABTS coZ ntize byt
sledovano bdi UV/VIS spektrofotometrem [1, 15, 16, 18, 20, 28-38-36] nebo
piimym nefenim EPR spektrometrem [34-37]. DalSi moZznosti n&emi
antioxid&ni aktivity je nepima metoda EPR s vyuZitim spinovych l&paktera
byla nagiiklad pouZita ke studiu aktivity a termalni staliliantioxidand ve
vzorcich zelenéh@erného, ovocnéhénje, olivového oleje, vina a piya, 36—41].



2. CILE PRACE

Cilem prace bylo komplexn charakterizovat extrakty z hroznovych bobuli
cervenych odid Vitis vinifera (Alibernet a Svatovasnecké) z vinéské oblasti
Morava, gipravenych extrakci rozpousiem za zvySené teploty a tlaku (PFE)
a extrakci stléenou kapalnou horkou vodou (PHWE) do methanolwarailu a do
vody, pgicemz se vychazelo aznych navazek lyofilizovanych hroznovych slupek —
0,59, 1,0g a 1,5g. Cilem bylo posoudit efektivét vliv podminek extrakce —
hmotnost navazky, teplota extrakce, rozpédist na vybrané charakteristiky
danych extraki.

Na pipravenych extraktech se proto realizovaly séreexnent, pri nichz se:

» testovaly antioxideni a radikal-zhaSejici vlastnosti extnaktvyuZzitim
elektronové paramagnetické rezonance (EPR)

» identifikovala a kvantifikovala barviva jednotliviicextraki pomoci vysoce
ucinné kapalinové chromatografie s detekci v diodoyp@&in (HPLC-DAD)

» charakterizovaly vybrané parametry vabpomoci UV/VIS spektroskopie

« stanovily dalSi vybrané fyzik&rchemické charakteristiky

» experimentaléy ziskané parametry byly korelovany pomoci multiaarich
statistickych metod

V experimentech se vyuzila technika HPLC-DAD, avepkoti¢asto pouzivanym
kolonam typu Ggbyla pro lepSi separaci pouzita gowyvinuta kolona Synergi &
Max-RP (Phenomenex). JelikoZ nebyla doposud pubdika Zadné prace zabyvajici
se separaci anthokyanovych barviv slupek bobuhéirévy na kolonach typu,&
jednim z hlavnich inosi této prace bylo aeni clici schopnosti této kolony.
Stejre tak dosud nebylo pouZzito jeditreéé spojeni technik PFE (PHWE) a EPR.

Ziskané originalni poznatky mohou byt efektiwyuZity pri praktické aplikaci do

vyroby, tj. gipraw potravinovych dogikt, koncentralt, barviv ¢i jinych produki
z vinnych slupek wenych pro potravirdvi.
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3. METODICKE POSTUPY

3.1. Material a Uprava vzorki

Byla pouzita Bzna odiida Svatovakinecké a tzv. ,barvka“ Alibernet. Barvika
je vSeobecné oztani modrych odrd vykazujicich velky obsah pigmentu.

Vzorky byly odebirany ve virfaké oblasti Morava, v podoblastech Velkeé
Pavlovice a Mikulov. Odér probihal v obdobi vinobrani. Hrozny bylytis&ny
nuzkami a naslednpokladany na vrstvu suchého ledu uk/pilystyrénového boxu.
Mnozstvi asi 5 kg hroZnbylo nasleda zasypano suchym ledem a box byl ueav
Celkem bylo odebrano asi 15 kg hr6znkazdé odrdy. Boxy byly gevezeny na
FCH VUT v Brre a uloZeny do hluboko mraziciho boxu s teplotou®@5

Zmrzlé hrozny byly vioZeny do polyethylenového vailaplreného dusikem, aby
se zabranilo oxidaci barviv. Po rozmrazeni bobuylia bmechanicky odstr&na
slupka od duzniny. Nasledmprobihala lyofilizace slupekiptlaku 13,3 Pa a teplét
-45 °C. UsuSené slupky byly pomoci tekutého dusi@mdrceny viteci misce
tlouckem. Rozdrcené slupky byly dosouSeny v exsikatorpiea extrakci byly
uchovavany v mrazdce i teplot -20 °C.

3.2. Extrakce

Byla provedena vysokotlaka extrakce rozp&di&im (PFE) a extrakce stkienou
kapalnou horkou vodou (PHWE). Navazka vzorku slugef, 1 a 1,5 g pro
methanol a vodu; 0,5 a 1 g pro ethanol) byla uméstspolu s balotinou (inertni
material) do ocelové patrony (11 ml) a vloZzena dbstmpje. Jednotlivymi
rozpoustdly (methanol, ethanol, voda) byla extrahovana iwarwe vzorku p
teplotach 40-120 °C a tlaku 15 MPa. Extralcéas byl 3 x 5 min. Proplach dusikem
mezi jednotlivymi cykly byl nastaven na 20 sekungaukorgeni extrakce trval
2 minuty. Vysledny extrakt (cca 35 ml) byl ihnedhtazen na 5 °C a uchovan
v lednice. Red analyzou byly extraktyrefiltrovany mikrofiltrem (@ 0,45 pm).

Extrakce byly provedeny na zakkadptimalizovanych podminek podle Ju
a Howarda [1].

Navic byly pomoci PHWE vyextrahovany vzorky protéesni degradability
polyfenoli - navazka 0,5g vzorku slupek édy Alibernet byla extrahovana vodou
pii teplotach 140, 150, 160, 170 a 180 °C.

3.3. UV/VIS metody a pH

Celkové polyfenoly byly stanovovany modifikovanouoliR-Ciocalteuovou
metodou pomoci UV/VIS spektorfotometru [42]. Vydgdbyly vyjadeny jako
GAE - gallic acid ekvivalent (mg kyseliny galloveé. g vzorku).

Byly zméteny trichromatické sdadnice (CIE Lab) pro methanolové a ethanolové
extrakty v neupraveném stavu. @vodi vazné zavady UV-VIS spektrofotometru
v prabéhu experimerit s vodnymi extrakty, toto éiieni nebylo mozné realizovat.
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pH vSech vzork v neupravovaném stavu bylo¢ano pouzitim penosného pH
metru pracujiciho se skl&mou elektrodou na principu dvojbodové kalibrace £pH
a pH=7) s pesnosti na 1 desetinné mistotpplot 25 °C.

3.4. HPLC experimenty

K separaci anthokyanovych barviv byl pouZzit vysakody kapalinovy
chromatograf HPLC Spektra SYSTEM. Kolona: Synergid G, Max-RP (250 x
4,6 mm). Mobilni faze A: voda/acetonitril (87:3);olilni faze B: voda/acetonitril
(40:60), olé okyselené kyselinou mrav&ma pH 1,8. Gradientova eluce: 0—20min.
94/6 (A/B); 20-35min. 80/20; 35-40min. 60/40; 40mdB. 40/60; 45-47 min.
10/90; 47-55min. 94/6. Riok: 0,5 ml/min, nasik 20ul, detekce ifp 520 nm.

Barviva byla identifikovana pomoci reterich ¢asi anthokyah smesného
standardu, ktery obsahovalCB#-glukopyranosidy Sesti zakladnich anthokyanidin
Kvantifikace prokhla metodou vninhi standardizace pomoci Brilantni niiod

3.5. EPR experimenty

VSechna réfeni se uskutmila v ploché kemenné kyveét s vnitnim objemem
500 pl, vhodné pro EPRédifeni polarnich roztak Kyveta byla umisia do dutiny
EPR spektrometru a po nastaveni paraimetieni se pesré¢ vcéase 3 min po
piidavku volného radikélu resp.,8&, do systému sledovalasovy vyvoj 10 EPR
spekter Bhem 15 minut ‘DPPH, ABTS") resp. 30 minut (DMPO/FEH,0,).
Kazdé EPR spektrumr@dstavuje akumulaci (fimér) 10 individualnich scan

Pfi méteni vSech vzork byla pouzita tataz kyvetafipemz se s niipvkladani do
dutiny spektrometru manipulovalo vzdy stejnymugpbem, aby byla zaj&ta
reprodukovatelnost #&teni. Nastaveni a odezva spektrometru byla éepied
metenim kontrolovana pomoci refetgnch nefeni signal tuhych standasd 1,1-
difenyl-2-pikrylhydrazil (DPPH) a strong pitch, oba od firmy Bruker.

Typické parametry EPR spektrometru:

- stred pole - central field (CF): 346 mT - 348 mT

- §itka pole - sweep width (SW): 10 mT (ABTSDPPH); 9 mT (DMPO)
- modulace - (Modulation Amplitude):  0.05 mT

- zesileni - (Receiver gain): 3.56x°10

- vykon mikrovinného zdroje: 6 mW

- frekvencie mikrovinného zani: =9.71 GHz

Méreni byla provedena v automatickém rezimu sgatkem 3 min po smichani
reaktant s nasledujicimi parametry:
- casovy rozdil mezi spektry: At= 1.5 min (DMPO, 30 min)

- ¢asova konstanta (t.c.): 10.24 ms

- deélka 1 scanu: 2.62 s (DMPO, 5.24 s)
- pocet scad (NS): 30

- pocet snimanych spekter: 10
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Postup® budou uvedeny a popsany vysledky vSech ziskanyamakteristik
extrakti z hroznovych bobuli. Zakladni&tené charakteristiky:

1) Vliv podminek extrakce na pH.

2) Vliv podminek extrakce na celkovy obsah polylerkych latek.

3) Vliv extrakénich podminek na barevné charakteristiky a dalsirpatry extraki.
4) Stanoveni anthokyanového profilu extiagbmoci HPLC.

5) Stanoveni radikal-zhasejicich vlastnosti pom&TS™.

6) Stanoveni radikal-zh&Sejicich vlastnosti porioePH.

7) Uréeni antioxidani kapacity vzork v systému DMPO/F&H,0,.

VSechny kapitoly majiit ¢asti podle pouzitého rozpowdta - methanol, ethanol
a voda.

4.1 Vliv podminek extrakce na pH

Methanol -vSechny extrakty jsou miérkyselé a rozsah pH je Uzky 5,5-6, cé p
zohledréni chyby gistroje naznéuje prakticky zanedbatelny rozdil. Hodnota pH
methanolu, ktery slouzil jako reference, byla 6,9.

Ethanol - bez ohlednu na odldu se piimérna hodnota pHifpravenych extraki
pohybuje okolo pH15,4,¢isty ethanol, ktery byl pouzit jako reference, nu@hotu
pH 6,3.

Voda - hodnoty pH obou odd se pohybuji na drovni pH 4,3, hodnota pH
deionizované vody, ktera byla pouzita jako refeesygla stanovena na 6,8.

Z vyslediki meieni vyplyva, Ze zgsob gipravy vzorku (pouZzité rozpousto,
navazka vzorku na extrakci) jakozZto i samotn§lggh ma na hodnotu pH jen mirny,
ze statistického hlediska zanedbatelny vliv.

4.2 Vliv podminek extrakce na celkovy obsah polyfarickych latek

DalSim vyznamnym parametrem, kteryize ovlivnit antioxid&ni resp. radikal-
zhaSejici vlastnosti vzorku, je celkovy obsah patgllickych latek. Obsah
polyfenoli ve vzorcich extrakithroznovych slupek byl stanoveny metodou Folin -
Cicolteu. Jako standard byla pouzita kyselina gallmzpu&na ve vod s riznou
koncentraci. Kvantifikace byla provedena na zaklralibratni kiivky. Vysledky
jsou udavany jako GAE = Gallic Acid Equivalent (nkgseliny gallové/100 g
vzorku).

Methanol - obsah polyfendi ve vzorcich fipravenych z odrdy Svatovéinecké,
pii teplog 40 °C, je v rozsahu 40 (0,5g) az 120 (1,5g) mg:;00 odfidy Alibernet,
je tento obsaladow vySSi v porovnani s otilou Svatovakinecké, pohybuje se
v intervalu 120 (0,59) az 360 (1,5g) mg/100 g.
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Ve vzorcich odidy Svatovaiinecké se ze zvySujici teplotou mirzvySuje obsah
polyfenolh do teploty 60 °C, pravgpodobr se zlepSuje extraktivita fenolickych
latek do rozpoustla. VSeobeaoh je vSak pozorovan asi 10% pokles extrakce
polyfenoli s dalSim zvySovanim teploty. Uvedeny trend je nemohvyrazgjSi
u odiidy Alibernet - dosahujefiblizné 30%.

Ethanol - absolutni hodnoty koncentraci polyfemal ethanolovych extraktech
jsou v porovnani s methanolovymi extrakty nizSirazygjSi jsou tyto rozdily pro
odridu Alibernet, kde koncentrace dosahujgiblzné 30 %, u odidy
Svatovavinecké je koncentrace cca 50 % z jejich koncentragaethanolovych
extraktech. NejvyrazijSi rozdil oproti methanolovym extrakh pozorujeme
zavislosti koncentrace polyferioha teplot extrakce. Pro abodridy a olé navazky
hroznovych slupek pozorujeme narust koncentracgermla s teplotou.

Voda - ve vodném prosgedi se potvrdil vysSi, téh dvojnasobny obsah
polyfenoli v extraktech odidy Alibernet proti odidé Svatovavinecké.
Koncentrace polyfen@lve vodnych extraktech oty Svatovatinecké dosahuje
hodnoty porovnatelné s extrakty v methanolu, zatifejich koncentrace v otid¢
Alibernet je o ®co nizsi, avSak u obou dadt jsou tyto hodnoty vySSi neZip
extraktech do ethanolu. Vliv teploty extrakce nasaib polyfenal vykazuje
podobny trend jako ethanolové extrakty - s rostdapiotou pi obou navazkach
hroznovych slupek pozorujeme procaidridy narust koncentrace polyfeiol

4.3 Vliv extrakénich podminek na barevné charakteristiky a dalSi
parametry extrakti

Barevné koordinaty L*, a*, b* byly naghené pomoci UV/VIS spektrofotometru
pouzitim ¥ raznych zdroji oswtleni - Illuminantu A, C, a D65. Vzhledem
k velkému potu parametr majicich vliv na vlastnosti extraktbyla ziskana data
statisticky zpracovana metodami multivéna statistiky s cilem sledovani
vzajemného vztahu (korelace) jednotlivych experitakemch parameira jejich vliv
na vlastnosti extrakt

Methanol - kanonicka diskrimingni analyza poskytla prakticky 100%
diskriminaci jednotlivych odrd. Jako diskriminéni pornénné byly pouzity: L*-
A, L*-IIC, L*-1IID65, a*-IlIA, a*-IlIC, a*llID 65, b*-lA, b*-1B, b*-1lID65,
obsah polyfendi a pH.

Vizualizace dat pomoci multivatiai metody hlavnich komponent (tzv. Principal
component analysis), obr. 3, velmi jastiferencuje sledované adty na zaklad
pouzitych charakteristik.

Diskriminace vzork podle navazky je 100% u obou adr Fi diskriminaci
vzorki podle extrakni teploty bylo uodrdy Svatov@inecké mozné spra¥n
klasifikovat 77 % vork, u odidy Alibernet 90 %.

Vzajemnda korelace trichromatickych paramedr navazky, teploty extrakce, pH
resp. obsahu polyfenolbyla stanovena pomoci Pearsonovy kaielanetody. Z
Udaji vyplyva, ze existuje vyrazna korelace trichromgtah paramefr s hmotnosti
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navazky vzorku alogicky i sobsahem polyfénou obou odid, korelace
trichromatickych paramairs pH je malo vyznamna iiplizné¢ 65 % pro odidu
Svatovavinecké a llluminant A, resp. 60 % pro adu Alibernet). Zajimava je
prakticky zanedbatelna korelace trichromatickychiadnic a teploty, kterd se bez
ohledu na pouzity zdroj stta pohybuje na udrovni do 10 % pro adu
Svatovavinecké, resp. do 20 % pro ddu Alibernet. Z toho vyplyva, Ze barva
extrakti se s rostouci teplotou prakticky né&m

Komponent 2 Komponent 1

Komponent 3

F rl

Obr. 3: Klasifikace — odliSeni ethanolovych extiakbbou odfid pomoci mtody tzv.
hlavnich komponent (Principal component analysiako prorgnné byly pouzité: L*-llIA,
L*-IIC, L*IID65, a*-llA, a*-IlIC, a*ID65, b* .A, b*IIB, b*-IID65, obsah
polyfenol: a pH.

Ethanol - Vramci kanonické diskrimirani analyzy byly pro ob odrady
provedeny klasifikace vzotkpodle navazky vzorku pouzité na extrakci a podle
extrakeni teploty. U obou odid bylo dosazeno 100% spravné klasifikace vizork
podle navazky.

Kanonicka diskriminéni analyza podle teploty extrakce se realizovala qi®
odridy stim, Ze se @et paramefr snizil o jeden - z analyzy byla vyléena
navazka vzorku. Vigdchozich experimentech bylo jednosma prokazano, ze
hmotnost navazky je automaticky diskriminator, Vv8gc sledované valiny
(s vyjimkou pro pH) jsou extenzivni. Pro ddu Svatovakinecké byla dosaZzena
90% korektni Kklasifikace extrakts jednim nespra¥énklasifikovanym extraktem.
V piipact odridy Alibernet bylo dosazeno 60% spravnosti klasidkazork.

Kanonicka diskrimin&ni analyza obou odd podle vSech sledovanych
proménnych potvrdila 100% korektni odliSeni obou umtlr Metodou hlavnich
komponent (Obr. 4) se paila jen ¢asténé odliSit ok odridy, podob# jako fi
analyze individualnich ofd se kléovymi parametry ukazaly byt navazka vzorku
a teplota extrakce, coz je v plném souladwekévanim. Podokénjako v gipad
methanolovych extraktbyly hodnoty barevnych séadnic (namifené proit razné
zdroje os¥tleni) korelovany s ostatnimi sledovanymi paramétrggvazka vzorku,
teplota extrakce, pH, obsah polyfeiiolZ hodnoty Pearsonovych koréféch matic
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vyplyva, ze nejvyraz¥)Si korelace byla dosazena tigact extrakfi obou odid
mezi sytosti barvy (L*) aobsahem polyfemol(o nico nizSi u odidy
Svatovavinecké). Absolutni hodnoty korelaich koeficienl jsou v porovnani
s methanolovymi extrakty niZsi.

V souladu s ¢ekavanim byla dosazena vysoka korelace mezi hnmotvosrku
pouzittho na extrakci a&igpvkem cervené barvy (a*) - vifjpact odridy
Svatovavinecké, zatimco vifpad odridy Alibernet je vyrazgsi korelace mezi
hmotnosti a podilem modré barvy (b*). Uvedené igzdiouvisi s barevnymi
charakteristikami jednotlivych odld, resp. jsou ovlivéné rozdilnou skladbou jedn.
slozek extraki. Pro okt odmidy byla pozorovana velmi nizka korelace barevnych
souadnic s teplotou extrakce, podeéljako v gipad methanolovych extrait ¢cimz
se ot potvrdilo, Ze barva extraktse s rostouci teplotou prakticky n&m resp.
meéni jen zanedbatedn

Komponent 1 Komponent 2

Komponent 2

Obr. 4: Analyza ethanolovych extrakpomoci metody hlavnich komponent. K v§po

komponent byly pouzity jako premmé hodnoty navéazky, teploty extrakce, pH, obsah
polyfenoli a hodnoty L*, a*, b* (llluminant A).

Voda - barevné saadnice pro vodné extrakty nebylo mozné stanoviivaodu
vazné poruchy UV/VIS spektrofotometru. Z tohotévddu také nebylo mozné
uskute&nit analyzu hlavnich komponent ani kanonickou diekraéni analyzu a ani
vypccitat hodnoty vzajemnych korelaich koeficient.

Korelatni koeficienty pro vzajemny vztah navazky vzorkbsahu polyfendi
a teploty extrakce vykazuji ze statistického hlkaisryznamnou korelaci mezi
navazkou vzorku a obsahem polyfenpto ol odridy.

4.4 Stanoveni anthokyanového profilu extraké pomoci HPLC

Bylo zjiSttno, Ze nejtinngSim rozpoudtdlem pro extrakci anthokyén
z hroznovych slupek, je methanoti feho pouZiti byla pomoci HPLC zaznamenana
nej\étsSi odezva pro vSechna detekovana barvivayvygsich teplotach jedinnost
methanolu srovnatelna gianosti vody (obr. 5, 6) a to u obou adr
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Obr. 5 Obsah jednotlivych anthokyanv extraktech hroznovych slupek u iy
Alibernet, stanoveny pro jednotliva rozpaidBa a teploty.

Piti PFE extrakci methanolem byl zaznamenan statigtigkznamny pokles
koncentrace barviv pro teploty 60-120 °C oprotidagp40 °C. Z tohoto pohledu se
jevi teplota 40 °C jako nefinnéjSi pro extrakci anthokyanovych barviv z vinnych
slupek pomoci methanolu.

Mnohem mén O¢innym extraknim ¢inidlem je ethanol. Jako statisticky
vyznamny se jevi pokles koncentrace barviv prootgp#tO, 100 a 120 °C oproti
teplotam 60 a 80 °C.

V pripact pouziti vody jako extrainiho ¢inidla se jako statisticky vyznamny
ukazal pokles f teplotach 40 a 120 °C, nepéi vyizek byl v tomto pipadt ziskan
pii extralkéni teplot 80 °C. Ri teplotach 60, 80 a 100 °C jec¢ianost vody
srovnatelnd sdinnosti methanolu jako extrakiho cinidla. Odiida Alibernet ndla
v porovnani s odidou Svatovakinecké @i PFE extrakci v mnohaifpadech 3krat
vyS§S8i obsah anthokyanovych barviv (obr. 5, 6). bto hlediska jsou oddy jako
Alibernet (tzv. barviky) pro izolaci barviv z vinnych slupek vhogsi.

Pro ol# odridy byl jako nejvhodgsi extrakni rozpou&tdlo stanoven methanol,
ikdyZ z hlediska vyuZziti v potravitstvi by bylo vhodjSi pouziti vody pi vysSich
teplotach, kde je dinnost srovnatelna s methanolem. Neagjsi teplota pro PFE
extrakci vSak nebyla zavisla jen na @dl, ale hlave na pouzitém rozpouitle.
Teplotni profily pro jednotliva rozpouftla jsou u obou odd velmi podobné.

Pro uplnost experimefntbyly anthokyany stanoveny takée ve ipfipraveném
z piislusnych odid. Vino z odédy Alibernet obsahovalo asi oretinu \&tSi
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mnozstvi anthokyanovych barviv, nezli 6da Svatovakinecké, u které navic nebyl
kyanidin-3-O-glukosid zastoupenibec. (tab. 1).

180 F Svatovaviinecké [ IDe-3-glc
s [ Ky-3glc
175 B Pt-3-gic
I Methanol I Pn-3-glc
170 B \Mv-3-gic
165
Ethanol Voda
160..<

Anthokyany [mg/g]

O_
1 |I ‘I ‘I W A ‘I ‘I ‘I ‘I

40 60 80 100 120 40 60 80 100 120 40 60 80 100 120

Teplota [C]
Obr. 6 Obsah jednotlivych anthokyénv extraktech hroznovych slupek uadiy
Svatovaxinecké, stanoveny pro jednotliva rozp@d#t a teploty

Tab. 1:Obsah anthokyahve vzorku vina - odda Alibernet a Svatovéwecké

odrida Anthokyany [g/l]
De-3-glc  Ky-3-glc Pt-3-glc Pn-3-glc  Mv-3-glc
Alibernet 0.3794 0.0038 0.4090 0.7644 2.8368
Svatovawinecké 0.1856 - 0.2516 0.2190 1.8768

4.5 Stanoveni radikal-zhasejicich viastnosti pomog&BTS™

Jako reference byla pouzita deionizovana voda. Epdktrum ABTS tvori za
pouzitych experimentalnich podminek (velikost maduoil amplitudy 0,05 mT)
singlet s poloskou ¢ary, AB,,[11.2 mT, g=2.0036. Byl tten soubor deseti spekter
se zaatkem veiteti minug po pidani roztoku ABTS do pislusného systému.

Methanol - vzorky odfidy Svatovaiinecke gipravené z navazky 1,5 g vykazuiji
pii teplotach 40, 60 a 80 °C velmi dobré radikal-#ji@$ vlastnosti - prakticky
okamzig po midani do systému klesd koncentrace ABTS zAvislosti na
schopnosti d&chto extraki terminovat uvedeny Kkation-radikal, coz se projevi
postupnym poklesem intenzity.

Po @idani extrakt pripravenych p teplotach 100 a 120 °C pozorujeme uZ jen
mirny pokles intenzity spektra,cehoz vyplyva, Ze radikal-zhasSejici aktivitzhto
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vzorka je horSi. Ztoho je mozné &dt jednoznany zawr o negativnim vlivu
teploty extrakce na antioxidai vlastnosti sledovanych vzdark

Podobny trend byl nalezen iu vzérlodnidy Alibernet, ale zrny radikal-
zh&Sejici aktivity vzonk s rostouci teplotou nejsou tolik markantni jakoduidy
Svatovavinecké. Uvedené rozdily jsou praymbdobr zpisobeny #iznym
kvalitativnim a kvantitativnim zastoupenim polyféinov jednotlivych odiédach
resp. extraktech z nich.

Casové zavislosti EPR spekter byly matematicky zmrany s cilem
kvantifikovat radikal-zhaSejici vlastnosti jednefich vzorki. Kvantifikace radikal-
zhasSejici aktivity vzonk byla u obou odrd realizovana &kolika zpisoby. Nejlépe
se os¥dcil prepaet na TEAC hodnoty. TEAC, nebolirgpatet na Trolox, byl
realizovan pro hodnoty koncentrace ABT8c¢ase t = 10,5 min. od jehdigavku
do systému. Vyhodou tohotagpditu je, Zze zahrnuje jak objemové péam tak
ziteckéni. Jak je #ejmé z obr. 7, gimeérné hodnoty TEAC se ve vSech vzorcich
odridy Svatovaiinecké pohybuji vrozsahu 1,3-2,4 (navazka 0,5 3%—4,3
(navazka 1,0 g) a5,3-9,0 (navazka 1,5 d)¢gmz je *ejmé mirné zhorSeni
antioxida&ni kapacity s rostouci teplotou extrakce, obzvla¥etelné u vzork
piipravenych z vys$Sich navazek. Uvedeny trend je aaah i u odidy Alibernet,
kde jsou vSak hodnoty v porovnani se Svattnackou odédou vyssi - 3,4-5,8
(navazka 0,5 g) a 7,8-10,9 (navazka 1,0 a 1,5 g).

o | Svatovavinecké -—ot .1 [ Alibernet 1.5g
L i 1.0g ¥
8 L 10 M ¢
L 7
9 7 ¥
7 r 17 m-m MAm ?
r 8 - alniaAl ¥ 7
0’ 7
L (] » 0.5
e o[
msl
O< 5 - 1.0g Bgl
%!
QL[ O S[IAM 7
5 4T 3
sL. o059 o4 7
I ol
3| Al
2| i
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i
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1k glole
I gl
: 0
40 60 80100120 40 60 80100120 40 60 80100120 0 80100120 40 60 80100120 40 60 80100120

Teplota [°C] Teplota [°C]

Obr. 7: Hodnoty Trolox Equivalent Antioxidant Capacity &) stanovené pro vzorky
methanolovych extrakt odri:d Svatovakinecké a Alibernet.

Ethanol - identické experimenty se uskéidy i s ethanolovymi extrakty obou
odrid. Jako reference byla misto vzorku extraktu daésyga ogtovré pridana
deionizovana voda.

Je zajimaveé, Ze ve srovnhani s methanolovymi extiekvliv teploty extrakce na
chovani jednotlivych odid prakticky stejny, jen u ofldy Svatovaiinecké je
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v piipadt methanolovych extraktvyrazrejSi vliv pridavku extraktu nafftomnost
ABTS™,

Po gidani extraki slupek odiidy Svatovavinecké gipravenych pi teplotach
40-80 °C pozorujeme mirny pokles intenzity spektrastouci teplotou extrakce,
zcéehoz vyplyva, Ze radikal-zhasSejici aktivitéchto vzorki se vlivem teploty
extrakce mira zlepSuje, zatimcoipvysSich teplotach extrakce (100-120 °C) se
zhorsuje.

Na obr. 8 jsou znazokény hodnoty TEAC stanovené procobdridy. Pro odiidu
Svatovavinecké se pohybuji vrozmezi 1,4-2,3 (navazka (,5cgZ je hodnota
porovnatelna s methanolovymi extrakty, resp. v rezin2,5-3,6 (navazka 1,0 g) coz
jsou hodnoty v porovnani s methanolem &anizsi. Hodnoty TEAC ukazuji na
mirné zhorSeni antioxidai kapacity s rostouci teplotou extrakce, ke kterém
dochazi pi teplo& nad 80°C.

Hodnoty TEAC jsou pro oddu Alibernet (obr. 8) podlecekavani vyssi - 1,7—
3,5 (navazka 0,5 g) a 3,7-5,9 (navazka 1,0 g). gnoty jsou pblizné jen 30—
40% v porovnani s TEAC hodnotami extiakéto odfidy v methanolu. Zavislost
TEAC hodnot na teplét extrakce potvrzuje zlepSovani antioxida aktivity
jednotlivych extraki v celém teplotnim intervalu.

[ Svatovaviinecké 1.0g [ Alibernet 1.0g
35} 6k 7
s B 77
5|
3,0 7
0.5g
4
()
E 2,5 %,
Q 3 7 7
b 7
Moo %
2+
L
1,5 L
10 40 60 80100120 40 60 80100120 0 40 6080 100 120 40 6080100120
Teplota [°C] Teplota [°C]

Obr. 8: Hodnoty Trolox Equivalent Antioxidant Capacity A&E) stanovené pro
vzorky ethanolovych extraktodrid Svatovakinecké a Alibernet.

Voda- pridavek extrakt obou odiid vede k terminaci ABTS sloZzkami extrakt
podobr¢ jako v gipact methanolovych a ethanolovych extigkive vodnych
extraktech je vSak negtelrgjSi zavislost radikal-zhasSejici aktivity na teglot
extrakce

Ze zavislosti integralu naffenych EPR spekter nsse je mozné konstatovat,
obdobr jako u gedchozich dvou experimentalnich systému, Ze v¥fsizn
antioxid&ni vlastnosti maji extrakty otldy Alibernet.
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Po vyhodnoceni radikal-zhaSejici aktivity pomoci ATE (obr. 9) je tejmy
jednozn&né pozitivni vliv teploty extrakce, jako i navazky arku pouzitého na
extrakci. Pro vysSi navazky (1,0 a 1,5 g) bylo pozano utité ,nasyceni”
antioxida&ni aktivity. Pamérné hodnoty TEAC se pro navazku 0,5 g pohybovaly
v intervalu 0,9-4,1 (Svatovénecké), resp. 2,1-4,2 (Alibernet); pro navazkud.,0
v intervalu 3,5-5,7 (Svatovénecke), resp. 3,3-9,0 (Alibernet) a pro navazikdL,
vintervalu 3,0-6,8 (Svatovémecké), resp. 5,1-10,3 (Alibernet). Tim seétop
potvrdila W&tSi radikal-zhasejici aktivita oty Alibernet.

Hodnoty TEAC jsou v dobrém souladu s praci Peliegrikol. [43], ve které byly
porovnany hodnoty antioxidai kapacity temi riznymi zpisoby pro zeleninu,
ovoce, ovocné a alkoholicé napoje. Pro vzofkangch vin autti udavaji TEAGgTs
hodnoty 1,6-12,0 [43].
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Obr. 9: Hodnoty Trolox Equivalent Antioxidant Capacity &) stanovené pro vzorky
vodnych extraki, odrid Svatovakinecké a Alibernet.

Vliv rozpoustdla na hodnoty TEAC kopiruje trend HPLC profilu @bt GAE -
nejvyssi piimérné hodnoty byly stanoveny pro extrakty v methanolésiedované
vodou a nakonec ethanolem.

4.6 Stanoveni radikal-zhaSejicich vlastnosti pomo@®PPH

Podobg jako v gipads ABTS™ byl méten soubor 10 spekter sesatkem ve iteti
minui po gidani roztokuDPPH do systému. Jako refe¢ahsystém bylo pouzito
vzdy extrakni ¢inidlo (methanol, ethanol, voda). EPR spektrum okat'DPPH
tvoii za pouzitych experimentalnich podminek (velikostdulani amplitudy 0,05
mT, methanol/ethanol) kvintet pochazejici od dveiblizné ekvivalentnich atoiin
dusiku charakterizovany konstantami hyperjemnérakte @; = 0.88 mT, g, =
0.874 mT, g=2.0036.
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Methanol - v piipact obou odéd, podobg jako @i systému s ABTS,
pozorujeme vyrazné radikal-zhasSejici vlastnostierékt se v fipad odndy
Svatovavinecké pi teplo& extrakce nad 80 °C jen ménzhorSuji. U odidy
Alibernet dochazi ke zhorSeni radikal-zhasejicielstmosti uz f teplog 60°C. Vliv
navazky opt potvrdil, Ze navazka jeffmo Uungérna odez¥ systému, a to u obou
odnd.

Analogickym postupem jako fip ABTS™ byl realizovan vypéet TEAGppn
hodnot. Stechiometricky pafn mezi ‘'DPPH a Troloxem je stejny - 2:1. | timto
postupem se jednozér@& potvrdila vySSi antioxidai kapacita vzonk odridy
Alibernet.

Absolutni hodnoty TEAC (obr. 10) jsou pro vzorkyréidly Alibernet giipravené
pii teplo& 40°C a navazky 0,5 a 1,0 g v porovnani s ABTBblizné o 20 % nizsi.
U vzorki pripravovanych z navazky 1,5 g je rozdil v hodn®EAC na urovni 5 %,
coz je s ohledem na chybu zanedbatelné.

VSechny vzorky odidy Svatovavinecké vykazuji v systému ‘B®PPH vyrazs
nizSi hodnoty TEAC v porovnani s ABTSv priméru o 80 %). V pipads ‘DPPH je
zietelrg viditelny vyrazny nepogr TEAC hodnot obou odd. Tepeln& zavislost
hodnot TEAC stanovenych pidoPPH pro ob odridy je analogicka jako pro systém
obsahujici ABTS, s tim rozdilem, Ze zéeny TEAC pro odiidu Svatovaiinecké

nejsou tak markantni.
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Obr. 10: Hodnoty Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAstanovené pro vzorky

vodnych extraki, odrid Svatovakinecké a Alibernet.
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Ethanol - vlivem rostouci teploty extrakce dochazi k mirnéralepSeni
schopnosti jednotlivych vzoikterminovat'DPPH. Tento trend je &p vyrazrgjsi
pro extrakty odidy Alibernet v celém teplotnim intervalu, zatimcgoriab¢hu
spekter nagienych pro odrdu Svatovakinecké zdanliw vyplyva mirné zhorSeni
této schopnosti u extrakpripravenych p teplotach 80-120 °C.

Zavislost TEAC jednotlivych extraktna teplot extrakce a na navazce vzorku je
znazorgna na obr. 11.

Vypocitané hodnoty TEAC pro spektra néiena v 10,5 mingtod pidani'DPPH
do systému potvrzuji trend popsany Favislosti intenzity EPR spektra n&faného

22



za identickych podminek. V absolutnim wvyjédi se hodnoty TEAC extrakt
odridy Svatovasinecké pohybuji v intervalu 0,6-0,9 (0,5 g), re88—0,9 (1,0 g).
Pro extrakty odidy Alibernet jsou tyto hodnoty v rozsahu 0,6-1,® (@), resp. 2,0—
2,9 (1,0 g). Opt se potvrdila vySSi antioxidai kapacita vzonk odridy Alibernet.

V porovnani s extrakty v methanolu jsou hodnoty TEAthanolovych extrait
pro ok odridy vyrazré nizSi, dosahuji iiblizné 30—-40 % oproti methanolu.
Zavislost TEAC na teplétextrakce potvrzuje ivtomto experimentalnim syaté
zlepSovani antioxidai aktivity jednotlivych extrakt s rostouci teplotou extrakce
v celém teplotnim intervalu figemz tento trend je mnohem vyr&g@i pro extrakty
odrady Alibernet.
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Obr. 11: Hodnoty Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAstanovené pro vzorky
vodnych extrak, odrid Svatovakinecke a Alibernet.

Voda - analogicky byla sledovana radikal-zhaSejici akdivitici ‘DPPH
i uvzorki extrahovanych vodou. S ohledem na omezenou rammtsDPPH ve
vodé, byl vtomto experimentalnim systému pouzit rozZidbRPH v ethanolu. Jako
reference byla misto extraktu vzorku pouzita dgiow@na voda. Ggpovneé se
potvrdila pozitivni odezva experimentélniho systémaunavazku vzorku, vyraZjn
pro extrakty odkdy Svatovaiineckeé.

Hodnoty TEAC vypditané pro extrakty obou aitt (obr. 12) pl& potvrzuji
piedchazejici za&ry o vlivu navazky vzorku a teploty extrakce na Rgdnotlivych
vzorkd. Ciselné hodnoty se pohybuji Yipadt odridy Svatovayinecké v intervalu
0,6-1,5 (0,5 g); 1,3-3,4 (1,0 g) a 2,3-4,6 (1,5Whdriidy Alibernet jsou hodnoty
TEAC vyssi a dosahuji 1,3-2,0 (0,5 g); 2,3-5,1 (§)0a 3,6-5,8 (1,5 Q).
V porovnani s ethanolovymi extrakty jsou uvedendnudy vyssi, ale zase nizSi nez
u methanolovych extrait

Pfi sledovani vlivu rozpoustla na antioxidéni aktivitu extrakk je mozno
konstatovat, Ze i vifpad ‘DPPH dosazené vysledky koreluji s obsahem polyienol
Podobny trend byl zaznamenan if¥pac testi s ABTS'. OdliSnosti v absolutnich
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hodnotach TEAGsts a TEAGepy je mozné fipsat jednak rozdim v hodnotach
redoxniho potencialu - podle praci [38, 44, 45pgtencial redukcéEDPPH/DPPH

=0.43V a ABTS/ABTS = 0.68 V [38, 46], stanoveny proti standardadikové
elektrok. Redoxni potencialDPPH umo#uje jeho oxidani reakce is latkami

s niz8im redoxnim potencidlem, kdeZto potencial 8BTyto reakce neumadiije.
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Obr. 12: Hodnoty Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAstanovené pro vzorky

vodnych extrak, odrid Svatovakinecke a Alibernet.

Uvedené rozdily jsou také ovligny odliSnou skladbou antioxidant
v jednotlivych odédach, jakoz i rozdilnymi vlastnostmi rozpaid#l, ovliviwujicimi
extrakci jednotlivych slozek.

4.7 Uréeni antioxidaéni kapacity vzorki v systému DMPO/F&'/H,0,

Tento tzv. Fentonovsky systém byl zvoleny z#lém generovani reaktivnich,
v prvnim kroku pevazne hydroxylovych (OM radikali, které jsou nasledn
schopné reagovatimo s antioxidanty a s dalSimi slozkami systémuni@avat tak
ve vzorku oxidani stres za tvorby dalSich radikalPodobsg jako v gedchozich
experimentech byl gten soubor 10 spekter secatkem ve iteti minug po gridani
H,O, do systému. Jako referam systém bylo pouzito vzdytislusné extradni
¢inidlo (methanol, ethanol, voda).

Methanol - vSechny experimenty byly realizovanyi ppbjemovém porru
F&":H,0, = 100:100 pl. Vzhledem k tomu, Ze iniciatorem byor radikah
v systému je peroxid vodiku, se zac@@k vSechcasow-zavislych experinta
povazoval jako t = 0 - okamzikidani HO, do systému.

Byl otestovan i vliv rozpou8tlla na tvorbu spinovych adukts DMPO.
Z vysledki experimeni vyplyva, Zze kdyz se jako rozpo#&dlo pouzije voda misto
methanolu (aduktyDMPO-CH~OH), v systému dochazi ke generovani sméu
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hydroxylovych radikdl a EPR spektra t¥d tomu odpovidajici spinové adukty
‘DMPO-OH (8=1.49 mT, a=1.49 mT, g=2.0059) [47, 48].

Mimo uvedenych dvou spinovych adiikse ve spektrech realnych vzork
objevuje jest malo intenzivni triplet (@ = 1.65 mT; g = 2.0059), ktery odpovida
aduktu’DMPO-CX, resp.DMPO-R jeho pesna struktura neni znamée&poklada
se, Ze jeho tvorba jeadledkem bd’ rozkladu samotného spinového l&panebo
jiné reakce, ktera v systémuie probihat.

Vzorky obou oditd maji vyrazné antioxidai vlastnosti. Vzorky fipravené pi
teplo€ 40 °C v celémtasovém intervalu #teni vykazuji jen zanedbatelny narust
koncentrace spinovych aduktZ vysledkKi experimeni je Zejmé, Ze vzistajici
teplota vyraza snizuje antioxidéni schopnosti vzoik obou odéd. Tento trend je
o mnoho vyraz&si neZ pi testech s pouZzitim ABTS nebo ‘DPPH radikal -
kvalitativnim porovnanim gibéhu EPR spekter naffenych pro vzorky fipravené
pii razné teplot extrakce je mozné dospk zawru, Zze vzorky tepefhnamahanéip
120 °C prakticky ztraceji schopnost terminovat kalyi produkované v systému.
Intenzita spekter je porovnatelna, igads odridy Alibernet dokonce vysSi, nez je
intenzita spekter v referénim systému.

Co se tykacasového pibéhu EPR spekter naffeného pro vzorky oddy
Alibernet, je patebné poznamenat, Z€ pgou referetni systémy pro abodnidy
identické co do objemovych i koncentnéch pongra, pribéh tvorby spinovych
adukti je odliSny. Opakované &feni naznéuji, Ze zatimco vipact odridy
Svatovavinecké pozorujeme narust koncentrace spinovych tadwidisledku
probihajicich redoxnich prodedez konkuretni antioxid&ni reakce, v fipact
reference nagtené pro odidu Alibernet je zejmé, Ze vyzek spinovych aduktje
nizsi, coz nasydcuje tomu, ze dochazi k interakcim se slozkami systé

Vzhledem k tomu, Ze samotny refetehsystém zadné antioxidanty neobsahoval,
muselo dojit Bhem experimentu k sekundarni kontaminaci. R¥pedobr
dochazelo k usazovani slozek vzorku nand&th kyvety, coz jsme ip odradé
Svatovavinecké nepozorovali. Kili objektivité vysledki, kdyZ je opakovatelnost
meéreni s ohledem na povahu EPR experimenyborna, byla ke zpracovani pouzita
spektra tak, jak byla nasfena. Vychazelo sefipom z toho, Ze vSechny vzorky této
odridy jsou zatiZzeny toutéZ chybouiani.

Kvantifikace antioxidani aktivity vzorki byla uskuténéna podobnym zisobem,
jaky byl pouzit pro vzorky Tokajskyckervenych a bilych vin v praci Stasko et al.
[38]. Porovnavala se koncentrace spinovych aduktprislusSném vzorku
s koncentraci aduktv referegnim systému ¥ase 33 minut po fani peroxidu
vodiku (tj. dvojity integral posledniho ze sériemé#enych EPR spekter pro vzorek
a k rtemu koresponduijici reference). Rozdihto dvou hodnot udava parametr RS -
(Radical Scavenged, obr. 13). Ve snagjipod absolutnich hodnot k relativnim,
byla hodnota RS vyjadna v % podle vztahu:

(ADUKTY )yz — C(ADUKTY )Rer £100 (1)

c
% RS=

C(ADUKTY )REF
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Hodnota % RS iimo vyjaduje antioxid&ni schopnost iislusného vzorku, resp.
jeho schopnost eliminovat radikaly vznikajici v esmentalnim systému (tab. 2).
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Obr. 13: Zavislost ploSného integralu EPR spektra (reldtikoncentraceDMPO aduki:
ziskana dvojitou integraci EPR spekter @aemych Bhem 33 minut od/dani H,O, do
systému (¢ (H,0,)= 0.1 mol.dnT) ve vzorcich odidy Svatovatinecké a Alibernet
pripravenych z navazky 1,5 g. Jako reference bylipoisty methanol.

Ethanol - experimenty byly uskuteény za identickych podminek jako
u methanolu.

Podle @éekavani v nagienych EPR spektrech podle simtiaanalyzy dominuiji
adukty ' DMPO-CH~CH~OH (a=1.59 mT, a=2.3 mT, g=2.0052) a detekovali
jsme téz aduktypMPO-OH resp. rozkladné produkKfMPO-CX [49, 50].

Podobr jako u methanolovych extraktvzorky obou odid vykazuji vyrazné
antioxida&ni vlastnosti. Z vysledk experimeni je Zejmé, Ze viistajici teplota
shizuje antioxidéni schopnosti vzork obou odiid, tento trend vSak neni tolik
markantni jako u methanolovych extrakPri porovnani jednotlivych odd je ot
zietelna lepSi antioxidai aktivita odiidy Alibernet proti Svatovaineckému.

Kvantifikace antioxidani aktivity byla uskuténéna gepaitem na hodnoty RS %
(rov. 1, obr. 14, tab. 2, [38]) - vysledky plpodporuji uvedené zémy. Kvili
odez¢ systéemu musely byt vzorky adty Alibernet zedéné. Hodnoty RS v tab. 2
vSak toto redéni nezohleduji vzhledem k neredlnosti ziskanych vysigdRS> 100
%).

Zajimavé je porovnani vlivu navazky vzorku na axilecni aktivitu (tab. 2).
Z vypceitanych hodnot RS jefetelné, Ze pro extrakty agty Svatovatinecké je
v celém teplotnim intervalu tato hodnota pro exiygiipravené z 1,0 g nizsi nez
u extraki z navazky 0,5 g. Uvedené rozdily se pro nizSiotgpéxtrakce pohybuiji
na arovni chyby réeni, pro vySSi teploty jsou markagii. Podobny trend byl
pozorovan iu methanolovych extraktpripravenych p 60, 100 a 120 °C.
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Obr. 14: Zavislost ploSného integralu EPR spektra (reldtikoncentraceDMPO aduk
ziskana dvojitou integraci EPR spekter @aemych Bhem 33 minut od/dani H,O, do
systému (¢ (H,O,)= 0.1 mol.dnT). ve vzorcich odidy Svatovakinecké a Alibernet
pripravenych z navazky 1.0 g. Jako reference bylipoisty ethanol.

Cas po pfidani H,0,, min

Tab. 2:Porovnani antioxidéni aktivity vzork v jednotlivych rozpou&tlech.

Antioxida¢ni aktivita
Navazka | Teplota | % RS methanol % RS ethanol
[g] [°C] sv [ A sv. | A
0.5 42.9 59.9 42.4 40.1
1 40 66.0 88.6 38.7 59.6
1.5 85.4 90.8 — —
0.5 37.7 47.9 42.7 34.2
1 60 26.9 63.7 37.1 46.0
1.5 82.3 84.2 - -
0.5 12.2 50.8 47.5 39.3
1 80 31.9 39.7 40.2 47.1
15 40.3 814 — —
0.5 31.3 48.2 42.7 34.5
1 100 23.2 24.0 32.0 48.9
1.5 34.7 34.6 - -
0.5 32.1 22.3 47.0 325
1 120 8.6 0 30.1 445
1.5 12.2 0 — —

*Pozn.: Extrakty odidy Alibernet v ethanolu bylyedkny ethanolem v pogmnu 1:2 (0.5 g) a 1:4

(2.0 g).

Pro uvedeny jev v s@asnosti neexistuje jednozimg vyswtleni, Ize jen
predopkladat, uwitou zmenu konformace jednotlivych polyfenolickych struktur
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vzik dimer, cyklickych resp. polyaromatickych skenin a dalSich latek, vlivem
rostouci teploty extrakce, coz by nasledredlo ke zminé reaktivity €chto latek
s hydroxylovymi radikaly.

Vysledky experimerit s DMPO jsou, co se tyk& vlivu teploty extrakce na
antioxida&ni aktivitu extrakli, v piimém rozporu s testy antioxigid@ich vlastnosti
ethanolovych extrakt obou odiéd pomoci ABTS a ‘DPPH radikal a dolte
koreluji s chovanim extraktv methanolu. Bvody jsou uvedeny vipdchazejicich
castech a vyplyvaji iedevSim z reaktivity aktivnich sloZzekiepgevsim polyfendl
s pridanymi, resp. generovanymi oxidanty. Vyznamnyiimitelem je hodnota
redoxniho potencialu jednotlivych slozek, kterdhmaujici nérou ovliviiuje jejich
reaktivitu a v nezanedbatelné imi iefekt polarity a protickych vlastnosti
rozpoustdla.

Voda - analogicka série experim@&nbyla uskuténéna s Fentonovym systémem
i ve vodném prosedi. Vysledky experimefitse vyraza liSi od vysledk pro
extrakty v methanolu i v ethanolu - prezentovanygiiedchozicktastech.

S ohledem na specificky {d¢ch EPR spekter nema v tomtaigmds smysl
vyjadiovat réjaké pro nebo anti oxidai chovani jednotlivych extrakt Fentoriv
systém produkujici hydroxylové radikaly s posuzovani antioxidaich vlastnosti
extrakti z hroznovych slupek obou dd, pri pouziti vody jako extrakniho ¢inidla,
neosedcil.

4.8 Porovnani vlastnosti extrakii z hroznovych slupek a vina

Pro uplnost byly porovnany vlastnosti extiakt hroznovych slupek a finalni
vino, pipravené ztotoznych odll Svatovaivinecké a Alibernet klasickym
postupem. Byl sledovan obsah polyfanolrEACusts, TEAChrpy @ % RS. Obsah
polyfenoli byl kvili spoleiné kalibr&ni kiivce porovan s vodnymi extrakty. Ostatni
sledované parametry byly s ohledem na sloZeni \dngitomnost ethanolu
porovnany s hodnotami stanovenymi pro ethanolowalety.

Z porovnani obsahu polyferio{tab. 3) je Zejmé, Ze v obouifpadech se hodnoty
GAE pohybuji nad nejvy§Simi hodnotami stanovenymo odné extrakty.
Stanovené hodnoty pro vino jsou v obotippdech porovnatelné s hodnotami
stanovenymi pro methanolové extrakty.

Tab. 3:Porovnani charakterizujicich paramegtstanovenych ve vzorcich vin.
GAE ABTS™ ‘DPPH % RS*
[mg/100 g] K, min™ TEAC k', min® TEAC
Svatovavinecké  185.9 0.2134 15.9 0.1835 4.0 53.2
Alibernet 286.8 0.2919 21.9 0.3009 5.4 15.8
* Hodnoty RS jsou fepcaiitany na redéni vina 10x.

Vino

28



Oba vzorky vin projevuji vyrazné schopnosti termimokation-radikal ABTS
i ‘'DPPH. V obou experimentech se podlgelavani av souladu s experimenty
s extrakty z hroznovych slupek ukazal jako lep&ioaidant vzorek vina oddy
Alibernet. LepSi antioxidmi vlastnosti vyplyvaji z hodnot formélnich rychioish
konstant zaniku ABTS a ‘DPPH, jakoZ i z hodnot TEAC vyptianych pro oba
realkéni systémy (tab. 3).

Hodnoty TEAC jsou vySSi nez préané vzorky ovocnycht@av a vin v porovnani
s praci Pellegrini a kol. [51], ale jsou v dobrérdtaci s hodnotami uvedenymi
v praci Stasko a kol. [52], ve které byly antioxidavlastnosti likéli porovhavany
s vlastnostmi bilych &ervenych vin. Hodnoty TEAC stanovené v extraktech
hroznovych bobuli jsou vyragmizsi.

Vysledky experimerit v systému DMPO/F&H,0, rovréZ prokazaly schopnost
odrida Svatovakinecké, coz potvrzuji hodnoty % RS (tab. 3) - cezvjrozporu
s vysledky dosazenymi pro extrakty z hroznovyclpeku
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5. ZAVER

Pomoci dostupné experimentalni techniky a statigtic metod byly
charakterizovany extrakty dvoéervenych odid Vitis vinifera (Svatovavinecké
a Alibernet), pipravené extrakci rozpoustiem (methanol, ethanol) za zvySené
teploty a tlaku (PFE) a extrakci sttaou kapalnou horkou vodou (PHWE). Byly
pouzity ¥ navazky vzorku lyofilizovanych hroznovych slupék5 g, 1 g a 1,5 g)
v teplotnim intervalu 40-120 °C.

Bylo sledovano pH, obsah polyfefol trichromatické satadnice, obsah
jednotlivych anthokyain a vliv parameit extrakce na radikal-zhasejici resp.
antioxid&ni aktivitu vzorki, kterd byla sledovana veéeth Gznych systémech
(ABTS™, 'DPPH a Fentoiv systém a vyuzZitim synového lagaDMPO). Byl
sledovan vliv podminekifpravy vzorki (navazka, teplota extrakce, rozpdsn).
Statistickymi metodami byly vygteny vzdjemné korelace mezi sledovanymi
velicinami.

Striené je mozné shrnout dosazené vysledky naslegovn

» Potvrdilo se, ze extrakce rozpatdiem za zvySené teploty a tlaku (PFE)
a extrakce stkgenou kapalnou horkou vodou (PHWE) je vhodna fipravu
vzorki s vyuZzitim v potravinéstvi.

» Byl prostudovan vliv rozpou&tlla na jednotlivé charakteristiky. PouZziti
solvenfi s iznou polaritou vyrazh ovliviiuje antioxid&ni chovani vzork,

z divodu ovlivreni proton-donorove aktivity antioxidantrozpou&dlem
[53].

» Byl stanoven HPLC profil jednotlivych anthoky@anpricemz bylo dosazeno
dobré shody s UV/VIS experimenty, nikoliv vSak sRE€xperimenty.

* Vliv pH na antioxid&ni vlastnosti systému je bez ohledu na druh poodité
rozpoustdla zanedbatelny.

* Byl potvrzen vyznamny vliv navazky vzorku na hodnatledovanych
parametii, nejlepSi odezvu vykazovaly extraktyfigpavené z 1,0 g
lyofilizovanych hroznovych slupek.

* Vyznamnym faktorem, ovliwjicim wtSinu parametr, byla teplota extrakce,
jeji vliv se liSi podle pouzitého rozpoudta.

Ve vSeobecnosti je mozné konstatovat, Ze z hledisig&Znosti (obsah
anthokyani) se jako optimalni jevi teplota 40 °C pro methaad@0 °C pro ethanol
a vodu. Ostatni parametry (celkovy obsah polyfém@oantioxid&ni charakteristiky)
vykazuji nejlepsi vlastnosti odli&fjen pro ethanol a vodu a téi 120-140 °C. Dalsi
rust teploty (nad 140 °C) #Zgobuje degradaci vzaikk coz se projevuje postupnym
zhorSovanim vSech sledovanych vlastnosti.

Slupky hroznovych bobuli jsou vyznamnym zdrojemiaadanti, odkud se
v procesu vyroby dostavaji do vina.
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Co se tyka zhodnoceni nejlepSiho vzorku z hledek@goxida&nich vlastnosti,
neni mozné tyto vysledky generalizovat, protoZzedigazzorek je ve vSeobecnosti
biologicky systém a ma specifickou odezvu na poémixidainiho stresu.
Vyznamnym parametrem je redoxni potencial sloZejich vzdjemné koncentai
ponery a mozné synergickéupobeni. V neposledrifad jsou dilezitymi faktory
zpasob gipravy vzorku, pouZzité experimentélni podminky d@adiéa vyhodnoceni.

Byly potvrzeny vyrazné antioxidai vlastnosti vSech extrakta to ve vSech
sledovanych rozpouXtlech. NejlepSi odezva systému byla dosaZzena prakéx
v methanolu > vo#l > ethanolu. S ohledem na uvazované vyuZiti exirgkb
potravindské &ely se jako nejfjatelnejSi alternativa jevi extrakty ve véd
pripravené pi vyssSich teplotach (120-140 °C).

V porovnani s extrakty z hroznovych slupek jsouicmacni vlastnosti vina
lepSi, v uzké korelaci sobsahem polyfenolickychtekd Nezanedbatelnym
parametrem v této souvislosti je vliv fermenta@spektive vyrobni technologie na
kvalitu a vlastnosti vina.

Z obou studovanych odld byla jako vhod§Si zdroj pro extrakci anthokyén
a jejich nasledné vyuziti v potravis&ém ptimyslu ugena odiida Alibernet. Tato
odrida n€la asi 3krat vysSSi obsah anthokyianeZli odfida Svatovakinecké a mila
také lepSi antioxidani vlastnosti.

Pro separaci anthokyaryl pouzit novy typ kolony G Max-RP (Phenomenex).
Tato kolona byla vyrobena speciélpro separaci anthokyanFxi pouziti kolony
C;, Max-RP byl zaznamenan vysokyélidi Ucinek anthokyat oproticasto
pouzivanym kolonam typu.g

Také off-line spojeni technik PFE (PHWE) a EPR ls&zalo jako velice finosné
a je dosud jedinmé. Vysledky prokazaly, ze PFE (PHWE) je vhodnouoaeu
potencial@ pouzitelnou pro vyrobuiznych produki vyuzitelnych v potravinétvi.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ASYMBOL U

ABTS™
CDA
‘CH;

CIE Lab
CO,
DAD
De-3-glc
DMPO
‘DPPH
EPR
Fe*
GAE
H.O,
HOO, RO
HPLC
Ky-3-glc
Mv-3-glc
O,

‘OH
PCA

PFE, PSE, ASE

Pg-3-glc
Pn-3-glc
PHWE
Pt-3-glc
RO
RSE
SO
TEAC
TPC
Trolox
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2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfondyéseliny
kanonicka diskriminani analyza

methylovy radikal

trichromatické sdadnice

oxid uhlgity

spektrofotometricky detektor s diodovym polem
delfinidin-3©-glukosid
(5,5-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid)
1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

elektronova paramagneticka rezonance
Zeleznaty kation

ekvivalenty kyseliny gallové

peroxid vodiku

hydroperoxylovy a alkoxylovy radikal

vysoce &nna kapalinova chromatografie
kyanidin-30©-glukosid

malvidin-3O-glukosid

superoxidovy aniénovy radikal

hydroxylovy radikal

analyza hlavnich komponent

vysokotlaka extrakce rozpédigém

pelargonidin-®-glukosid

peonidin-3-glukosid

extrakce kapalnou horkou gdaou vodou
petunidin-3-glukosid

peroxylovy radikal

radikal-zhasejici efekt

oxid sficity

prepaitena antioxidéni aktivita na ekvivalenty Troloxu
celkovy obsah polyfenol

(6-hydroxy-2,5,7,8- tetramethylchroman-2k@xylova kyselina,
vodeérozpustny analog vitaminu E)
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