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ABSTRAKT

Néplni této diplomové prace bylo srovnani obsahu anthokyanovych barviv v riznych
odradéach slechténého bezu cerného (Sambucus nigra L.). Déle byl studovan vztah mezi
obsahem anthokyanovych barviv ve vybranych vzorcich modrych odrid hroznt (Vitis vinifera
L.) a polohu trati, kde byly hrozny vypé&stovany.

Teoreticka Cast prace charakterizuje vlastnosti cerného bezu a vinnych hroznl po strance
botanické, chemické a jejich vyuziti v potravinarském primyslu. Dominantni ¢ast tvofi popis
anthokyanovych barviv, moznosti jejich stanoveni ve vzorcich ¢erného bezu a vinnych hroznt
s dirazem na metodu pH-diferencidlni a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

Cilem prvni experimentalni ¢asti bylo porovnat obsah celkovych anthokyani v patnacti
odriidach Eerného bezu. Pro péstovani Eerného bezu na tizemi Ceské republiky byly pomoci
pouzitych metod HPLC a pH-diferencialni vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi odridy Mammut,
Samyl a Riese aus Vossloch, které svym obsahem anthokayni piedcily ostatnich dvanact
odrid.

Naslednd druhda cast experimentalni nabizi ptehled celkovych anthokyant v deviti
odriiddch modrych kultivari vinné révy, péstovanych v mikulovské oblasti. Pouzitymi
metodami stanoveni byly opét HPLC a pH-diferencidlni. Nejvyssi produkei barviv
predstavovaly odridy Alibernet a Neronet. Soucasna studie, zamé&fujici se na vhodnost polohy
vini¢ni traté, poukazala na jizni az jihovychodni orientaci vysadby.

Zaveérem experimentalni Casti bylo provedeno srovndni obou metod stanoveni. Metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie poskytovala velmi pfesné vysledky oproti méné
naro¢né pH-diferencialni metod¢ stanoveni, kterd se ukazala vhodna pro orientatni méteni
obsahu anthokyant v realnych vzorcich.

KLICOVA SLOVA

Anthokyanova barviva, cerny bez, vinna réva, vysokoucinna kapalinova chromatografie,
pH-diferencidlni metoda stanoveni celkovych anthokyant.



ABSTRACT

The purpose of this thesis is to compare the contents anthocyans in different varieties
of European elderberry (Sambucus nigra L.). It was also studied the relationship between
the content anthocyans in selected samples of blue grape varieties (Vitis vinifera L.) and
position of the track, where the grapes were grown.

The theoretical part describes elderberries and grapes in terms of botanical, chemical, and
in terms of their using in the food industry. The dominant part of this chapter is to describe
anthocyans and possibilities for their determination in the elderberry and grapes. Emphasis
has been placed on the pH-differential method and determination by high performance liquid
chromatography.

The experiments are divided into two parts. The aim of the first experimental part is
comparison of the total anthocyanins content in fifteen varieties of elderberry. The performed
analysis shows that in terms of anthocyanins content for cultivation of elderberry in the Czech
Republic the most suitable varieties are Mammut, Samyl, Reis aus Vossloch and Haschberg.

In the second part of the experiments were determined total anthocyanins content in nine
varieties of blue grape grown in the Mikulov region. For determination were used HPLC and
pH-differential methods, as well as in the first part. The highest content of pigments was
found in varieties Alibernet and Neronet. The present study focused on the suitability of the
location pointed to vineyard south to southeast orientation plantings.

At the end of the experimental part is a comparison of both methods of determination.
Method using high performance liquid chromatography to provide very accurate results
compared to less demanding pH-differential method of determination. This is recommended
only for tentative determination of anthocyanins content in real samples.

KEYWORDS

Anthocyanin pigments, elderberry, grapevine, high-performance liquid chromatography,
the pH-differential method for the determination of total anthocyanins.
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1 UVOD

Kvéty 1 plody ¢erného bezu (Sambucus nigra) se jiz v minulosti staly soucasti lidského
1¢écitelstvi a lidové kuchyné. Diky dneSnim modernim 1ékafskym metodam bylo prokazano, ze
cerny bez ma pozitivni U¢inky na cévni systém Cloveka, snizuje horecku, podporuje spravné
traveni a miize pfispivat k prevenci proti rakoviné. Bezinky obsahuji nezanedbatelné mnozstvi
vitaminu C a jsou vybornym zdrojem anthokyanovych barviv. Pfedevsim plody byly a jsou
pouzivany na vyrobu marmelad, sirupl, zavafenin i vina. Diky vysokému obsahu barviv
nachazeji nyni Siroké uplatnéni v potravinaiském primyslu, zejména jako barvivo vhodné k
obarveni dzust, jogurtl a mnoha dal$ich vyrobki.

Cerny bez patii do &eledi Caprifoliaceae — zimolezovité. Roste hojné v mirném pasmu
jako bez plany a neni prakticky vilbec narocny na péstovani. Rod Sambus pfedstavuje kolem
40 druhti. V dnes$ni dob¢ se péstitelské vyzkumy zajimaji o Slechténé druhy, které produkuji
ve velké mife slouCeniny cenéné v potravinaiském primyslu. V malych vymérach se péstuji
odridy Bohatka, Dana a Sambo na Slovensku. Odridy Haschberg a Donau zase v Rakousku.
Mezi vyznamné péstitele patii také staty Dansko nebo Mad'arsko. Na tzemi Ceské republiky
se Slechtény Cerny bez péstuje velmi kratce.

Vinna réva (Vitis vinifera L.) je dalsi rostlinou, kterou lidé po staleti vyuzivaji. Plody vinné
révy jsou velmi zddané na vyrobu vina, pfipadné¢ vinného mostu. Hrozny pro svilij obsah
vitaminll a dalsi blahodarnych sloucenin jako jsou antioxidanty, pfispivaji k Cisténi krve a
metabolismu. Pravidelné pozivani vyrobkli zplodd vinné révy pfiznivé ovliviiuje
kardiovaskularni systém.

Vinna réva se vyskytuje v mnoha odridach. Péstuje se zejména v mirném a subtropickém
pasmu. Jedna se o teplomilnou rostlinu a na kvalitu a vynosnost plodi ma nejvétsi vliv
dostatek slunecniho zéafeni. DneSni doba klade diiraz na vysokou kvalitu vyroby jakostniho
roli.

Modré odridy vinné révy a cerny bez obsahuji dilezité polyfenolické slouceniny,

anthokyanova barviva, které se fadi mezi flavonoidni latky. Anthokyany se chovaji jako
antioxidanty a proto pfispivaji k prevenci nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni. Déle
se vyznacuji antimikrobialnimi a protizanétlivymi G¢inky. Jsou jimi obohacovany jidelnicky i
potravinové dopliiky. V potravinafstvi se anthokyany pouzivaji jako pfirodni barvivo pro
potraviny a je zndmé pod kodem E163.
Diplomova prace je dil¢i soucasti vyzkumného tkolu QH92223 — Vyzkumm odriid ¢erné¢ho
bezu pro vyuziti ovocnaiské praxi, ktery feSi Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnarsky
Holovousy s.r.o. Ke stanoveni anthokyant byly pouZzity pH-diferencidlni metoda stanoveni
celkového obsahu anthokyanii a vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s detekci diodovym
polem. Atnhokyanové pigmenty byly stanovovany v redlnych vzorcich rtznych odriad
¢erné¢ho bezu a modrych kultivar vinné révy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cerny bez (Sambucus nigra L.)

Cerny bez (Sambucus nigra L.) je velmi znamy a nenaroény kef rostouci v pasu mirném i
subtropickém. V Evropé€ je znamo ptes 20 druhti ¢erného bezu. Jedna se o 2 - 4 metry vysoky
opadavy ket z ¢eledi zimolezovitych (Caprifoliaceae). Listy jsou fapikaté, lichozpetené, s 5
az 9 listky, dlouhé az 15 cm, zejména na rubu chlupaté. Po rozemnuti mirn¢ pachnouci. Kvéty
jsou uspotadany v hustych, vrcholovych, plochych chocholicich o priméru 10 az 25 cm. Jsou
oboupohlavé, mohou byt bilé¢ az nazloutlé a maji pfijemnou vini. Plody nartstaji do velikosti
5 az 8 mm v podobé¢ Cerné bobule, tzv. bezinka. Jsou fazeny mezi kulaté peckovice obsahujici
2 az 3 seminka. Cerny bez kvete v Servnu aZ ¢ervenci. Plody dozravaji od &ervence do zafi.
Pfi péstovani v nasich polohach se ¢ernému bezu nejvice daii na vlh¢ich humdéznich piidach
s vy$§im obsahem dusiku, tedy na okrajich lest, pasek, lidskych obydli a zahradach. Roste
na slunci i ve stinu. Cerny bez se také vysazuje na smetitich, protoze vyznamné ovliviiuje
rozklad organické hmoty a zlepSuje kvalitu pady. [1, 2]

Dalsimi druhy ¢erného bezu jsou napiiklad bez hroznaty (Sambucus racemosa L.), ktery
byl pivodné rozsifen ve stfedni Evropé. Odolava velmi nizkym teplotdm a jeho rumélkovée
byva Casto Slechtén. Bez kanadsky, latinsky Sambucus canadensis, je Casto péstovan v severni
Americe a je velmi mrazuvzdorny. Plody tohoto bezu maji purpurové cervenou barvu a
dozravaji v zafi. V minulosti se z néj vyrabélo i1 vino. Bez modry (Sambucus caerulea L.) opét
pochéazi ze severni Ameriky. Plody maji modré zbarveni a v Americe se z nich vyrabi
marmeldda. Vlastnosti a naroky na péstovani ma obdobné jako druh Sambucus canadensis az
na modroc¢ernou barvu plodu. Sambucus mexicana pochazejici z jizni Ameriky se vyrovnava
chuti ostruzinam. Bez pyfity (Sambucus pubens L.) pochdzi z vlhkych lest severni Ameriky.
Jeho plody maji Sarlatové Cervenou barvu, a pokud jde o ndroky na péstovani, neni o moc

Obr. 1, 2: Cerny bez — kvéty, plody. [4, 5]



2.1.1 Chemické sloZeni ¢erného bezu

Kvéty bezu obsahuji v malém mnozstvi silice, z flavonoidl rutin, astragalin a kvercetin,
tiisloviny, aminy, sacharidy, organické¢ kyseliny, fenolové latky, rozpadové produkty
glykosidu sambunigrinu, sliz a mineralni latky. [2, 6]

Plody ¢erného bezu a produkty z n¢j vyrobené jsou velmi dilezité pro kvalitni lidskou
vyzivu. Jsou zdrojem nepostradatelnych latek pro lidské télo. Jejich biologickd hodnota je
dana vysokym obsahem vitamint (A, B, C), mineralii, pektinl, barviv, celulézovych vldken,
cukrt, organickych kyselin, karotenoidu a tfislovin. Obsah vitaminu C je srovnatelny se Sipky
a ¢ernym rybizem. Celkové maji plody nizkou energetickou hodnotu. [7, 8]

Obsah celulézy je velmi dulezity pii snizovani rizika vzniku diabetes typu Il a srdecnich
onemocnéni. Poméha pfi snizovani vysoké hladiny cholesterolu a obezité. Celuldza je
zastoupena ve vlakniné a tudiz pozitivné ovliviiuje travici trakt. Snizuje kontakt mezi
potencialné skodlivymi latkami a gastrointestinalnim ustrojim. [7, 8]

Diky vysokému obsahu vitaminu C a anthokyanii mé& cerny bez antioxidaéni a
protinadorové ucinky. [7, 8]

Tab. 1: Vybrané latky nachazejici se v plodech cerného bezu [7]

Obsahové latky v bezovych plodech obsah
Veskeré cukry (%) 8,88
Redukujici cukry (%) 8,55
Sacharéza (%) 0,33
Pektiny (%) 0,16
Celuloza (%) 1,65
Kyselina citronova (celkova kyselost - %) 1,30
Popel (%) 0,92
Anthokyaniny (mg1™) 863,89
Polymerizovana barviva (%) 0,03
Vitamin C (mg'1™") 34,10

Mineralni latky jsou v bezinkédch obsazeny ve formé organické soli, anorganické kyseliny,
nebo jako komplex organickych soli. Jsou rozpusténé v bunécnych stavach. [8]

Tab. 2: Obsah nejvyznamnejsich mineralnich latek v cerném bezu [7]

Mineralni zastoupeni Obsah (mg-1™)

K 391,33
P 54,00

Ca 28,06

Na 2,17

Mg 25,99

Fe 1,86

Zn 0,36

Mn 0,27

Cu 0,14




Bezinky obsahuji celkem vysoké mnozstvi proteinii a aminokyselin. Obsah proteint se
pohybuje kolem 2,84 g ve 100 ml §tavy. Z aminokyselin jsou obsazeny jak esencialni, tak i
neesencialni kyseliny: lysin, alanin, threonin, glycin, valin, serin, prolin, izoleucin, leucin,
metionin, histidin, fenylalanin, glutamin, asparagin, cystin, tyrozin. Plody cerného bezu
neobsahuji acetylované anthokyanidiny, coz je pro né charakteristické. Nalezené
anthokyanidiny jsou pouze derivaty kyanidinu. Zadné jiné nebyly identifikovany. Jsou jimi:
kyanidin-3-sambubiosid,  kyanidin-3-glukosid, = kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid a
kyanidin-3,5-diglukosid. [8]

Listy obsahuji sambunigrin, rutin, kvercetin, vitamin C, alkaloid samicin, tfisloviny,
pryskyfice, cukry, dusi¢nan draselny.

Kira obsahuje také tfisloviny a pryskyfici, dale zluty étericky olej, cholin, fytosterin,
kyselinu valerovou a alkaloid sambucin.

Pro lidské pouziti se sbiraji kvéty nebo plody. I pies detekovatelnou toxicitu se vyuzivaji
také listy. V pfimétenych koncentracich nachéazeji uplatnéni pfi léCeni revnatismu a koznich
chorob. Pokud by byla lidskému organismu podana vyssi davka lista, ¢i kiry, projevily by se
neblahé disledky v podobé silného zvraceni, prijmi a celkové slabosti.

Velmi cenny pfinos pro zdravi nabizi kvéty Cerného bezu. Jsou mocopudné, snizuji
horecku a plsobi blahodarné na cévni stény. Kvéty se nejCastéji zpracovavaji na sirup
spolecné s cukrem a kyselinou citronovou.

Plody bezu maji analgetické uCinky, podéavaji se zejména pii migrénach, bolestech
trojklanného nervu, patefe ¢i kloubli. Dale pomahaji pifi kieCich traviciho ustroji a pfi
nadymani. [6, 7, §]

2.1.2 VyuZiti ¢erného bezu v potravinaiském primyslu

Cerny bez ma irokou paletu vyuziti. Uplatnéni nachazi pii vyrobé bezinkové §tavy, vina
nebo likért. Plody ¢erného bezu je nutné kratce povaftit, nebot’ jsou v syrovém stavu mirné
jedovaté kvili obsahu sambunigrinu. Tato latka se vSak zahiatim rozklada [9]

Obr. 3: Bezovy sirup. [10]

Z plodu bezinek je také mozné pfipravovat zavaieniny, marmelady nebo povidla. SuSené
kvéty cerného bezu se tradicné pouzivaji na piipravu lécivych caji. [9]
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Obr. 4: Kvety cerného bezu urcené k pripravé caje. [11]

V soucasné dobé¢ se plody bezu zpracovavaji pievazné na bezovy koncentrat, z n¢hoz se
ziskava cenné piirodni potravinarské barvivo. V minulosti se vyuZzivalo téZ na obarveni latek.
Bezinky se také ptidavaji jako ovocna slozka do jogurtii, s ozna¢enim lesni smes.

Obr. 5: Vyuziti plodit cerného bezu jako ovocné slozky do jogurtui. [12]

V moderni mediciné jsou provadény vyzkumy, které dokazuji, ze cCerny bez ma
protirakovinné uc¢inky. Ve studiich byly prokazany inhibi¢ni uCinky na enzymy, které
podporuji karcinogenezi. [6, 13]

2.1.3 Odridy ¢erného bezu [14]

Cerny bez ma ¢im dal vét§i vyuziti v potravinaiském pramyslu jako barvivo a ve farmacii
jako 1écivo. Proto byl kladen diraz na jeho kvalitu. Po staleti byly uzivany pouze divoké
druhy cerného bezu. Na pocatku 20. stoleti se vyuziti bezu natolik rozmohlo, Zze bylo potieba
zvysit nejen vynos plodiny, ale i eliminovat obsah toxického heteroglykosidu sambunigrinu.
Byly proto vyslechtény kulturni odridy s pfiznivejSimi vlastnostmi. Rozdily ve vlastnostech
spocivaly v rastu difevin, vysoké plodnosti, velikosti a mnoZzstvi plodenstvi, stejnosmérnosti
v dozravani plodii, mechanicko-fyzikdlné¢ a chutoveé senzorickych vlastnostech ploda,
chemickych vlastnostech bezu a tfeba v intervalu dozravani jednotlivych plodenstvi. Oproti

11



planému bezu obsahuji kulturni odriidy desetinu sambunigrinu. Z ekonomického hlediska
poskytuji kulturni odridy mnohem vyssi vynosy nez bez plany.

Prvni Slechténi ¢erného bezu se odehravalo v Americe kolem roku 1890, ve staté Minesota.
Dalsi pokusy o Slechténi probihaly od roku 1926 v New Yorku, Kanad¢. Nakonec se Slechténi
c¢ern¢ho bezu ujalo 1 v Evropé a to zejména na uzemi Némecka a Danska. Z Némecka je
znama odriida Mamuth, z Rakouska Haschberg. Nejvice Slechténych odriid v Evropé pochazi
z Déanska. Jsou jimi Kersor, Allesd. Pro vyrobu $§t4v jsou to Samyl, Samidan, Sampo a
Samdal. Jelikoz na izemi Ceské republiky nebyl zadny &erny bez $lechtén, je dilezity, pro
pestovani na nasem uzemi, spravny vybér odrady. Kritéria pro vybér jsou hlavné hospodarské
znaky udavajici vynosnost a péstitelské naroky. V soucasnosti jsou v CR pokusné vysazovany
bezové sady odrud vyslechténych v zahranici.

2.2 Vinna réva (Vitis vinifera L.)

V obdobi ptirozeného vyvoje podléhaly révovité rostliny pifirodnimu vybéru jedinct
na Cetnych stanovistich. Postupné se vytvofilo nékolik druht rodu Vitis, adaptovanych
k ur¢itym klimatickym podminkam. Nékteré zakladni vlastnosti maji vSak spole¢né. Rod Vitis
se d¢li na dva podrody, a to na Muscandinia a Euvitis. Muscandinia ma jen dva druhy a
od podrodu Euvitis se 1i§i tim, ze v jednoletych vyzralych vyhonech je dievovy vélec
nepferusovany prepdzkami a dale tim, Ze ma vyS$i pocet chromozomii. Jeho druh Vitis
rotundifolia pochazi z jihovychodni Casti USA a je velmi odolny vici révokazu a houbovym
chorobam. Pfi kiizeni s evropskymi odridami zatim nemé pfilisSné vyuziti, nebot’ vzniklé
potomstvo je neplodné a ma vysoké naroky na teplo. Druhy podrod Euvitis ptedstavuje zaklad
asi 70 druhd. Pivod druht podrodu Euvitis pochdzi ze tfi kontinent. Nejvétsi pocet pochazi
ze Severni Ameriky, dale z Asie a pouze jediny druh z Evropy. V Americe nalezneme
podrody V. rupestris, V. riparia nebo V. berlandieri, které jsou velmi odolné viici chorobam a
pievazné se péstuji na ovoce, Stavy a stolni vina. Evropska réva je téz uslechtila (Vitis
vinifera L.) a déli se na dva poddruhy, Vitis vinifera ssp. silvestris a Vitis vinifera ssp. sativa.
Prvni poddruh je predchiidce dneSnich odrid volné rostoucich v lesich. Poddruh sativa
predstavuje velké mnozstvi kultivarii evropské révy.

Nejstarsi skupinou odrtid evropské révy je cernomotska réva (Proles pontica Negr.). Jeji
dvé podskupiny jsou balkanskd, vyznacujici se vysokou plodnosti a gruzinskd, pochazejici
z Kavkazu, ktera se vyznaduje vysokou odolnosti k mrazim. Kolonizaci Rektl a Rimant se
tyto dvé nejstarsi podskupiny dostavaly podél breht Stredozemniho moie dale na zéapad.
Nakonec byly fimskymi legiemi zavleceny do severnéjsi casti Evropy. Odrady byly vysazeny
v povodi fek Ryna, Dunaje a Liory, kde se zkiizily s voln¢ rostouci lesni révou. Tito kiizenci
byly odolnéjsi v podminkach severnéjsi Evropy a daly zaklad rozvoji vinafstvi u nas. Nejvetsi
rozmach vinafstvi probihal ve Francii, kde vznikaly oblasti do dnes velmi znamé a pro svou
kvalitu neocenitelné. Lidé v téchto oblastech dali spiSe na kvalitu hroznii pro vyrobu vina nez
na konzum. Proto zde vznikaly nové a nové odridy mosStového typu, které se zarazuji
do skupiny zapadoevropskych odrtid. Mezi né patii Ryzlink rynsky, Burgundské, Sauvignon,
Tramin, Cabernet, Merlot a dal§i. Mala a stfedni Asie ma také evropské odridy, které maji
jiné vlastnosti. Jedna se o skupinu orientalnich odrad (Proles orientalis Negr.), obsahujicich
podskupinu kaspickou a maloasijskou. I v souCasnosti se provadi dalsi kiizeni a genetické
upravy novych odrid. Moderni doba umoziuje ziskat odridy pozadovanych vlastnosti i
kvality. [15, 16]
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Vinna réva je jednodoma dievitd lidna s iponkami a maze byt 2 az 30 metrii dlouha. Jeji
listy jsou fapikaté a 3 — 5 lalo¢né, na rubu pyfité, mtizou byt vlockovaté chlupaté. Koncové
laloky byvaji kratce zaSpiCatélé az tupé. Kvéty nartistaji v laté a to péticetné, v horni Casti
srostlé. Réva kvete vrozmezi kvétna az Cervna. Kvéty maji Zlutozelenou barvu a brzo
opadavaji. Plody, hrozny, jsou kulovitého nebo ovalného tvaru s riznou velikosti v zavislosti
na odridé. Mohou mit v priméru 12 — 20 cm. Hrozny se sklddaji z bobuli, mohou byt
ovalného ¢i kulatého tvaru. Bobule obsahuje slupku a uvnitt duzinu. Zbarveni plodi je také
riznorodé, od zelené barvy az po tmavé fialovou podle odridy.

Rust révy je zavisly na nékolika faktorech. Hlavnimi z nich jsou pfisun vody a intenzita
svétla. V pomérné slabych a dlouhych kotenech, kmenech a vétvich se nachdzi vysoky vztlak.
Bunécna stava ma vysoky osmoticky tlak a energetickd transpirace listové plochy vytvari
mohutny transpiracni proud. Pfi riistu mladych rostlin révy vinné podporuje nizsi intenzita
osvétleni prodluzovaci riist a rostlina hledd vhodnou oporu. Pii vysoké intenzité svétla rostou
veliké a silné listy s vyssi fotosyntetickou aktivitou.

Vinna réva ma nekolik Zivotnich déjt. Jeji vegetacni cyklus se déli na tii obdobi. Rust,
vyzravani a klid. Kazdé obdobi se dale rozd¢luje na fenofaze. Pti rlistu jsou to slzeni, raseni,
prodluzovaci rist, kveteni a rGst bobuli. Fenofdze vyzravani jsou zrani hrozni a dieva
letorostll a pfirozeny odpad listl. Posledni fenofaze je klid, dé€lici se na pocatek dormance
zimnich oc¢ek, vystup z dormance a vynuceny klid. Kazda faze zivotniho déje vinné révy je
zavisla na podminkach klimatu, zvlast€¢ pak v obdobi kveteni a vyzravani hroznl. Pfi
idealnich podminkach jsou vynikajici sklizn€ a vznikaji kvalitni rocniky. [15]

Péstovani vinné révy je v celku nendroné. Vyhovuje ji mirné¢ az subtropické pasmo
s ur¢itou vlhkosti, ktera by neméla byt az pfili§ vysoka kviili plisiovym onemocnénim. Je to
pfizplsobiva rostlina, kterd je schopna rst v rGznych typech pad, jako je hlina, Stérk,
vapenec, biidlice. Tyto pidy se vétSinou nehodi k péstovani jinych zemédélskych plodin.
Vinna réva vyzaduje dobré provzdusnéni a obsah minerdlnich latek. NejdilezitéjSimi
mineraly jsou Zelezo, hoi¢ik, vapnik, draslik a dusik. Zelezo je zakladni prvek pro proces
fotosyntézy. Hoicik je nedilnou soucasti chlorofylu. Vapnik napoméha k neutralizaci pH
pudy. V nasledujicim roce zajistuje draslik spravny metabolismus v révé i1 plodinach.
Nakonec dusik nachézejici se v pidé ve formé dusi¢nanli podporuje a zlepSuje, spolecné
s fosfore¢nany, vyvoj kotfenti. Pravé v zavislosti na pid¢, ve které roste, mize stejnd odruda
vykazovat rtizné vlastnosti. Rtiznoroda skladba ptdy je charakteristicka pro urcitou lokalitu.
Napiiklad ve Spanélsku se nachazi piida Albariza, sloZena z rozsivky. Aluvialni pida je velmi
urodna, pochazi z fek a sklada se z bahna, Stérku a pisku. Piida obohacend o hoi¢ik, vapnik a
zelezo se nazyva Cedi¢ (sopecna hornina), v némz se nachazi bohuzel az nulové mnoZzstvi
drasliku. Boulbénes, plida nachéazejici se v Bordeaux ve Francii, je snadno stlacitelna a jemné
kysela. V Ceské republice je vyznamnou oblasti jizni Morava, kde se nachazi vapenaté pudy.
Obsahuji vysoké mnozstvi vapniku a uhli¢itanu hotec¢natého. Jiny typ pudy lze nalézt v Jizni
Africe, Némecku a Novém Zélandu, skladajici se ze sedimentu lozisek Zivce z fek. Hrozny
maji jinou plodnost, obsah kyselin a aromatickych latek. Velmi dilezitym faktorem je jiz
zminovany kofenovy systém. Pro révu je ideélni pfitomnost spodni vody, do niz sméiuje své
koteny. Oblasti vysdzené vinnou révou jsou obecné sus§i a maji vynikajici pfistup pro
slunecni zareni. [17, 18, 19]
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Obr. 6, 7: Vinna réva — plody, kvet [20, 21]

2.2.1 Odridy vinné révy

Jako kazda vinafska oblast, tak i jizni Morava produkuje charakteristické odriidy vina.
Vétsinou zde maji uspéch vina bil4, jako je Ryzlink vlassky, ¢i Palava. Ovsem jednu ¢tvrtinu
vysadby tvofi modré odrady. NejcastéjSimi, které Ize na tomto uzemi objevit, je
Svatovaviinecké, popularni Modry Portugal, Rulandské modré, Frankovku, Cabernet
Sauvignon a Zweigeltrebe. V poslednich letech se vraci trend vyroby cervenych vin
z takzvanych ,barvifek a to odriid Neronet, Dornfelder, Merlot, Alibernet a dalsi.
V minulosti se sadily do fadku k ostatnim modrym odrtiddm a pii nasledném sbéru a vyrobé

Rakouska odriida Zweigeltrebe byla vysSlechténa Dr. Zweigeltem v roce 1922 a zapsana
do Statni odriidové knihy v CR vroce 1980. Nejvétsi rozmach jeji vysadby nastal po 2.
svétové valce a v soucasnosti je to nejvice kultivovana modré odriida na izemi Rakouska.
Zweigeltrebe byl vysSlechtén z odrid Svatovaviineckého a Frankovky. Diky tomuto kiizeni
ma vyssi odolnost vii¢i Sedé plisni a mraziim. Odrid¢ se dafi spiSe v jilovitych ptidach a
vyzaduje dikladné a pravidelné ofezani. Listy jsou velké a tfilalocné, tmavé zelené. Hrozny
byvaji stiedné velké s kulatymi bobulemi s pevnou slupkou. Vina vyrobena z této odrtidy maji
tmaveé granatovou barvu s fialovymi odlesky. V chuti Ize nalézt zejména ovoce a to visné
s pfimétenou koncovkou tfislovin a kyselin. Vina jsou zpocatku velmi tvrda, ovSem po delSim
zrani poskytuji kvalitni ro¢niky. [15, 17]

Svatovavftinecké, jinak feceno Saint Laurent, je odrida odvozena od rodu Pinot a prvotni
vyskyt je pfisuzovan Alsasku. Vyznamnou historii tato odriida zazila v rakouském kléastete
Klosterneuburg, kde byla vysazena v pokusnych vinicich. Nasledn¢ nastal rozmach jeji
vysadby a propagace. Péstovana byla i v zdpadni Evropé, ale kvili tvrdSimu charakteru
vzniklého vina, se dnes péstuje u nas, v Némecku a Rakousku. V CR je to nejpéstovanéijsi
modréd odrida. Svatovaviinecké ma stfedné velké tmavé zelené listy s pétithelniky. Hrozen
neni jinak velky, ale zato velmi husty. PfiliSna hustota bobuli na hroznu mize zpisobovat
vytlatovani a infekci Sedou plisni, nebo nedozrati utlacovanych bobul a tim i1 zvySeny obsah
kyselin. Svédci ji leh¢i Stérkovité pldy. Navzdory tvrdosti vzniklého vina zplsobenou
tiislovinami, kyselinami a barvivy, je vino v naSich oblastech oblibené. Vina jsou krasnych
tmave Cervenych odstint zralych tfesni. V chuti vynika jak tfeSen, tak cerny rybiz. Mladé
vino je velice tvrdé s vysokym obsahem kyselin, proto je vhodné k del§imu zrani. [15, 17, 22]
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Modry Portugal pochdzi ze slunného Portugalska a v 18. stoleti byl pomalu vysazovan i
ve stiedni Evropé, kde ziskal velkou oblibenost. Nyni se péstuje v Rakousku, Cesku,
Mad’arsku, Francii. Listy mé stfedné¢ velké a svétle zelené, které na podzim cCervenaji
na listové Cepeli. Hrozny byvaji velké a husté, bobule jsou stfedni velikosti s tenkou slupkou.
Jelikoz pochazi z teplejsich krajin, nesvéd¢i mu mrazy a také houbové choroby. Zato neni
naro¢ny na pudu. Roste jak v hlinitych, tak v pisCitych zeminach. Vzniklé vino ma nizsi
barevnou intenzitu a sv€zi kvétinovou chut’ i vlini. Tato vina se piji povétSinou mlada,
naptiklad Svatomartinskd, nebo se pouZzivaji na vyrobu klarett. [15, 22]

Frankovka je odrida vznikajici na dolnim useku feky Dunaje kolem 18. stoleti
v Rakousku. Rika se ji téz modra Frankovka, diky plné modrym bobulim na hroznu. Této
odrde se dafi v teplejSim prostredi bez silného vétru. Vyzaduje spise urodnéjsi hlinité pady,
v nichz poskytuje vysoké vynosy. Je odolnd vaci chorobam, zejména proti houbovym
onemocnénim. Listy jsou veliké a téméf nedélené. Strapce rostou rozvétvené, stfedné husté.
Vina vyrabéna z této odriidy se pySni velmi tmavou barvou. Jako mlada vina jsou fizna, nebot’
obsahuji zdiraznéné kyseliny a tfisloviny. Chut’ a viin€ pfipominé ostruziny, Svestky, tfeSné,
rybiz, ale zasahuji 1 do rostlinnych vini. [15, 23]

Pinot Noir, u nas nazyvany Rulandské modré, je odriida pochazejici z Francie z oblasti
Burgundsko. Je velice narocna na podminky péstovani. Daii se ji na teplejSich hlinitych
pudach. Hrozny jsou bohuzel velmi nachylné k hniti a tudiz naroéné na oSetfovani. List této
révy je tmavé zeleny, tfilalo¢ny. Produkuje malé hrozny s malymi bobulemi s tenkou slupkou.
Tato odriida obsahuje také méné barviv. OvSem vina této odridy jsou velice oblibena a
vyhleddvana. Vina jsou jemnd, sametova a kofenénd. Chutnaji po sladkych tieSnich ¢i
Svestkach. Obsahuji také méné kyselin a tifslovin. Casto je tato Rulanda pouZita na vyrobu
Sumivych vin. [15, 24]

Také Cabernet Sauvignon pochézi z Francie a to kiizenim Cabernet Franc a Sauvignon
Blanc ze 17. stoleti. Nyni je hlavni odriidou slavné francouzské vinatské oblasti Bordeaux.
Zde se vina vyrabéji nejen z této odrady, ale vétsSinou se podili také Merlot a Cabernet Franc.
Listy ma stiedné velké, pétilalocné. Hrozny dortstaji také sttedni velikosti s riznou hustotou,
dle opyleni kvétl. Na ptidu neni jinak naro€ny, az na ptiliSnou vlhkost a zimu. Hrozny nejsou
ani piili§ nachylné k houbovym nemocim. Cabernet Sauvignon poskytuje vyborna vina. Jsou
plné, extraktivni s vy$§im obsahem tfislovin a kyselin, proto se nechava vino déle vyzrat. Jako
zajimavost je mozné ziskat toto vino jako barrique, coz znamena, ze vino zraje v novych
dubovych sudech. [15, 25]

Alibernet je vcelku mladd odrida vypéstovand na mad’arském uzemi. Vznikla kiizenim
Alicante Bouschet a Cabernet Sauvignon. Alibernet byl zna¢n€ vysazen na tizemi Slovenska
v teplejSich oblastech. Listy jsou stfedné velké, pétilalocné, syt€¢ zelené, ale na podzim
se barvi do cervena. Hrozen nartsta velky a fidky. Bobule maji stfedni velikost a
¢ernocervenou barvu, velmi zbarvena je i duzina uvniti. Proti houbovym onemocnénim maji
jistou odolnost. Vina z Alibernetu vynikaji tmavé rubinovou barvou a vyraznym
kabernetovym aroma. V chuti a viini lze najit ¢erny rybiz a lesni plody. Obsahuje vyssi
kyseliny i tfisloviny, ovSem jeho zranim se dosdhne sametové chuti. Kvili jeho silné barve je
¢asto vyuzivan do smési s niz§i intenzitou barvy. [17, 26]

Neronet je odrida vypéstovana profesorem Vilémem Krausem na Mendelové zemédélské
a lesnické univerzité¢ v Lednici. Daii se ji spiSe v urodné€jSich hlinitopis¢itych padach. Listy
jsou stfedné velké a tmave zelené. V obdobi podzimu se listy barvi tmavé cervené. Hrozny
naruastaji velké a vétvené, 1 kdyZz chudéji porostlé bobulemi tmavé barvy. Je sttedné odolna
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vic¢i mraziim a houbovym chorobam. Diky silné sluce je odolna vii¢i hniti. Barviva obsahuje
jak slupka, tak 1 vnittek bobule ve vysokych koncentracich. Jedna se tedy o barvitku. Pouziva
se jak ve smeésich Cervenych vin, kde vylepsuji zbarveni, tak k vyrobé odridovych vin.
Koncentrace barviv je zde nestala a ¢asto se vysrazi. Pfesto je vino plné a intenzivni. [31, 38]

Zajimavou, 1 kdyZ u nas nepfili§ zndmou odrtidou, je Baco Noir, neboli lidové ,,.Bago*.
Tato odrida vznikla ve Francii kiizenim Folle blanche a Vitis riparia. Jeji Slechtitel byl
Francios Baco, po némz dostala své jméno. Baco Noir se hojné péstovalo na tizemi Evropy,
ale po roce 1951 byla omezena vysadba hybridnich odriid. Odriida byla pfenesena pies ocean
do Severni Ameriky, kde se ve velkém péstuje dodnes. Baco Noir neni narocny na typ pidy,
dafi se mu 1 vsusSich a vapenitych pudach. Netrpi na houbové choroby, pouze pfi
nepiiznivém pocasi mize dojit k popraskani slupky hroznu a jeho hniti. Listy byvaji vétsi a
syt¢ zelené. Hrozen je mensi a husty. Bobule jsou malé, kulaté tmavomodré barvy. Obsahuje
velké mnozstvi barviv jak ve slupce, tak v duziné. Vino z této odridy se vyznacuje horsi
kvalitou, tmavé rubinové barvy a kotenité chuti s vyraznou kyselinou. Nejcastéji se pouziva
ke scelovani ¢ervenych vin s nizsi barevnou intenzitou. [27, 28]

2.2.2 Chemické sloZeni bobule vinné révy

Bobule jsou spojeny tfapinami (stopkami) do hroznu. Zakladnimi ¢astmi bobuli jsou
slupka, duzina a semena. Slupka se sklad4d z n€kolika vrstev tlustych bunék tvotici zdivo
komponenty slupky jsou barviva, tfisloviny, aromatické latky, draslik a dal$i mineraly. Pod
slupkou se nachazi nejvétsi ¢ast bobule, tedy duzina. Obsahuje az 80 % vody, cukry,
organické kyseliny, fenolické slouceniny, dusikaté slouceniny, aromatické latky a pektiny.
Jako u ostatnich druhii bobulovit¢ho ovoce tak i u vinnych hroznti se slozeni latek méni
s rastem a zranim. Pfi dozrdvani se v duziné bobule akumuluji sacharidy a ubyvaji organické
kyseliny. Rozviji se struktura barviv a méni se rozpustnost pektinu. V bobuli je mozné
z cukrli nalézt zejména glukoézu a fruktézu. V nezralych bobulich prevlada glukoza, postupem
procesu zrani se pretvaii ve fruktozu. Fruktoza se lisi sladivosti, je slad$i nez sacharoza a ta je
sladsi nezli glukoza. Proto je obsah fruktozy zavisly na délce zrani hroznti. Dtlezitou slozkou
duZziny jsou také organické kyseliny, dodavaji vinu plnost, ovliviiuji jeho stabilitu, barvu a
pH. Nejvyssi podil, asi 90 % kyselin, tvoii kyselina vinnd, jableénd a v mensim mnoZstvi
kyselina citrénova. Zbytek tvofi mnoho dalSich kyselin i aminokyselin. Kyselina vinna je
v ovoci malo pfitomnd a ve vin¢ je pfitomna bud volna nebo ve formé hydrogenvinanu
draselného. [17]

Fenolické slouc¢eniny obsazené v bobulich hroznli maji riiznorodou podobu i obsah. Maji
dilezitou roli pfi ur€ovani chuti a viin€ vina. Jsou zapojeny do procesu hnédnuti hroznt a vina
a také pii starnuti vina. Fenolické latky obsahuji zejména semena bobuli, slupky bobuli a
ptechéazeji do vin v pribéhu macerace hroznid. V zéavislosti na délce kontaktu §t’avy hroznti se
semeny a slupkami, se fenolické latky pienaSeji do mostu a dale do vina. Mezi hlavni
predstavitele fenolické skupiny jsou anthokyany a tfisloviny. Anthokyany jsou pigmenty
udavajici barvu hroznl a vina. Evropské odridy révy vinné obsahuji 3-monoglukosidy a
jejich mnozstvi v hroznech je v riznych odriidach individualni.

V bobulich hroznu modrych odrid se vyskytuje nékolik zékladnich anthokyant. Mezi
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3-glukosid a peonidin-3-glukosid.
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U mladych vin jsou pigmenty stejné jako v hroznech extrahované pii fermentaci.
V prabehu zrani vina dochdzi k vyznamnym zménam. Ubyvaji pivodni pigmenty a vznikaji
prostiedi 1 na odbarveni SO,. Z tohoto divodu jsou vyzralejsi vina tmavsi nez mlada. Vznik
tmavsich pigmentd se piipisuje reakcim enzymatického hnédnuti. Jedna se bud’ o interakci
anthokyanti s prokyanidiny nazyvanou kopigmentaci, nebo o transformaci anthokyanu
s reaktivnimi  karbonylovymi slouc¢eninami (acetaldehyd). Jde o cykloadi¢ni reakce
probihajici mezi anthokyany a flavanoly. Vzniklé pigmenty obsahuji ve své molekule dalsi
pyranovy kruh. Nakonec mohou vznikat vysokomolekuldrni hnédocervené nerozpustné
kondenzacni produkty, flobafeny. Pro jejich vznik jsou typické reakce anthokyanii s 4-
vinylfenolem, kyselinou pyrohroznovou nebo s vinylflavanoly. Na vzniku téchto produktt se
ziejme podili 1 dalsi slozky ve ving, jako jsou proteiny, redukujici cukry, ¢i ionty kovii.
zluté, hnédé nebo cCervené barvy. Maji trpkou a hotkou pfichut. Pti jejich zpracovani a
starnuti polymeruji na taniny (flavan-3-ol). Tato polymerizace vede ke zvétSeni molekuly a
ke zmirnéni jejich trpkosti. Tyto molekuly jsou nerozpustné a hromadi se ve srazeninach. [29,
30]

Bobule hroznti obsahuji také rGzné dusikaté slouceniny, jako jsou amonné kationty,
aminokyseliny, peptidy a proteiny. Obsah dusikatych latek se 1i8i dle odrtidy, podnebim, typu
pudy nebo hnojenim. Dusikaté latky jsou dulezité¢ jako zdroj Zivin pro kvasinky a bakterie
mlécného kvaseni. Maji tedy vliv na pribéh fermentace, pfi niz vznikaji senzoricky aktivni
latky. Proteiny jsou zodpovédné za stabilitu vina. Proto nedostatek dusiku muze ovlivnit
vznik nezadoucich latek pfi fermentaci, jako je sirovodik zptsobujici nezadouci ptipach vina.

Nedilnou soucésti bobuli hroznii jsou aromatické latky. Ve viné se nachdzeji ve formé
mnoha tékavych vonnych sloucenin. Aromatické latky pochazi ze tii zdroji: hrozny, kvaSeni
a vyzravani (starnuti) vina. Do této vyznamné skupiny patii i chutové latky. Jsou obsazeny
v ruznych odradéach, proto odridé ud€luji jisty charakter. Piedstavitelem mize byt 2-
methoxy-3-isobutyl pyrazin, pfevazujici v paprikach a také v odridach Cabernet Sauvignon a
Sauvignon Blanc. 4-vinylfenol udava chut’ a vini po koteni hiebicku. V odridach Muskat a
Ryzlink byly nalezeny terpeny. Aromatické latky jsou nezbytné pro dosazeni pozadované
chuti vina. Z tohoto divodu je opét vhodné peclive volit termin sklizné.

Mineraly obsazené v bobulich jsou pfevzaty z pudy. Jsou jimi: draslik, sodik, Zelezo,
fosfaty, sulfaty a chloridy. Pfedevs$im draslik ma vliv na pH vina tak, Ze snizuje jeho kyselost
a vyluCuje se ve form¢ hydrogenvinanu draselného (vinného kamene). Tento proces je
znamkou zvysujici se stability vina.

Posledni dtlezitou latku obsazenou v bobulich hroznii jsou pektiny. Vyskytuji
se v bunécnych sténach slupek bobuli. Patfi mezi komplexni polysacharidy, skladajici
se z galakturonové kyseliny. Béhem zrani je pektin hydrolyzovan pektolytickymi enzymy, jez
se prirozené v bobulich nachazeji. V mostu zplsobuje pektin zékal, protoze pii sob& drzi
¢astecky ovocné diené v suspenzi. Cilem tohoto procesu je sedimentace nerozpustnych latek a
nasledné Cirost vznikajiciho vina. [31, 32]
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Tab. 3: Vybrané latky obsazené v hroznech vinné révy. [33]

Obsahové latky v hroznech Obsah
Voda (%) 80,50
Tuky (%) 0,58

Proteiny (%) 0,66

Sacharidy (%) 17,70

Celuldza (%) 1,00
Vitamin C (mg) 10,80
Vitamin B1 (mg) 0,09
Vitamin B2 (mg) 0,06
Vitamin B6 (mg) 0,11
Vitamin E (mg) 0,70
Vitamin B3 (mg) 0,30

Tab. 4: Obsah nejvyznamnéjsich mineralnich latek v hroznech révy vinné. [33]

Mineralni zastoupeni Obsah (mg-l'l)

K 185,00
P 13,00

Ca 11,00

Na 2,00

Mg 3,00

Fe 0,26

Zn 0,05

Pro lidskou vyzivu se pouzivaji plody révy vinné a minimélné listy. Cerstvé plody, tedy
hrozny, mohou slouzit jako kvalitni zdroj vitamind a minerdlii. Jsou znamy jako dobré
detoxikacni potraviny. Mohou byt soucasti doporucené diety a jako oc€ista organismu. Slupky
vinnych hroznii a jejich jadérka obsahuji také dulezity stilben, resveratrol, patiici do fenolické
skupiny. Spole¢né s anthokyany snizuji riziko vzniku ischemickych chorob, rakoviny,
cukrovky typu 2 a neurologickych onemocnéni. Resveratrol je pfirozené se vyskytujici
komponenta rostlin. Ma za ukol rostlinu chranit pied Skodlivymi G¢inky UV zafeni, zranénim,
nebo plisnovému utoku. Jeho zbrani je vysoka antioxidacni aktivita a protizanétlivé ucinky.
Inhibuje agregaci krevnich desticek a je znam pro svou chemoprevenci. Jsou znamy
spekulace, ze muze zastavit rakovinové bujeni ve vSech fazich rozvoje. Dalsi epidemiologické
studie prokazuji, ze pfi pravidelném uzivani vinnych preparatd snizuje riziko
kardiovaskularnich onemocnéni. Nazornym ptikladem je Francie, kde je o 40 % niz8i vyskyt
tohoto onemocnéni a to 1 se znamym jidelni¢kem, bohatym na nasycené¢ mastné kyseliny.
Dale resveratrol a anthokyany pomahaji proti arteroskler6ze, proti zanétlivym a ledvinovym
onemocnénim. Vyznamné napomahaji zlepSit metabolismus glukozy pii diabetes typu 2 a
ukladani vapniki do kosti. Co se ty¢e onemocnéni neurologického, eliminuji vznik
neurodegradativnich onemocnéni jako jsou: Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
nebo roztrousena skleréza. [34]

18




2.2.3 Vyuziti hrozni vinné révy v potravinaiském primyslu
Prvoradym vyuzitim plodl vinné révy bylo a je vyroba alkoholického nédpoje, tedy vina.

Tento produkt vznikd anaerobni fermentaci vinné S§tdvy za spoluucasti kvasinek
Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky utilizuji glukozu obsazenou ve $tavé na ethanol a CO,.

Obr. 8: Majoritni produkt z plodii vinné révy — vino. [35]

V dnesni dobé nachazi uplatnéni také vinny most. Pro sviij vysoky obsah vitamind,
mineralt a fenolickych latek, je oblibenym nealkoholickym népojem. Na trhu je mozné jej
nalézt ve formé koncentratti, 100% $tav, nebo jako soucast ovocnych dzust.

Obr. 9: Vinny most. [36]

Dal$im méné¢ znamym produktem je olej z hroznovych jader. Jadérka jsou odpadnim
produktem pii zpracovani vinnych hroznd. Technologie vyroby zahrnuje cisténi jadérek,
jejich vysuSeni a rozmélnéni. Olej vznikd hlavné lisovanim, ve vyjimecnych piipadech
extrakci jadérek. Olej lisovany za studena ma v zavislosti na odridé Zlutou a Zlutozelenou
barvu. Jeho chut’ je nasladle trpka a viiné ma charakter hroznové ofiskovy. [37]
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Obr. 10: Olej z hroznovych jadérek. [38]



3 ANTHOKYANOVA BARVIVAJ29, 39, 40]

Anthokyany, téZ nazyvané anthokyaniny, podléhaji rozsahlé skupiné rostlinnych fenold,
flavonoidiim. Jednd se o velmi rozSifend rostlinnd barviva rozpustnd ve vodé¢. Poskytuji
oranzove, ¢ervené, fialové a modré spektrum barev, vhodné pro barveni nejriznéjSich druht
potravin a napoju. Nyni je identifikovano pies 300 druhi anthokyant.

3.1 Struktura

Uplnym zakladem molekuly anthokyani je kyslikaty heterocyklicky 2H-chromen
substituovany v poloze C-2 fenylovou skupinou, flavanem. Jejich uspotfadani je C;-Ce-Cs.
VSechny tfi kruhy jsou substituovany hydroxyskupinami, nebo methoxyskupinami a druhy
se lisi stupném substituce a oxidace.

Obr. 11: 2H-chromen (vlevo), flavan (vpravo). [39]

Athokyany jsou glukosidy rtiznych aglykoni nazyvanych anthokyaniny. Anthokyaniny
jsou odvozené od flavyliového kationu (2-fenylbenzylpyryliovy, 2-fenolchromeliovy kationt).
Ze 17 existujicich anthokyaninli ma v potravinaistvi vyznam Sest s hydroxylovou skupinou v
poloze C-3. Jsou jimi: kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunitin a malvidin (dfive
oenidin). Volné aglykony anthokyanidiny se v rostlinnych pletivech vyskytuji jen zfidka
(stopové produkty hydrolyzy anthokyant). Hlavnimi pigmenty vyskytujici se ve vSech
rostlinach jsou glykosidy a acylované glykosidy anthokyanidind. V nékterém ovoci a zeleniné
jsou pigmenty odvozeny jen od jednoho anthokyanidinu (bezinky, ¢ervené zeli — glykosidy
kyanidinu). U jinych druhii ovoce a zeleniny jsou slozené z vice anthokyanidina (Cerny rybiz
— kyanidin a delfinidin).
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Obr. 12: Prehled zdakladnich anthokyanidinii. [39]

Dalsi soucasti anthokyanli jsou sacharidy. Nejvyznamnéj$imi jsou: D-glukéza, L-
rhamnoza, D-galaktoza, D-xyloza, L-arabindza. Sacharidova ¢ast je vazana v poloze C-3, je-li
na tuto polohu jest¢ glykosilovana dalS$i hydroxyskupina, je nasledné destabilizovan
anthokyanidinovy chromofor. Pfi hydrolyze cukru vazaného jako O-glukosid na C-3 dochazi
rychlému rozkladu anthokyanidinu a tedy ke ztraté zbarveni. Dale a vyjimecné se cukry vaZzou
v poloze C-5 a C-7. Podle poctu navazanych molekul cukru se anthokyany d¢li:

- monosidy (glukoza, galaktdza, rhamndza v poloze C-3)

- biosidy s disacharidy (rutindza, sambubio6za, sofor6za v poloze C-3)
- triosidy s linearnimi nebo rozveétvenymi trisacharidy v poloze C-3

- 3,5-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-5 a dalsi

Druh sacharidu nemé vliv na chemické vlastnosti molekuly, ale poloha navazani sacharidu

ano. Cukry jsou casto acylovany fenolovymi kyselinami (kavova, ferulova, sinapova,
malonova a octovd) a to na hydroxylovou skupinu glukézy v poloze C-6. [9, 10, 11, 13]
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Obr. 13: Struktura glykosidicke formy. [39]

3.2 Vlastnosti a reakce

Hlavnim problémem anthokyant je stabilita jejich barvy, kterd je velmi nizka. Faktory
ovlivityjici stabilitu jsou: struktura molekuly, pfitomnost enzymu, pH prostiedi, teplota, vliv
zéafeni, pritomnost kysliku a kyslikatych sloucenin. Po reakci s nékterymi témito faktory
dochazi ke zméné zbarveni anthokyani, nebo k Gplnému odbarveni.

3.2.1 pH prostifedi a molekularni transformace

Molekuldrni transformace je zavisld na pH vodného prostiedi. V této zavislosti existuje
rovnovaha mezi nckolika strukturami aglykont: cCerveny flavyliovy kationt, bezbarva
karbinolové pseudobaze, purpurové cervend neutralni chinoidni baze, modra chinoidni baze a
zluté zbarveny chalkon. Anthokyanovad barviva slozena z pelargonidinu, sanidinu, nebo
delfininu jsou méné stabilni nez anthokyany sloZena z petunidinu nebo malvidinu, nebot’ maji
zneptistupnénou volnou hydroxylovou skupinu na uhliku C-5, C-7 nebo C-4'.

V rozmezi pH od 0 do 1,0 jsou anthokyany jako Cerveny flavyliovy kationt. Pfi zvySovani
pH do 4,0 se intenzita Cervené barvy ztrdci az do bezbarva. Pii dalsim zvySovani pH
se anthokyany opét zbarvuji a to do purpurové cervené diky vznikajici chinoidni bazi (pro
vznik baze je nutna piitomnost volné hydroxylové skupiny). Pti pH 7,5 az 8 se vytvaii modry
chinoidni anion. Pfi dal§im zvySovani pH se modré barveni méni na zluté. Po tipravé pH opét
na hodnotu 1,0 ptechazi zluty chalkon zpét na Cerveny flavyliovy kationt.

3.2.2 Vliv struktury

Zvlasté v kyselém prostiedi jsou anthokyany zdvislé na druhu a poctu substituovanych
skupin aglykonu. Anthokyanidiny s vice substituovanymi hydroxyskupinami jsou spiSe
modrého zbarveni, kdezto anthokyanidiny s vice methoxy skupinami jsou ¢ervené¢ho odstinu.
Glykosidy a od nich odvozené acylderivaty jsou obecné modré barvy. Derivaty s veétSim
poctem hydroxylovych skupin jsou stabiln€j$i nez derivaty s vice methoxyskupinami.
Glykosidy jsou stabilngjsi nez jejich aglykony, dale monoglykosidy jsou méné stabilni nez
diglykosidy pii skladovani, tepelném plisobeni nebo svételném zareni. Dalsi vliv na stabilitu
ma také druh navazaného cukru. Anthokyany dale stabilizuje intarmolekularni kopigmentace,
coz je pritomnost jedné nebo vice acylovych skupin v molekule. Pigmenty jsou nasledné
méng¢ citlivé na zménu pH prostiedi.
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3.2.3 Vliv teploty

Stabilita anthokyant i rychlost jejich tepelnd degradace je zavisla na pH prostiedi,
mnozstvi kysliku v reakei, jejich strukturu. 3-glykosidy anthokyanidini jsou v pfitomnosti
kysliku a pH 1,8-2,0 maximalné tepeln¢ stabilni. 3,5-diglykosidy pfi pH 4,0-5,0. Zajimavé je,
ze anthokyany jsou stabilnéjsi pii vysSich teplotich pouZzivanych pii zpracovani ovoce a
zeleniny. Jedna se o ochranny efekt nékterych slozek v systému a kondenzaci monomerti.
Vznikaji stabilnéjsi oligomerni pigmenty. Jsou diilezité pro barvu ovocnych §t'av a ¢ervenych
vin.

3.2.4 Kiyslik a kyselina askorbova

Anthokyany jsou piimo oxidovany vzdusnym kyslikem na hnédé nebo bezbarvé
slouceniny. Déale mohou byt oxidovany prostfednictvim jinych labilnich sloucenin, kyselinou
askorbovou. Oxidace kyselinou askorbovou probiha nepiimo a to piisobenim peroxidu
vodiku, ktery vznika jeji oxidaci. Peroxid vodik atakuje pyrylovy kruh v poloze C-2.

3.2.5 Svétlo (zareni)

Pisobeni viditelného, ultrafialového a ionizujiciho zafeni mé degrada¢ni ucinky
na anthokyany. Hlavnim efektem rozkladu je fotooxidace. Anthokyany substituované
v poloze C-5 hydroxylovou skupinou jsou vice nestabilni vic¢i zafeni. Nesubstituované nebo
monosubstituované anthokyany jsou citlivé na nukleofilni rozklad v poloze C-2 a C-4.

3.2.6 Cukry a jejich degradaéni produkty

Cukry ve vysoké koncentraci chrani stabilitu anthokyantli. Vyslednym efektem je snizeni
vodni aktivity. Rozklad flavyliového kationtu ma za nésledek tvorbu bezbarvé karbinolové
baze a to nasledkem puasobeni degradacnich produktl cukrii. Tyto produkty jsou odvozeny
od furfuralu (derivat aldopentdzy) a hydrxylmethylfurfural (derivat ketohexdzy). Vysledkem
degrada¢nich ucinku téchto produktti jsou Milliardovy reakce nebo oxidace kyselinou
askorbovou. Kondenzaci produktt se slou¢eninami anthokyant jsou hnéd¢ zbarvené vysledné
produkty. Pfesny mechanismus reakce neni znam a je velmi zavisly na teploté.

3.2.7 Kovy

Komplexy kovl spolecné s anthokyaniny zabezpecuji barevné spektrum u rostlin. Kovy
(zejména Sn) pouzivané k potahu kovovych obalii maji negativni vliv na zbarveni ovoce a
zeleniny pfi sterilizaci. Jiné kovy naopak zvySuji stabilitu anthokyant. Jsou jimi naptiklad Ca,
Al a Fe.

3.28 SO,

Oxid sifi¢ity je v potravinafstvi pouzivan jako konzervant. Uplatnéni nachéazi pfi
konzervaci vina, ¢i suSené¢ho ovoce. SO, chrani potravinu pfed mikrobidlnim napadenim. SO,
tvofi s anthokyany stabilni bezbarvé slouceny. Pfi nasledném okyseleni a plisobeni vyssi
teplotou se komplex SO, a antokyanu rozrusi a anthokyany ziskaji svou piivodni barvu.
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3.3 Vyskyt [29, 39, 40]

Anthokyany maji znacné rozsifeni v ptirodé. Jsou lokalizovany v bunéénych vakuolach
stabilizované interakci typu ion-ion s organickymi kyselinami (malonova, jable¢na,
citrébnova). Pocet jednotlivych anthokyani v rostlinach je rizny, rostliny mohou obsahovat
tteba jen jediny druh anthokyanli nebo az deset riznych druhii. Zbarvuji napt. modie kvéty
pomnének, ¢ervené kvéty maki ¢i rizi, dale jsou obsazeny v mnohych plodech. Podle reakce
bunécné stavy vakuol, tj. jeji kyselosti ¢i zdsaditosti, se meéni barva anthokyant; kyselé
roztoky anthokyant byvaji cervené, neutralni fialové a zasadité modré.

Hlavnimi zdroji anthokyana jsou plody rostlin ¢eledi révovitych a to plody révy vinné.
Dale jsou to plody celedi rizovitych, jako jsou visné, tfeSné, jahody, ostruziny, jablka a
hrusky. Z celedi lilkovitych obsahuji anthokyanova barviva baklazan a odridy brambor
s Gervenou slupkou. Celed’ viesovitych zahrnuje bortivky a bezinky. Z &eledi srstkovitych
jsou hlavnimi ptedstaviteli Cerny a cerveny rybiz a cervenoplody angrest. Dal§imi jsou Celedi
olejovité — olivy a brukvovité — ¢ervené zeli, fedkvicky.

3.4 Biosyntéza anthokyanii

Flavonoidy, pod nichz patfi také anthokyany, vznikaji kulminaci dvou metabolickych drah.
Jednou z nich je Sikimatova draha a druhd fenylpropanoidova. Pii fenylpropanoidové draze
se flavonoidy syntetizuji karboxylaci acetyl-CoA a pomoci aminokyseliny fenylalaninu, ktery
je produktem Sikimatové drahy. Sikimatova draha popisuje fixaci uhliku p#i ristu zelenych
rostlin. Pravé néslednd fenylpropanoidova drdha je povazovana za hlavni €ast biosyntézy
anthokyaninovych sloucenin. Touto cestou vznikd i mnoho dalSich sloucenin jako stilbent,
lignint, lignant, auronti, flavont, isoflavonoida a hlavné flavonoidy, které zahrnuji flavonoly,
taniny a anthokyanidiny. Nasledna enzymaticka reakce fenylalninu katalyzovana lydzou méni
fenylalanin na cinamat a p-cumardt. cinamat-4-hydroxyldza katalyzuje syntézu p-
hydroxycinamat a nasledné pomoci CoA-lygazy pfevadi p-cumarat na ester CoA, ktery je
nutny pro syntézu malonyl-CoA. Biosyntéza flavonoidi za¢ind kondenzaci jedné molekuly p-
cumaroyl-CoA a tfi molekul malonyl-CoA za vzniku chalkonu naringerinu. Tento chalkon je
nasledné enzymaticky pfeveden na flavanon. U tohoto centralniho meziproduktu se syntéza
rozdéluje na nckolik bocnich vétvi. Biosyntézu anthokyant katalyzuje enzym
dihydroflavonolreduktdza za vzniku flavan-3,4-dioli a ty jsou jiz pfevedeny
na anthokyanidiny pomoci anthokyanidinsyntazou. Konecnd tvorba glykosidi je
uskuteciiovana enzymem glukoza-flavanoid-3-O-glukosyltransferdzou. [31, 41, 42]
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Obr. 14: Schematické zndazorneni biosyntetické drahy flavonoidii. Zkratky enzymii: PAL -
fenylalaninamoniaklyaza, C4H - cinamat 4-hydroxylaza, 4CL - 4-kumaroyl-CoA-ligaza, CHS
- chalkonsyntaza, CHI - chalkonizomeraza, F3H — flavanon-3-hydroxylaza, DFR —
dihydroflavonol-4-reduktaza, ANS - anthokyanidinsyntaza, UFGT - UDPglukoza-flavonoid-3-
O-glukosyltransferaza. [31]

3.5 Pouziti v potravinarském pramyslu

Ptirodni barviva se jiz od nepaméti pouzivala k barveni potravin, ¢i textilif. Anthokyany
se v potravinaistvi vyuzivaji pfes jedno stoleti a to ve form¢ koncentrati stav. V dnesni dob¢
maji ptfirodni barviva vysokou oblibu u spotiebitelti, ale pouzité zdroje jsou omezené
dostupnosti. Nevyhodou téchto barviv je, Ze jsou stabilni pouze v prostiedi s pH mensim jak
3,5, tudiz se hodi pro kyselé potraviny. [29, 39]

Nejcastéjsimi zdroji anthokyanovych barviv jsou hrozny vinné révy a plody ¢erného bezu.
Z hroznli vinné révy se barviva ziskavaji ze slupek nebo ze sedimentu $tavy s obsahem 0,3 —
7,5 granthokyanii na kilogram sedimentu (slupek). DalSim vyznamnym zdrojem jsou bezinky
neboli plody bezu ¢erného. Ty obsahuji 0,2 — 10 g- anthokyan® na jeden kilogram ploda
bezinek. Déle to mohou byt aronie ¢ernoplodné, ostruziny, hlavky cerveného zeli a kvéty
ibisku.

V potravinach se anthokyanova barviva vyznacuji pod kodem E163 a pouzivaji
se k obarveni limonad, alkoholickych napojl, zavafenin, cukrovinek, mléénych vyrobki a
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zmrzlin. Nejsou znamé zadné jejich nezddouci uginky a jsou v CR povoleny pro pouziti
s potravinami, kromé détské vyzivy. [43]

3.6 Pozitivni ucinky anthokyani na lidsky organismus

Anthokyany byly zahrnuty do lidské stravy jiz pfed nékolika staletimi. Byly soucasti
tradiénich rostlinnych 1é¢ivych p¥ipravkil u indiant, Evropanti i Cifiand. Na piipravu 1é&iv
pouzivali smési a extrakty z listdi, plodl, kofenii a semen rostlin. LéCili s nimi hypertenzi,
horecku, uplavici, poruchy jater, problémy s moCovymi cestami nebo prijem. Neni tedy
zavratnym objevem, ze védecky vyzkum v poslednim desetileti poskytl dikazy o tom, Ze
anthokyany maji Sirokou §kalu zdravotnich vyhod plynoucich z konzumace ovoce a zeleniny.
Védci provadéli vyzkum s Cistym anthokyanovym vytazkem a potvrdili nékolik vyznamnych
ucinki. Jsou jimi hlavné ochrana proti poSkozeni jater, vyznamné snizeni krevniho tlaku,
mutageny z vafenych jidel, snizeni onemocnéni kardiovaskuldrnich chorob a potlaceni Siteni
rakovinného bujeni. Spolu s ostatnimi fenolickymi latkami ni¢i v téle volné radikaly a proto
jsou hojné vyuzivany jako antioxidanty. [44, 45]

Volné radikély a Skody, které mohou nadé€lat na bunécné urovni, ziskaly v poslednich
nckolika letech velkou pozornost. Oxidacni stres zplsobeny volnymi radikdly - které jsou
vyrabény béhem normalniho chodu metabolismu a bunécné funkce, béhem psychického
stresu a také vlivem Skodlivych latek v ovzdusi, vody a potravin - je zapojen do vseho,
od starnuti a vrasek ktize, poSkozeni DNA, diabetu, po rakovinu a srde¢ni choroby.

Antioxidacni aktivitu anthokyanl zvySuji hydroxylové skupiny. Naopak glykosilace ji
snizuje. Antioxidacni aktivita (CiSténi od volnych radikali, kovovych chelati a proteinil)
anthokanl byla prokazana také jako ochrana proti oxidaci LDL. Neddvné studie prokéazaly
silny inhibi¢ni u€inek pelargonidinu, kyanidinu, delfinidinu, peonidinu, malvidinu, malvidin-
3-glukosidu a malvidin-3,5-diglykosidu na tvorbu NO v butikach az o 50 %.

Anthokyaniim v Cerveném vin¢ je piipisovana souvislost se snizenim onemocnéni srdce.
Proto tedy umirnénd konzumace cerveného vina ptispiva k prevenci k témto onemocnénim,
coz bylo prokazano védeckymi studiemi u obyvatel Francie, Spanélska a Itéalie. [46, 47]
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4 METODY STANOVENI ANTHOKYANU

Anthokyanové pigmenty maji rozhodujici roli v kvalit€ zbarveni v mnohém cerstvém a
zpracovavaném ovoci a zelenin€. Presné stanoveni anthokyant spolu s jejich degradacnimi
indexy, je velmi uZzitecné pro potravinarské technologie a zahradnictvi a to v hodnoceni
kvality surovin a zpracovanych potravin. Protoze mnoho pfirodnich barviv je
od anthokyanovych barviv odvozenych (extrakt ze slupek hroznti, cerveného zeli, extrakt
z fialové mrkve), mohou byt metody méfeni barviv pouZity i pro tyto slozky potravin. Cim
dal vice projevuji spotiebitelé zdjem o obohaceni potravin a vyzivovych dopliki
o anthokyany, protoze maji pozitivni t¢inky a lidsky organismus. Snizuji vyskyt onemocnéni
srdecnich chorob, zlepSuji zrakové schopnosti, maji antioxidacni aktivitu a protirakovinné
ptisobeni. [48]

4.1 Papirova a tenkovrstva chromarografie

V potravinaistvi se k prvotni identifikaci barviv pouZzivaji nejcastéji metody tenkovrstva
nebo papirova chromatografie. Principem chromatografie je rozdéleni latek na zéklad¢ rizné
pohyblivosti v systému dvou fazi. Stacionarni fazi je bud’ papir nebo tenka hlinikova folie
s vrstvou SiO; nebo Al,Os. Mobilni fazi je smés vody a organického rozpoustédla. Pti detekci
se vyuziva bud’ piima vizualizace skvrn, nebo pomoci jejich fluorescence pod UV zéatfenim.
Jelikoz se latky identifikuji pomoci pohyblivosti skvrny na papife, jsou tyto vysledky
nespolehlivé a jsou mozné brat jen jako orientacni. [49, 50]

4.2 pH diferencialni metoda [48, 51]

Tato metoda byla vytvotfena pro stanoveni celkovych nomomernich anthokyant. Podstatné
informace o kvalitativnim a kvantitativnim slozeni lze ziskat ze spektralnich charakteristik
anthokyanti. V nasledujici metod€ je popsana schopnost anthokyant podléhat strukturalni
transformaci anthokyanového chromatoforu v zéavislosti na zméné pH prosttedi. Zmény
transformace jsou méfeny pomoci optické spektrofotometrie. pH diferencialni metoda je
rychld a snadnd metoda pro kvantifikaci monomernich anthokyant. Déle je mozné metodu
pouzit pro méteni anthokyanové polymerace a procesu hnédnuti.

Anthokyanové pigmenty podléhaji reverzibilni strukturdlni zméné molekuly v zavislosti
se zmeénou pH prostiedi (viz. Obr. ¢. 4). pH-diferencialni metoda tvoii zavislost strukturni
transformace anthokyant na oblasti pH. Zména transformace chromatoforu je mérena UV-
VIS spektrofotometrii.
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Obr. 15: Priklad spektralnich charakteristik anthokyanu pri pH 1,0 a pH 4,5. [48]

Barevna noniova forma ptevlada pii pH 1,0 a bezbarva hemiketalova forma pti pH 4,5
(viz. Obr. €. 5). Metoda je umozituje méfeni i v pfitomnosti polymerovanych degradovanych

pigmentu a jinych rusivych latek.
Ri
HO e Oy Ro

Re  H" | @ |
e _— - o
| O-gly i O-gly
O-gly O-gly
Chinoidni modra baze Flavyliovy kationt (noniova forma) oranzova, fialova
+HoO | | -HT
Ry
H OH
R4 o~ |
OH HO 0. A~
HO ~r P ougly 7 OH - R,
AN = | =
| Ro O-gly
O-gly 0 O-gly
Bezbarvy chalkon Karbinolova pseudobéze (hemiketalova forma) bezbarva

Obr. 16: Struktura anthokyanii pvi riizném pH. [48]

obsah celkovych anthokyanti:
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A-MW -DF -10°
&l

(mg-1") =

A znali absorbanci vzorku pii ur€ité vinové délce. 4 = (Amax — A )p e (Amlx — Ao )p 14

MW je molekulova hmotnost majoritniho anthokyanidinu. DF je faktor ziedéni. ¢ znaci
molarni excita¢ni koeficient a / je délka kyvety.

4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Prvnim objevitelem chromatografie byl botanik M.S. Cvét vroce 1903. Jeho prace
spoc¢ivala v déleni chloroplastovych pigment zrostlinnych extrakti na sklenéné koloné
plnéné CaCO; s pouzitim organickych rozpoustédel. V poloving 50. let 20. stoleti bylo
prokézéano, ze separacni rychlost je limitovana rychlosti difuze rozpusténé latky z kapalné
faze. Na konci 60. let minulého stoleti Sorben, Peterson Gutter zavedli pouzivani médii
na bazi celulozy a o 10 let pozdéji popsal Hjerten pouziti separacnich médii na bazi dextranu.
Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie byla vyvinuta v poloviné roku 1970 a rychle
se zlepSovala s vyvojem novych vhodnych materialti pro kolony. V létech 1980 — 1989 byla
vyvinuta nova média s vys$§i mechanickou odolnosti, umoziujici pouziti vyssich tlak pro
separaci. Takto vznikl systém bio-HPLC pro separaci biopolymerti. [52, 53, 54]

4.3.1 Princip metody

Tato metoda je hojné¢ vyuzivana v biochemii i1 analytické chemii pro identifikaci a
kvantifikaci. Jedna se o separa¢ni metodu zaloZenou na rovnovéazné distribuci slozek vzorku
mezi dvéma fazemi, stacionarni a mobilni. Aby dochézelo k separaci slozek, musi mezi
témito fazemi existovat fazové rozhrani. Pfi déleni vzorku dochézi k opakovanému vytvareni
rovnovaznych stavli mezi stacionarni a mobilni fazi. Tento d¢j popisuje distribucni konstanta
Kp. Cely systém HPLC se obecné sklada z kolony, kde probiha separace latek, vysokotlakého
Cerpadla, autosamplerem (davkovacem vzorkl) a detektorem. Proti jinym typim kapalinové
chromatografie je HPLC zvyhodnéna rychlejSim pribéhem analyzy a to diky pouziti
vysokotlakého cerpadla. Dalsi vyhodou je moznost pouziti malé velikosti Castic jako
materidlu pro staciondrni fazi v kolon¢. Umozituje tak vétsi plochu pro interakci vzorku mezi
fazemi a tim lepsi odd¢leni latek ve vzorku. [49, 55, 56 ]

4.3.2 Separa¢ni mechanismy HPLC

Gelova permeacni chromatografie (GPC)
Rozdéleni molekul analyzovaného vzorku probiha v poérech gelu na zakladé jejich rozdilné
velikosti.

Rozd¢€lovaci chromatografie (LLC)
Separace probihd na zdklad¢ rozdilné rozpustnosti molekul vzorku mezi dvéma
nerozpustnymi kapalinami.

Absorp¢ni chromatografie (LSC)
Déleni analyzované latky probihd na povrchu tuhé faze s aktivnimi centry.

Iontové vymeénna chromatografie (IEC)

30



Separace probiha na zéklad€ rozdilné vyménné absorpce analys na povrchu iontového
meénice.

Po nésttiku vzorku na kolonu dochéazi k déleni jeho anthokyanového profilu. Nasledné
jednotlivé zony anthokyanii prochazi ptes detektor s riznym retencnim ¢asem. Chromatogram
ukazuje jednotlivé piky délenych anthokyanovych barviv a jejich $itku. Termodynamika a
kinetika separace urcuji, jak moc budou sousedni piky od sebe dokonale nebo nedokonale
oddéleny. Kinetické vlastnosti mohou ovliviiovat rozmyvani zon pii postupu v koloné a tedy 1
Sitku piku na chromatogramu. Termodynamika separace charakterizuje ovlivnéni velikosti
interakce mezi analytem a sorbentem, retenci analytli, rychlost migrace analytl kolonou a
dé€leni analytli navzdjem od sebe.

Lze uplatnit n€kolik zplsobli pomahajicich k vylepSeni separace analytti. Mohou jimi byt
zména délky kolony, zména staciondrni faze, zvySeni nebo sniZeni priitoku mobilnich fazi,
zména slozeni mobilnich fazi a dalsi. [53, 54]

4.3.3 Zakladni pojmy:

Distribucni konstanta Kp

Kde (nd)s a (nd),, jsou latkovad mnozstvi slozky A ve stacionarni a mobilni fazi, Vs a V,,
jsou objemy stacionarni a mobilni faze. Cim je konstanta vyssi, tim déle se separovana latka
drzi na stacionarni fazi v kolon€. Pro separaci je dilezité, aby délené latky méli rozdilnou Kp.
Distribu¢ni konstanty jsou urovany urcitymi zédkony. Zalezi na jaké fyzikalni povaze pracuje
rozdelovaci dé;.

Kapacitni pomer k
Kapacitni pomér je definovan jako mnozstvi separované latky ve staciondrni a mobilni
fazi:

k_z [:HA)}:T :KD'?: KDJS

Kde Vs a V,, jsou objemové veliciny staciondrni a mobilni faze. Udéavaji fazovy pomér .
Vyjadiuje kapacitu kolony. Cim je kapacitni pomér vyssi (k = 20 — 1000), tim je analyt vice
zadrzovan v koloné¢ a tim pomaleji eluovan, tedy i zony eluovanych latek jsou rozmyté.

Retencni objem Vg

Objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se separovany analyt dostal od zacatku
ke konci kolony. Je to objem protekly za reten¢ni Cas.

Vo= + K8,

VM znaci mrtvy objem, Kp distribu¢ni konstantu a Vg objem staciondrni faze.
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Retencni cas tg
Jedna se o celkovy cCas, ktery analyt stravi v separacni kolon¢, neboli doba, ktera uplyne
od nastiiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky.

Va=F, iz ER=EM{1+;’:)

VR je retencni objem, F,, je objemova priitokova rychlost, tg je rekéni Cas, ty predstavuje
mrtvy cas.

Mrtvy objem kolony Vi
Objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se nezadrzovany analyt dostal
od pocatku ke konci kolony.

Mrtvy cas kolony ty
Je retencni Cas analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj. analytu, ktery se pohybuje
kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. VSechny analyty strdvi v mobilni fazi stejny

¢as - mrtvy ¢as kolony.

néstiik R,

inertni latks
1llii.i

Obr. 17: Elucni profil kapalinové chromatografie (Vi — mrtvy objem, Vg, > — retencni objemy
latky 1 a 2, Yy, — Sirky pikii téchto latek v zakladneé). [55]

obaar

Ucinnost chromatografické kolony
Odmocnina z poctu teoretick}'fch pater n, pfedstavujicich pomysln}'l poéet elementérnich

vvvvvv

Kazdé zvySeni jejich poctu ma za nasledek prodlouzeni doby analyzy, pouziti vysSich tlaku a
prodlouzeni kolony. [53, 54, 55]
2
%
YV
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Izotermicky dej (T = konstanta)

Latka je zadrzovana na tuhé stacionarni fazi pomoci absorpce. Ustalovani rovnovahy
se vtomto piipadé bude fidit absorpcni izotermou, kterou lze popsat Freundlichovou, ¢i
Langmuirovou izotermou:

b,

- - *
I+&-c,

5 Compr

Kde ¢, je koncentrace slozky v mobilni fazi, ¢, udava koncentraci slozky ve stacionarni

fazi. Dale b a ¢ 4, jsou konstanty. ¢y . 0Znacuje maximalni mozné mnozstvi naabsorbované
latky na jednotku mnoZzstvi absorbentu.

i il i
Cs  ——
b, ww]
b =<l i
» Cm

Obr. 18: Langmuirova izoterma. [55]
Usek I: Linearni tisek plati pouze pro malé koncentrace slozky v mobilni fazi, c,, << 1. Potom
zjednoduSeni izotermy bude: ¢, =c¢ b-c,.
Usek II: Pro tento usek plati plné rovnice izotermy.

Usek III: Koncentrace slozky v mobilni fazi je vysoka ¢, >> 1, koncentrace cs neni ovlivnéna
cm (aktivni centra jsou nasycena), plati: ¢, =c¢ [55]

S—max

s—max °

Adsorp¢éni chromatografie v systému normalnich fazi

V koloné¢ se nachéazi polarni stacionarni fdze a mobilni faze je nepolarni. Separované latky
se zadrzuji ve sméru polarni — stfedné polarni — nepolarni. Mobilni fazi mize byt naptiklad
hexan a stacionarni silikagel. [52]

Adsorpcni chromatografie v systéemu obracenych fazi

V tomto systému je naopak staciondrni faze nepolarni (oktadecylsilikagel) a mobilni faze
je polarni (acetonitril). Separované latky se tedy zadrzuji nepolarni — sttedné polarni — polarni
(viz ptiloha 1). [52]

Nerstnitv rozdélovaci zdakon
Tento zakon plati rozdélovani analytu mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami:
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Pokud je rozdélovaci konstanta konstantni (zavislost mezi koncentracemi je linearni), pak
elucni zéna ma tvar Gaussova rozdéleni a vznikd tedy symetricky pik. Retence se se zvySujici
koncentraci neméni. Naopak pokud je zéavislost mezi koncentracemi nelinedrni, vznika
nesymetricky pik. Pfi nizSich koncentracich analytu a konkavniho tvaru adsorp¢nich
rovnovah jsou piky eluovany pomaleji, coz ma za nasledek chvostovani piku. Se zvySujici
se koncentraci se retence sniZzuje. Pfi opacném zakfiveni, tedy pii konvexnim tvaru, se bude
pik rozmyvat pfi niz$i koncentraci analytu. Pfi vyss$i koncentraci analytu se retence opét
snizuje. [55, 57]

-
o
< Vinj
= - s L §
F.\ ) Konkawvni tvar isotermy R
e
3 Y
2
o o o
> Vinj °
B
R 2
Konvexni tvar isotermy w
B) 2
=
[=]
E
A =
o -
-
o
> Minj
t =t
R R
C) 1 2
o

Obr. 19: Vliv tvaru adsorpcni izotermy na tvar a retenci piku. [55]

Gradientovd eluce

Nejpouzivangj$i a nejucinngjsi technika programovani podminek HPLC. Pti gradientové
eluci se pracuje s mobilni fazi, jejiz slozeni se méni s Casem. Béhem separace se zvysuje
eluéni sila. Casova zména koncentrace béhem separace se nazyva profil gradientu. Slozky
tvofici gradient mobilni faze Ize sméSovat za nizkého nebo vysokého tlaku. Pti nizkotlakém
sméSovani dvou nebo vice proudi jsou zésobniky mobilni faze propojeny ventilem
se sméSovaci komorou. Z této komory je Cerpadlem smés odebirana k analyze. Vysokotlaky
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gradient mobilni faze vyuziva dvou nebo vice Cerpadlem. Mobilni fize jsou dopravovany
do misici komurky a nasledn¢ na HPLC kolonu.

Existuje i technika, izokratické eluce, kterd v prib¢hu separace nepouziva zménu slozeni
mobilnich fazi. [54]

Vymeéna ionti

Iontové vyménnd chromatografie probiha na iontoménicich. Ion iontoménice je vyménén
za ion obsazeny v mobilni fdzi nebo ve vzorku. Separace probihd na principu soutézZeni
ionexu o tyto ionty. Chromatografie probihd na iontoménicich. Pii tomto zplisobu
chromatografie zachycuje sorbent urcity typ iontit vyménou za jiny ion.
Podstatou je chemicka reakce:

RY+X “»RX+Y pro anex
RY+X" ™ -RX+Y' Dprokatex

Kde Y a Y jsou vyménitelné ionty, které jsou vazany na funkéni skupiny ionexu. Pfi
iontové vyméné difunduji sorbované ionty z okolniho roztoku do ionexu, vytésnuji a
vyméinuji ekvivalentni mnozstvi jinych iont védzanych na jinych vyménnych skupinach.
Tento pochod je obousmérny, takze v urcitém okamziku dochédzi k ustaveni rovnovahy.
V ionexové chromatografii se vSak nikdy nevyuziva plna vyménna kapacita ionexu, o celkové
rychlosti vymény rozhoduje pfedevsim difuze kapalinovym filmem a u velmi zfedénych
roztoku také difuze ionexem. [55, 57]

Sitovy efekt

Na separaci maji rozhodujici vliv velikosti (rozméry) molekul analyzovaného vzorku.
V molekulovém situ (pérovém gelu) se nejprve vylucuji velké molekuly. Mensi Castice
se zachytavaji v porech gelu a opozd’uji se. Pfi pritoku vzorku nedochéazi ke vzniku skutecné
rovnovahy mezi koncentraci latek uvniti ¢i vné gelu. [53, 54]
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Obr. 20: Schéma rozdéleni smési latek na gelové permeacni chromatografii. [58]
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4.3.4 Instrumentace v vysokoucinné kapalinové chromatografie

CHROMATOGRAM
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Obr. 21: Instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie. [59]

Zasobnik mobilni faze

Mobilni faze jsou umistény v zasobnich lahvich o rizném objemu. Ve vétsing piipadl je
v zésobniku umistén odplynova¢ mobilni faze z divodu odstranéni nezadoucich bublinek
plyni v mobilni fazi.

Mobilni faze je specifickd pro kazdy typ chromatografie. Musi byt kompatibilni
s detektorem, netoxicka, netékava, inetrni vaci stacionarni fazi a analyzovanému vzorku,
nizké viskozity. Mobilnimi fizemi jsou organickd rozpoustédla a jejich smési (s vodou,
pufrem). [49, 53]

Cerpadlo mobilni fize

Jelikoz se v HPLC pouzivaji kolony s velmi malymi ¢asticemi, kladou velky odpor. Proto
je nutné pouzit vysokotlakd cCerpadla pro dosazeni pozadovaného pritoku mobilni faze.
Pritok by mél byt konstantni, reprodukovatelny a bezpulzni. Pro malé priatoky se pouzivaji
reciprokacni Cerpadla, zdvojend pistova Cerpadla s programovanym pohybem pistu, nebo
takova, ktera se daji kombinovat se zafizenimi na tvorbu gradientu. [49, 55, 56]

Davkovaci zarizeni

Déavkovani vzorku se provadi bud ruéné do davkovaci smycky, nebo pomoci
automatického davkovace (autosampleru). Pokud se davkuje pomoci smycky, jedna
se nejcastéji o Sesticestny ventil s vyménitelnou smyckou a plni se injekéni stiikackou. Objem
smycky se pohybuje v rozmezi desitek nanolitr az po mililitry. Davkovace jsou opatfeny
regulovatelnou dobou vyplachovani smycky do kolony.

Automatické davkovace jsou spojeny se zasobnikem vzorku, v némz jsou umistény
mikronadobky (vialky) uzaviené perforovanou zatkou z polypropylenu. Je nékolik druha
konstruk¢éniho spojeni injekéni stiikacky davkovace:
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Injekéni stiikacka davkovace je fixni a pohybuje se pouze zasobnik vzorku pod zvednutou
jehlou injekéni stiikacky davkovace, jejiz pist je ovladan specialnim krokovym motorem.
Pohyb zéasobniku je bud’ osovy, nebo kruhovy (typ tzv. karusel), zalezi na typu konstrukce.

Zasobnik vzorkill je fixni a pohybuje se raménko injekcni sttikacky davkovace ve sméru
0SY X-y-Z.

Zasobnik 1 injekéni stiikacka ddvkovace jsou fixni, vialka je roboticky dopravena pod
zvednutou jehlu injekéni stiikacky davkovace, kde mize dochdzet k dal§imu zpracovani
vzorku.

Déle je bud vzorek davkovan pomoci Sesticestnych ventilli, nebo pomoci nékolika
tiicestnych ventild. Pii davkovani by nemél byt pferusen tok mobilni faze pies kolonu.
K zamezeni kontaminace vzorku se pouziva vnitini i vnéjsi oplach jehly. Vialky se vzorky
jsou temperovany a chranény pred svétlem. [49, 55, 56]

Néplnové kolony pro HPLC jsou vyrobeny ze skla nebo nerezové oceli, aby odolaly
vysokym tlakiim. Jsou to trubky nebo kapilary rovnomérné naplnéné stacionarni fazi. Skladaji
se z kovového plasté, ktery udrzuje stacionarni fazi pohromadé. Plast je uzavien porézni
kovovou fritou, ta zabranuje uvoliovani stacionarni faze z kolony a zaroven umoZznuje
plynuly pratok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonceny pfevlecnym ochrannym
krouzkem a koncovou hlavici. V krouzku je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem.

Néplii kolony se sklada z pravidelnych kulovych &astic. Castice mohou byt: klasické (25 —
80 um), pelikularni (25 — 30 pum, o vrstvé 1 — 3 um), povrchové porézni nebo
mikropartkuldrni (3 — 10 wm). Materidl, ze kterého jsou castice néplné tvotfeny, mlze byt
polarni nebo nepolérni. [49, 53, 55, 56]

a) Poléarni adsorbenty

Silikagel (neupravovany, modifikovany)
V Cisté amorfni formé ma rtzné fyzikalni vlastnosti. Vyhodny je co nejvétsi specificky
povrch a relativné velky objem port. Hlavni soucésti aktivnich center jsou hydroxylové
skupiny, na kter¢ je vodikovou vazbou adsorbovana voda. Zahtatim nad 150 °C je odstranéna
voda. Poté je silikagel aktivovan. Adsorce probiha na silanovych skupinach, povrch silikagelu
je slabé kysely, proto jsou lIépe zadrzovany bazické latky.

Oxidy kovt (Al,O3 - alumina)

Alumina ma obdobné vlastnosti jako silikagel. Vyskytuje se viadé modifikaci, dle
mnozstvi navazané¢ vody. Pfi vysokém obsahu vody se projevuji rozd€lovaci efekty.
Na povrchu se vyskytuji protondonorni i protonakceptorni hydroxyly.

Chemicky vazané polarni stacionarni fdze - Aminopropyl

Zadrzovani latek na aminopropylu je mnohem vyssi nez na silikagelu nebo aluming, zvIast
pro kyselé latky. Nevyhodou amonipropylu je jeho vysoké reaktivita za vzniku iminti nebo
oxidované NH; skupiny. V pfitomnosti vody je NH, skupina hydrolyzovédna a vysledkem je
vysoké alkalické prostiedi v porech.

b) Nepolarni adsorbenty

Jedna se o chemicky véazané nepolarni faze, obracené faze. Obsahuji uhlovodikovou
organickou cast bez dalSich skupin. Piikladem je reakce sikagelu s alkylsilanu. Silanizaci
silikagelu chlorsilany (funkéni skupiny), lze pfipravit chemicky véazané faze se slab¢ ¢i
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sttedn€ poladrnim (amino- ¢i kyanoskupiny) popf. charakterem ionexu (sulfoskupiny). [52, 53,
55]

Detektory

Zaznamenavaji rozdil mezi prichodem Ccist¢é mobilni faze a mobilni faze obsahujici
eluovanou slozku celou detektoru. Detektory se déli na koncentratni a hmotnostni.
Koncentra¢ni detektory zaznamenavaji zménu hmotnostni koncentrace nezavisle na piivodu
slozky do detektoru. Hmotnostni detektor zaznamenava zménu hmotnostniho toku slozky
do detektoru. Dale se detektory déli na destruk¢ni, ve kterych se chemickda komponenta
ireverzibilné méni. Druhym typem je nedestrukéni detektor, v némz se chemicka struktura
komponenty neméni. V systém HPLC se pouzivaji spektrofotometrické UV-VIS detektory,
fluorescen¢ni, refraktometrické, amperometricky nebo hmotnostni.

Refraktometricky detektor je Casto oznacovan jako univerzalni. Je zaloZen na méfeni
rozdilu indexu lomu analyzované latky a ¢isté mobilni faze. Pokud mobilni faze unasi pies
detektor eluat, objevi se vychylka. Je citlivy ke zméné teploty. Detekuje koncentrace latek
v rozmezi 10~ az 10° g'ml™.

Spektrofotometricky detektor patii v dneSni dobé k nejbeznéjsim detektorim. Jeho
vyhodou je jednoduchost a spolehlivost pfi detekci Siroké Skaly latek. Nejdokonalejsi
spektrofotometrické detektory jsou schopny pomoci diodového pole proméfit celd absorpcni
spektra béhem prichodu latky kyvetou v urc¢ené oblasti vinovych délek. Detekuje koncentrace
eluatu 10® gml™,

Fluorescen¢ni detektor vyuziva fluorescence, tedy schopnosti latek absorbovat ultrafialové
zafeni a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které se méti fotonasobicem kolmo na smér
vstupujiciho zafeni. Fluorescen¢ni detektor je vysoce selektivni a Ize jej kombinovat i
s detektorem fotometrickym.

Ampérometricky detektor je zalozeny na méfeni proudu vyvolany prichodem redukované
nebo oxidované latky pritokovou celou detektoru. Je vhodny pro detekci elektroaktivni
substance a méa vyznamné pouziti v biologickych aplikacich. Napt. pro HPLC separaci a
detekci katecholamind.

Hmotnostni spetrometricky detektor je zaloZen na principu vzniku nabité molekuly nebo
fragmentu molekuly a méfeni jejich hmotnosti vzhledem k naboji. Vzorek je umistén
do pfistroje a odpafovan. Nasledn& je vzorek ionizovan za vzniku nabitych ¢astic. Castice
jsou déleny podle poméru hmostnosti a naboje v analyzatoru elektromagnetického pole. lonty
jsou detekovany a zpracovany hmotnostnim spektrometrem. Metoda je pouzivana ve spojeni
s kapalinovou chromatografii, tedy i HPLC. Podstatnym problémem pfi spojovani téchto
dvou technik je rozdil tlaku. Vystup analytu u HPLC je pod vysokym tlakem, kdezto
v hmotnostnim spektrometru je udrzovano vakuum. Pouziva se spojeni s pfimym vstupem
eluatu, kde se vyuziva délice toku mobilni faze. Do hmotnostniho spektrometru se dostava jen
mald ¢ast eluatu, ale dochézi ke snizeni citlivosti. Pfimé spojovani bez dé€lice toku je mozné
pouzit pro kapilarni kolony, nebo kolony s malym primérem. Mobilni faze zaroven slouzi
jako reakéni plyn pro chemickou ionizaci. Ve spojeni s nekoneénym pasem (Moving Belt) je
eluat na vystupu z kolony rozprasen pod tthlem 45° na nekonecny dopravni polyimidovy pas
(obr. 1), mobilni faze se odpafi pod infracervenou lampou a jeji pary jsou odsaty vakuovymi
pumpami ve dvou komorach. Analyzované latky jsou pohyblivym pasem vneseny
do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, kde jsou bleskovym ohtatim odpafeny a
ionizovany nebo jsou pfimo na pasu ionizovany desorpci laserem, narazem rychlenych ionti
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nebo atomt. Aplikace této techniky je omezena na malo t€kavé latky a dochézi pfi ni k urcité
ztraté chromatografického rozliSeni pifi pfevodu separovanych slozek vzorku z eludtu
na dopravnikovy pas. [52, 49, 53, 55, 56]

4.4 Stanoveni anthokyani ¢erném bezu

Na konci 20. stoleti se opét zaCalo ve veétSi mife vyuzivat pfirodni barvivo
v potravinafském primyslu. Cerny bez se ukazal jako velmi vhodny a bohaty zdroj
anthokyanti. Br@nnum-Hansen, Jacobson a Flink se roku 1985 zabyvali extrakci anthokyant
z Cerstvého materialu ¢erného bezu. Pocali testovani riznych extrakénim médii s vlivem cCasu
a teploty na zisk anthokyanl. Byly vyzkouSeny vodné i alkoholové roztoky okyselené
kyselinou chlorovodikovou. Testy vSak prokazaly, ze pro extrakci anthokyanti z cerného bezu
je nejuginngjii 0,1 mol1”" vodny roztok kyseliny chlorovodikové (HCI). [60]

Roku 1995 Fiorini pouzil preparativni HPLC k purifikaci anthokyanti z vytazki z jahod,
cern¢ho bezu, lilku a fedkvicek. Metoda také slouzila k oddéleni anthokyanli od enocyaninu.
Béhem jeho prace byly optimalizovany chromatografické podminky analyzy pro u¢inné
Cisténi v co nejkratsi dobé. Tyto izolované anthokyany byly detekovany pomoci UV-VIS
spektrofotometru a nasledné porovnavany s referencnimi normami. Stanoveni uplné struktury
acetylovanych anthokyanli vyzadovalo podporu rychlého atomového bombardovani
hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické rezonance (NMR), které byly jesté
ve vyvoji. [61]

Osamu Inami a jeho kolektiv v roce 1996 studovali dva druhy cerného bezu a jejich
pigmenty pro vyuziti v ndpojovém primyslu. Zkoumané vzorky byly anthokyany izolované
ze Sambucus nigra a acetylované derivaty anthokyani ziskané ze Sambucus canadensis. U
téchto vzorkd byla provedena HPLC analyza za pouziti Capcell Pak C18 200 % 250 mm
kolony a mobilni faze tetrahydrofuranu, jehoz pH bylo upraveno kyselinou fosfore¢nou.
Detektor byl pouzit UV-VIS. Vysledky testl prokazaly, Ze derivat anthokyanu kyanidin-3-O-
(6-OEP-coumaroyl-2-O-a-D-xylopyranosyl)- o  -D-glukopyranosidu-5-O- o  -D-
glukopyranosid (S. canadensis) byly podstatné stabilngjsi nez samotné anthokyan kyanidin-3-
sambubiosid (S. nigra). Bylo tedy prokdzéano, ze acetylace anthokyanii zvysuje jejich tepelnou
a svételnou stabilitu. [62]

Roku 1997 byla publikovana prace P. Bridle a C. Garcia-Viguerové zabyvajici
se srovnanim metod stanoveni anthokyant v jahodach a ¢erném bezu. Prvni metodou byla
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie a druhou kapilarni zoénova elektroforéza (CZE).
Separace anthokyanti metodou HPLC podala dostacujici vysledky déleni zejména pigmenti
jahod. Anthokyany ¢erné¢ho bezu se hiife oddélovaly. CZE poskytovala obdobné vysledky, co
se tyCe anthokyant jahod, ovSem pii separovani anthokyanii z ¢erného bezu dochdzelo
k velikym ruSivym vlivim zptGsobenym dal§imi slou¢eninami z extraktu ¢erného bezu. Pro
uspokojivé vysledky ziskané CZE bylo tieba mnohonasobné¢ zvysit koncentraci anthokyant
ve vzorku. Zaveérem bylo, Ze pro separaci anthokyanovych barviv z ¢erného bezu je vhodnéjsi
metodika HPLC. [63]

K. Kaack a T. Austed roku 1998 stanovovali obsah anthokyanti, rychlost jejich degradace a
obsah kyseliny askorbové. Stanoveni anhtokyaniti provadéli na 14 vzorcich ¢erného bezu
metodou HPLC. Po zjisténi mnozstvi kyseliny askorbové a rychlosti degradace anthokyanii
ve §t'avach bylo zfejmé, ze pro ptipravu ovocnych §t'av nebo dzusii obohacenych anthokyany
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z ¢erného bezu jsou vhodné odridy bezu s vysSim obsahem kyseliny askorbové, nebot
zabranuje jejich degradacnim procestim. [64]

Jelikoz maji anthokyany velky potencial jako pfirodni antioxidanty, byl proveden vyzkum
biologické dostupnosti anthokyant v krevni plazmé po poziti potraviny s obsahem
anthokyanii. Vyzkumem se zabyval M. Murkovic, H. Toplak, U. Adam, and W. Pfannhauser
roku 2000. Jako vzorek potravin poslouzil Sambucus nigra a v krevni plazmé¢ byly hledany
anthokyany s nejvysSim zastoupenim metodou HPLC. Jednim byl kyanidin-3-O-glucosid a
druhym kyanidin-3-O-sambubiosid. Pfi projektu byla subjektu podana strava bohata
na anthokyany a tuk. Po 2 hodinach bylo mozné kvantitativné stanovit obsah anthokyant
v plazmé¢. Nasledné béhem nékolika hodin byly anthokyany z plazmy eliminovany. Mnozstvi
anthokyanii nalezenych v krevni plazmé bylo méné nez 1 % z pozité stravy. [65]

Amitabh Chandra, Jatinder Rana a Yingqin Li vypracovali roku 2001 metodou HPLC a
LC-MS-ES pro identifikaci a kvantifikaci anthokyant jednotlivych i celkovych v botanickych
surovinach. Anthokyany byly déleny na zaklad¢ hmotnosti kationtii pti LC-MS-ES a nasledné
rozpoznany pomoci komeréné dostupnému anthokyanovému standardu kyanidin-3-glukosid
chloridu. Konkrétni mnoZzstvi anthokyanii bylo vypocitdno vynasobenim korekéniho faktoru
molekularni hmotnosti. Experimentalni postupy a pouziti korekéniho faktoru molekulérni
hmotnosti byly ovéfeny pomoci Sablon tfesnového kolace Balaton a ¢erného bezu. Tato studie
prokéazala, ze pouzivany standard kyanidin-3-glukosid chlorid poskytuje pomérné piesné
vysledky celkovych anthokyanii ve vzorcich botanickych surovin. Tato metoda byla
ohodnocena jakou jednoduchd metoda pro stanoveni celkovych anthokyani pro rutinni
kontroly kvality potravin, ¢i surovin. [66]

Vroce 2003 byl vydan c¢lanek o studii identifikace anthokyani a antioxidacnich
vlastnostech rostliny Kalina rozsifend. Problematikou se zabyval MI-YEON KIM a kol. Plody
této rostliny byly podrobeny analyze Sephadex LH-20 sloupcové chromatografie a
preparativni vysoce ucinné kapalinové chromatografie. Byly izolovany dva hlavni anthokyany
a jejich struktury byly specifikovany pomoci metod nuklearni magnetické rezonance (NMR) a
HPLC-MS-ES. Vysledkem byly anthokyany kyanidin 3-O- (2-O-a-D-xylopyranosyl)-a-D-
glukopyranosid, neboli kyanidin 3-sambubiosid a kyanidin3-O-a-D-glukopyranosid, neboli
kuromanin. Pomoci NMR byly prokdzany aktivity proti aniontim superoxidi a
hydroxylovych radikali, zodpovédné za negativni ucinky na lidsky organismus. Bylo tedy
prokédzéano, ze obsazené anthokyany zvySuji antioxidacni aktivitu a fyziologické uc¢inky témto
plodim. [67]

Jakobek a Seruga vroce 2005 stanovovali celkové anthokyany ve S§tavach z Cerstvého
ovoce a v komercné dostupnych ovocnych dzusech stejného ovoce. Vzorky ovoce a dzusu
z nich vyrobenych byly: ¢erny rybiz, borivky, ostruziny, jahody, maliny, bezinky, visné a
tteSn€. Z Cerstvého ovoce byla drcenim a lisovanim ziskéna st'ava, kterd byla ihned podrobena
analyze pomoci RP-HPLC s UV-VIS detekci. Mobilni faze se skladala z roztoku metanolu a
0,5% kyseliny fosforecné. Celkové mnozstvi anthokyant bylo vyjadifeno jako obsah kyanidin-
3-glukosid. Ve stavach z Cerstvého ovoce se obsah anthokyanti pohyboval v rozmezi 199 —
6271 mg-1". V komeréné dostupnych §tavach byl obsah 34 — 317 mg-1™. [68]

Florian C. Stintzing, Jan Trichterborn a Reinhold Carle roku 2006 zkoumali potencialni
synergismus smési pfirodnich anthokyant a betalainii pro barveni potravinaiskych vyrobka.
Anthokyany a betalainy byly izolovany z ptirodnich vzorkt, jakou jsou ¢erna mrkev, bezinky,
vis$né, jahody a ¢ervend fepa. Stabilita smési téchto pigmentt byla zkoumana po dobu 3 tydnt
pii rtiznych hodnotach pH. Nejvice vyhovujicich barevnych odstinu pouzitelnych k barveni
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potravin bylo ziskdno pii pH 4,5 a 5,0. Maximalni stabilita pigmentl Cervené ftepy
se projevila pii pH 3,0. Pii pH 3,5 byla stabilni pouze jedna varianta smési pigmentli, ovSem
pii pH 7,0 jiz nikoliv. Jednotlivé zastoupeni anthokyan a betalainii ve smésich bylo
analyzovano metodou HPLC-MS. [69]

J. Valls a kol. v ¢lanky z roku 2009 aktualizoval vyCerpavajici pfehled o pouziti metod
HPLC, kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie pro studium polyfenoli
v potravinach. Nejvétsi tiidu tvoii flavonoidy, které jsou Siroce zastoupeny v rostlinné fisi a
jsou nejvice studovany pro své antioxidaéni a protirakovinné uéinky. Clanek se také zabyva
ttidami flavonoidl, jako jsou anthokyany, isoflavony a flavanoly, které se dnes hojné
pouzivaji pro vyrobu novych nutraceutik. [70]

4.5 Stanoveni anthokyani v modych odrudach vinné révy

Prace F. Mattivi a kol. z roku 1990 byla zamétena na anthokyanovy profil modrych odrad
vinné révy. Bylo odebrano kolem 120 kultivard, zejména starych italskych odrud a asi 30
kultivart Vitis vinifera ssp. silvestris z riznych oblasti Italie. Anthokyany byly separovany
pomoci techniky HPLC s fotodiodovym detektorem. Odridy vinné révy byly rozdéleny
do n¢kolika skupin podle procentualniho zastoupeni monoglukosidii: estery kyseliny
malvidin-3-monoglukosid-kdvové a estery kyseliny p-kumarové, které souvisi
s enzymatickou c¢innosti nezbytnou pro esterifikaci glykosidi, hydroxylaci a metylaci
vyskytujici se v biosyntéze néckolika anthokyand. Ziskané udaje o indexu enzymatické
aktivity odriid umoznuje ziskat rozdily mezi vinnou révou, spojené se syntézou anthokyani.
Stabilita anthokyanového profilu v ramci téZze odridy umoznuje pouziti této techniky pro
taxonomické ucely. Diky této vyzkumné studii bylo mozné uplatnit tuto techniku pro
klasifikaci a analyzu fylogeneze hrozni modrych kultivari. Bylo mozné tedy pohlédnout
na vztahy mezi Slechténymi odrtidami a jejich ptedky, tedy odridami divokymi, od kterych
se Slechténé odrady odvijely. [71]

Védecka studie S. Guidoni a kol. z roku 1997 se zabyvala Gc¢innosti aplikace viru typu 3
(GLRaV-3) a viru typu A (GVA) na eliminaci parazitickych organismu zvanych svinutky.
Viry byly aplikovany na postizeny klon Nebbiolo 415 a v pribéhu jeho vegetacniho obdobi
byly provadény analyzy anthokyant, katechinti, flavonolti pomoci metody HPLC a celkovy
obsah anthokyanli metodou spektrofotometrickou. Vysledky prokézaly, ze virus eliminoval
parazity, ktefi zplsobovali niz$i fotosyntetickou aktivitu a shromazdovani flavanoli
v Cepelich listl. Vinna réva byla op€t schopna zvysit akumulaci anthokyant v hroznech. [72]

Vroce 2003 se tym védci R. Brouillard, S. Chassaing, A. Fougerousse zabyvali
riznorodosti anthokyanii obsazenych v pfirodnich materidlech. Stfedem zajmu byly
anthokyany zejména v hroznech modrych kultivarii vinné révy. Zékladem bylo zjiSténi, Ze
anthokyany v hroznech jsou velmi jednoduché oproti anthokyantianthokyaniim v jinych
ptirodnich zdrojich, jako je cCerny bez, Cervené zeli, Cervené odridy brambor. V téchto
zdrojich jsou anthokyany slozené ze slozitych bocnich fetézcii na dostupnych mistech
aglykonového skeletu. Z potravinarskych produktii jsou anthokyany v hroznech jediné, jejichz
organolepticky profil se casem zlepSuje, tzv. starnutim. Mladé¢ vino, které obsahuje
anthokyany z hrozna se po né¢kolika mésicich méni spontanni reakci na nové pigmenty. Tyto
nové pigmenty udavaji vinu barvu po mnoho let. Védci zkoumali pribéh vzniku novych
pigmentu, tzv. kopigmentaci. Hrozny vinné révy obsahuji z anthokyanli 3-monoglykosidy
s péti riznymi aglykony. Jsou jimi malvidin, peonidin, petunidin, kyanidin a delfinin. N¢které
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odriidy modrych kultivari mohou obsahovat i1 acetylované anthokyany a druh Vitis riparia
obsahuje 3,5-diglukosidy. Vychozim anthokyanem je malvidin-3-glukosid. VSechny odrady
Vitis vinifera maji volnou hydroxylovou skupinu na poloze 5 v kruhu A. Studie popisuje, ze
na udrzeni zbarveni vina se podili intramolekularni kopigmentace. Barevny odstin se stava
nejvice stabilni, pokud je pouze jedna acetylova skupina nahrazena skupinou cinamoylovou.
[73]

Saigne-Soulard C. a spol. roku 2006 vénovali vyzkum biosyntéze anthokyant a stilbeni
ve vinné révé. Napomoci jim byla metoda nukledrni magnetické rezonance, jako dopliikova
metoda k HPLC. Biosyntéza anthokyanii a stilbenii spolu tizce souvisi. Anthokyany jsou
velmi vyznamnou slozkou kvality hrozni vinné révy. Stilbeny zaujimaji kli¢ovou roli
v obrannych mechanismech a jsou tedy povazovany za pfirozenou odolnost vinné révy. NMR
vyzkumnému tymu pomohla analyzovat stilbenovou a anthokyanovou drahu, tedy
zaclenovani molekuly fenylalaninu krok po kroku do molekul stilbeni nebo anthokyant.
Pouzit¢é metody velmi usnadnily pfistup k pochopeni zakladniho mechanismu tvorby
sekundarnich metabolitl vyssich rostlin. [74]

V témze roce 2006 se David Fournand a kol. zabyvali obsahem anthokyand a tanint
v zé&vislosti na obsahu cukri v hroznech vinné révy. Hrozny byly sbirdny v pravidelnych
intervalech procesu vyzravani. Nasledné byla provedena kvalitativni a kvantitativni analyza
obsahu tfislovin a anthokyanl ve vzorku hroznu. Byly pozorovany zmény anthokyanového
slozeni s rostouci hladinou cukri v bobulich hroznu. Podil methoxylovanych anthokyant
se se zvySujicim obsahem cukrli zvySoval, zatimco podil kumaroylovanych anthokyant
se nejprve také zvySoval a nasledné rychle klesl. U taninti byl detekovdn pouze minimalni
nartist. S naslednou zvysujici se polymeraci studovanych sloucenin se jejich obsah postupné
snizoval. Pro stanoveni celkovych cCervenych pigmentd byla pouzita metoda
spektrofometrickd na standard katechin. Pro specifikaci jednotlivych anthokyanl se pouzila
metoda HPLC s detekci diodového pole. Piti HPLC byl pouzit standard malvidin-3-O-
glukosid. Analyza taninli byla také provadéna metodou HPLC po piedchéazejici kysele
katalyzované degradaci v pfitomnosti flouroglucinolu. Takto byly taniny pfevedeny
na zakladni jednotky, protoanthokyany. Detekce byla provadéna dvojim zplsobem. Prve
pomoci fotodiodového pole a nasledné pomoci flourimetrického detektoru. [75]

Roku 2008 byla provedena studie zavislosti techniky solarizace bobuli hroznil vinné révy
na obsah anthokynti v letech 2004, 2005 a 2006. Vyzkumem se zabyval Kozina Bernard a
spol. Solarizace byla vysvétlena jako odraz slune¢niho svétla do bobuli hroznu. Byla
zaznamenavana zména svételného spektra a zména teploty na odriidé Pinot noir. Pro analyzu
anthokyanti byla pouzita metoda HPLC. Vliv solariza¢ni techniky byl ziejmy ve vSech
zkoumanych rocich. Nejvyssi narGst byl vSak zaznamendn vroce 2004. Anthokyanové
zastoupeni bylo méfeno na obsah 3-monoglukosidy jako jsou delfinidin, petunidin, peonidin a
malvidin. [76]

Pro vyuziti ¢ervenych listii vinné révy jako suroviny na vyrobu farmaceutickych preparati
byla potieba provést studie, kterd by upfesnila vhodnou dobu sbéru téchto ¢ervenych listl a
zaroven aby nebyla ohrozena nosnost vinné révy v nasledujicim roce. Pozornost této studii
vénoval roku 2008 Ernst Schneider a kol. Studie pojala 135 vzorktl listi révy vinné.
Analyzovany byly tyto komponenty: obsah anthokyanii, flavonolu a polyfenolovych latek.
Pouzitou metodou byla HPLC a konvek¢ni fotometrie. [77]
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pomiicky

bézné laboratorni sklo

Biichnerova nalevka

filtra¢ni papir (Papirny Pernstejn, CR)

vyvéva

mikropipeta 100 — 1000 pl (Biohit, Finsko)

injekent stifkacka — 2 ml (Chirana Injecta, SR)

MCE Syringe mikrofiltr, velikost pora: 0,45 pum, pramér: 25 mm, (Fisher Scientific,
USA)

vialky, vr$ky, septa (Fisher Scientific, USA)

kolona Synergi 4 um MAX-RP 80A HPLC Column 250 x 4.6 mm (Phenomenex,
USA)

kolona Kinetex 2.6 um C18 100A HPLC Column 100 x 3.0 mm (Phenomenex, USA)

5.2 Pristroje

hlubokomrazici box

piistroj na piipravu deionizované vody (Labicom, CR)

pH metr (Monokrystaly s.r.0., CR)

ultrazvukova vana (Kraintek, SR)

HPLC system (Spectra SYSTEM, USA):

gradientové Cerpadlo P 4000

autosampler AS 3000

spektrofotometricky detektor UV 6000 LP

pocitac se softwarem pro fizeni a sbér dat ChromQuest 4.0
LC systém (Shimadzu, Japonsko):

2x gradientové Cerpadlo LC-10-AD

kontrolni systém SCL-10A

termostat pro kolonu CTO-10AC

detektor s diodovym polem SPD-10A

pocitac se softwarem pro fizeni a sbér dat LC solution
UV-VIS spektrofotometr Helios v (Spectronic Unicam, USA)

5.3 Chemikalie

deionizovana voda (FCH VUT Brno, CR)
acetonitril HPLC grade (Chem-lab, Belgie)
kyselina mravenci, 98% p.a. (Lach-ner s.r.o., CR)
ethanol (Sigma Aldrich, Némecko)

octan sodny p.a. (Lachema, CR)

chlorid draselny p.a. (Lachema, CR)

kyselina chlorovodikova (Lach-ner s.r.0., CR)
ethanol 98% HPLC grade (Chem-lab, Belgie)
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e metanol 99% HPLC grade (Chem-lab, Belgie)
e kyselina chlorista 68% p.a. (Lach-ner s.r.o, CR)

5.4 Rostlinny material a priprava vzorku

5.4.1 Vzorky ¢erného bezu

Vzorky byly dodany Vyzkumnym a Slechtitelskym ustavem ovocnatskym v Holovousich.
Vsech 15 odrd ¢erného bezu rostlo za stejnych enviromentalnich podminek (kvalita pidy,
slunecni zatreni). Vzorky byly sbirany na pielomu srpna a zafi roku 2011 a byly ulozeny
do mraznicky. Po zmrazeni byly odstranény tfapiny a volné malvicky byly uloZeny
do plastovych sacki a vraceny do mraznicky. Na ustav chemie potravin a biotechnologii byly
bezinky pfevazeny ve zmrazeném stavu v polystyrenovych krabicich zasypany suchym
ledem. Zde byly vzorky pfemistény do hlubokomraziciho boxu pii — 70 °C a uchovany az
do doby analyzy. Piesné pojmenovani odriid obsahuje tabulka 5.

Pro vybér gradientu byl pouzit vzorek cerného bezu Alleso.

Tab. 5: Prehled Prehled analyzovanych odriid cerného bezu

Cislo odrida
1. Alleso
2. Aurea
3. Bohatka
4, Dana
5. Haschberg
6. Heidegg 13
7. Mammut
8. Pragarten
9. Riese aus Vossloch
10. Sambo
11. Sambu
12. Samdal
13. Sampo
14. Samyl
15. Weihenstephan

Vzorky vyjmuté z mrazni¢ky byly ponechany pfii laboratorni teploté volné rozmrazovat.
Rozmrazené plody byly piesypany do kadinky o objemu 150 ml a malou 50 ml
Ehrlenmayerovou bankou rozmackéany. Ziskand Stava byla prefiltrovana nejprve pies vatu a
gazu a nésledné filtrovana pomoci Bilichnerovy nalevky a vyvévy. Pred plnénim do vialek byl
vzorek nafedén v poméru 1:5 deionizovanou vodou a filtrovan pfes mikrofiltr 0,45 pm.
Nakonec byl odméfen 1 ml vzorku a pipetovan mikropipetou do vialky a do doby analyzy
ulozen v lednici, protoze anthokyany jsou tepelné a svételné nestabilni. Jesté tyz den byl
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vzorek analyzovan. K analyzam byly odebrany vzdy 3 vzorky z dostupného mnozstvi cerného
bezu.

5.4.2 Vzorky modrych kultivari vinné révy

Vzorky hrozni modrych kultivart byly dodany ¢tyfmi vinatskymi podniky v Mikulove.
Polohy vinic jsou znazornény na obréazcich 22 a 23. Pida ve vinicich byla stejného slozeni,
s vy$S§im obsahem CaCOs, coZ je pro tuto oblast charakteristické. Vzorky odrid a poloha
jejich vinic jsou zaznamenany v tabulce 6. Hlavnim faktorem podporujicim riznorodost
obsahu anthokyant bylo slunecni zareni. Kazdy vinohrad byl jinak vystaven piisobeni
slune¢niho zateni, viz obrazek 22 a 23. Vzorky hroznil byly odebirany z vinic, dle vyzréalosti
jednotlivych odriid. Odebrané hrozny byly dale zabaleny do plastovych sacki a ulozeny
v mrazicim pfenosném boxu se suchym ledem a dopraveny na ustav chemie potravin a
biotechnologie. Zde byly ulozeny do hlubokomraziciho boxu pii teploté — 70 °C a uchovany
az do doby analyzy.

Vzorky vyjmuté z mrazni¢ky byly ponechany pii laboratorni teploté volné rozmrazovat a
poté byly navazeny. Ke kazdému vzorku bylo pfidano stejné mnozstvi 98% etanolu, jako byla
navazka, a nasledné byl vzorek zhomogenizovan. Homogenizat vzorku byl ponechan stat
za laboratorni teploty asi 1 hod., aby se ze slupek dokonale vyluhovala anthokyanové barviva.
Dale byl vzorek lisovan, filtrovan pfes vatu a nékolikrat filtrovan pfes Biichnerovu néalevku a
na zaver filtrovan pres mikrofiltr 0,45 um od necistot. Byl odméten 1 ml vzorku, pipetovan
do vialky a opé€t ulozen do lednice kviili zachovani stability barviv. Tésné pted analyzou byl
vzorek vyjmut z lednice a vlozen do spektrofotometru nebo ddvkovéan na HPLC kolonu.

Tab. 6. Prehled odrud modrych kultivarii podrobenych analyze

vini¢ni trat’ odruda

Brnénska 1 Cabernet Moravia

Frankovka

Zweigeltrebe

Brnénska 2 Svatovaviinecké

Zweigeltrebe

Pod Sv. kopeckem 1 Rulandské modré

Alibernet

Cabernet Sauvignon

Pod Sv. kopeckem 2 Svatovaviinecké
Turold Svatovaviinecké
Valticka Svatovaviinecké
Zweigeltrebe
Alibernet
Neronet
Pod Martinkou Cabernet Sauvignon
Zweigeltrebe
Breclav Bag_go-
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5.5 Stanoveni anthokyani pH-diferencialni metodou

Priprava roztoku
0,025 mol-I"' NaCl

Do 1000 ml kadinky bylo odvézeno 1,86 g NaCl a ptiddno 980 ml deionizované vody.
Navéazka byla dokonale rozpusténa a roztok byl nasledné okyselen koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou na hodnotu pH 1,0. Takto upraveny roztok byl kvantitativné pieveden
do 1000 ml odmérné baiky a doplnén deionizovanou vodou po rysku.

0,4 mol-I"' CH;COONa

Do 1000 ml kadinky bylo odvéazeno 54,43 g pevného CH3;COONa. Navazka byla dokonale
rozpusténa asi v 960 ml deionizované vody. Vznikly roztok byl dale okyselen
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 4,5. Okyseleny roztok byl kvantitativné
pieveden do 1000 ml odmérné baiiky a doplnén po rysku.

Stanoveni obsahu anthokyanit pomoci pH-diferencidlni metody

Do tii suchych zkumavek bylo pipetovano 2,9 ml 0,025 mol-l" NaCl a 0,1 ml Gmé&mé
nafedéné Cerstvé Stavy z cerného bezu nebo modrych hrozni. Do dalSich tii zkumavek bylo
pipetovano 2,9 ml 0,4 mol-I"" CH;COONa a opét 0,1 ml vzorku Gerstvé $t4avy. Zkumavka byla
uzaviena gumovou zatkou a fd&dn¢ promichana.

Stanoveni celkovych monomerickych anthokyant bylo provadéno na spektrofotometru
Helios (ptiloha 2) pfi vinové délce 510 a 700 nm. Jako blank byla pouzita deionizovana voda.
Pii vinové délce 510 nm maji absorbanci hledané monomerni anthokyany. JelikoZ realny
vzorek muze obsahovat 1 ruSivé barevné necistoty, provadi se korekce pii vinové délce
700 nm. Takto ziskané hodnoty byly ptepocitany podle vzorce uvedeného v kapitole 4.2.
na obsah anthokyanti vztazenych na majoritni anthokyan. V cCerném bezu je majoritni
kyanidin-3-glukosid a v modrych hroznech malvidin-3-O-glukosid.

5.6 Stanoveni anthokyanovych barviv kapalinovou chromatografii

5.6.1 Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze a jejich poméry byly pouzity na zakladé literatury, ktera byla dodana
spole¢n¢ s kolonou Synergi C12 Max-RP (pro ¢erny bez) a kolonou Kinetex 2.6 C18 100A
(pro vinné hrozny).

Pro stanoveni anthokyanli v ¢erném bezu byla mobilni fize A pfipravena smichanim
deionizované vody a acetonitrilu v poméru 87:3 a okyselena koncentrovanou kyselinou
mraven¢i na pH 1,8. Toto nizké pH zajistuje stabilitu Cervené zbarveného flavyliového
kationtu. Nasledné byla mobilni fize umisténa na 15 minut do ultrazvukové lazné z divodu
odplynéni. Mobilni faze B byla pfipravena smichanim deionizované vody a acetonitrilu
v poméru 40:60. Jeji pH bylo také upraveno na hodnotu 1,8 pomoci koncentrované kyseliny
mravenci.

Pro stanoveni anthokyanti v modrych hroznech byl pouzit gradient mobilnich fazi C a D.
Mobilni fdze C byla pfipravena smichanim 0,56 ml koncentrované kyseliny chloristé a
deionizované vody. Vysledny objem ¢inil 1 litr. Mobilni faze D byla pfipravena smichanim
500 ml acetonitrilu, 100 ml methanolu, 0,864 ul koncentrované kyseliny chloristé a doplnéna
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deionizovanou vodou na 1 litr. Nakonec byla mobilni fdze umistétna na 15 minut
do ultrazvukové lazné.

5.6.2 Optimalizace gradientu pro stanoveni anthokyanii v ¢erném bezu

Pro analyzy anthokyanii v bezinkach byl nejdiive pouzit gradient mobilni faze uvedeny
v tabulce 7 dle literatury 78. S pouzitim tohoto gradientu vSak nebyly dobie rozdéleny slozky
vychézejici hned za mrtvym objemem kolony. Proto bylo nutné eluci slozek upravit.

K optimalizaci eluce byl pouzit Cerstvy vzorek ¢erného bezu odridy Alles6. Kolona byla
vzdy diikladné promyta mobilni fazi, aby doslo k jeji stabilizaci. Vzorek ¢erného bezu byl
tiikrat davkovan a na zéklad¢ chromatogramu bylo slozeni mobilni faze dale upravovano.

Tab. 7: Gradient pro stanoveni anthokyanii v cerném bezu z liter. zdroje 78

t (min) mobilni faze A mobilni faize B
0 85 15
15 80 20
18 60 40
21 96 4
25 96 4

5.6.3 Gradient pro stanoveni anthokyani v modrych hroznech

Pro stanoveni anthokyanii se vychazelo ze separacniho systému, ktery byl vyvinut
v laboratofi ustavu vinohradnictvi a vinafstvi na Zahradnické fakult¢ Mendelu v Lednici.
Jednotlivé anthokyany byly z kolony eluovany gradientem mobilnich fazi C a D, ktery je
uveden v tabulce 8. Pfed kazdou analyzou byla kolona vzdy nékolikrat promyta mobilnimi
fazemi, aby se stabilizovala. Teprve potom byl na kolonu davkovan vzorek.

Tab. 8: Gradient ¢ 1 pro stanoveni anthokyanut v hroznech modrych kultivarii

t (min) mobilni faze C mobilni faze D

0 95 5

5 90 10

15 70 30

20 55 45

23 40 60

24 25 75
25-27 0 100
2728 100 0
28 - 30 95 5

5.6.4 HPLC analyzy

Separované anthokyany jsou polarni slouceniny velmi podobné struktury. K jejich separaci
se proto s vyhodou vyuziva gradientova eluce s rostouci polaritou mobilni faze.
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HPLC stanoveni anthokyanii v bezu cerném

Tyto analyzy byly provadény na systému kapalinového chromatogratu HPLC Spectra
SYSTEM (pfiloha 2). K separaci anthokyanovych barviv ve vzorcich bylo pouzita kolona
Synergi C12 Max-RP o rozméru 250 x 4,6 mm vyplnéna Casticemi o priméru 4 pm.
Gradientova eluce byla uskute¢novana pomoci dvou mobilnich fazi A a B. Pratok mobilni
faze byl nastaven na 0,5 ml'min™'. Na kazdou analyzu byl davkovan vzorek o objemu 20 pl.
Kazdy vzorek byl davkovan celkem tfikrat. Teplota autosampleru a kolony byla nastavena
na 28 °C a na tlak 9 MPa. Detektor s diodovym polem zaznamenaval spektrum v rozmezi
vinovych délek 200 — 600 nm, analyzy anthokyant byly sledovany pii 520 nm. Po ukonceni
analyzy byla kolona promyta methanolem.

Pomoci dostupné odborné literatury byla jednotliva anthokyanova barviva identifikovéana.

HPLC stanoveni anthokyanii v modrych hroznech

Druhé sada stanoveni anthokyanii v modrych hroznech byla provaddéna na kapalinovém
chromatografu Shimadzu Pro déleni barviv byla pouzita kolona Kinetex 2.6 C18 100A
specidlné vyvinutd pro déleni antokyanovych barviv ve vinnych hroznech. Kolona
o rozmérech 150 x 3,0 mm byla naplnéna sorbentem s pevnym jadrem, coz piispiva k lepSimu
déleni anthokyant. Pritok mobilni fize byl stanoven na 0,6 ml'min”. Systém vyzadoval
manudlni néstfik o maximalnim objemu 20 pl na stanoveni. Teplota kolony byla nastavena na
50 °C a tlak 20 MPa. Detektor s diodovym polem zaznamendval spektrum v rozmezi
vlnovych délek 200 — 600 nm. Detekéni délka anthokyani byla 520 nm. Po ukonceni analyzy
byla kolona promyta methanolem.

Pomoci dostupné odborné literatury byla jednotliva anthokyanova barviva identifikovéana.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Cerny bez

6.1.1 Metoda stanoveni pH-diferencialni

Pro ziskani spravné a pfesné hodnoty koncentrace anthokyanid obsazenych v
analyzovanych bezinkach je dulezité, aby se tato barviva pii rozmrazovani dokonale uvolnila
zbun€k do roztoku. Proto byla nejdfive zjiStovana doba totilni plazmolyzy vSech bunék
obsahujicich barevné pigmenty. Bezinky byly ponechany pozvolna rozmrazovat pfi
laboratorni teploté postupné po dobu 15, 30, 45 a 60 min., poté byly zpracovany k analyze
podle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1 a analyzovany. Ziskané vysledky ukazaly, Ze doba
potfebné pro uvolnéni vSech obsazenych barviv do roztoku je 45 min. Mnozstvi anthokyanti
stanovené¢ po 60minutovém rozmrazovani bylo stejné, jako kdyz byly plody ponechany
rozmrzat 45 min. Tato doba byla tedy stanovena jako dostate¢nd pro dikladné rozmrznuti a
uvolnéni anthokyanti a byla pouzivéana pti vSech experimentech.

Obsah anthokyanli ve vzorcich 15ti odrtid bezu cerného byl stanovovan podle postupu
uveden¢ho v kapitole 5.5. Vysledna koncentrace byla spoctena pomoci vzorce v kap. 4.2. a
prepocitana na mg pigmentu v 1 litru bezové §tavy a zahrnuta do grafu. Od kazdé odrtdy
byly analyzovéany 3 vzorky, kazdy vzorek byl méten 3krat. Tabulka 9 a graf 1 znazorfuje
ziskané vysledky.

Tab. 9: Koncentrace anthokyanut vzorcich cerného bezu.

Odrida ¢erného bezu Koncentrace anthokyani (mg-1")
Weihenstephan 3198,2+ 14,3
Sambo 2977,8 £ 65,7
Aurea 24928 + 20,3
Heidegg 24457 + 64,1
Riesse aus Vossloch 2001,2 +17,3
Haschberg 1801,5 £ 18,7
Dana 1618,1 + 73,7
Bohatka 1581,1 +£12,5
Mammut 1573,0 + 66,3
Samdal 1240,4 + 26,2
Allesod 1173,6 + 66,4
Prigarten 1015,0 £ 34,4
Sampo 909,1 +£ 60,5
Sambu 643,2 + 44,5

pH-diferencialni metodou bylo stanoveno, Ze nejvyssi koncentrace anthokyanovych barviv

1 643,2 + 44,5 mg1™.

Veskeré namétfené hodnoty byly podrobeny

cvwr

statistickému Dean-Dixonovu testu

na vyludovani odlehlych vysledki. Zadna hodnota nebyla vylou¢ena. U viech vysledkd byla

50




vypocitana smérodatna odchylka. U vSech ziskanych vysledkli byl také spocitan interval
spolehlivosti a vynesen do grafii jako chybové usecky.

3500

Koncentrace [mg.1"]

Graf 1: Koncentrace anthokyanii v cerném bezu stanovené pH-diferencidlni metodou

6.1.2 Metoda stanoveni HPLC

Prvnim krokem pii stanoveni obsahu anthokyanti v ¢erném bezu metodou HPLC byla
optimalizace jejich eluce. Zamérem bylo zajistit dobré déleni barviv a pokud mozno zkratit
dobu separace. Jelikoz gradient dodany vyrobcem kolony Synergi C12 Max-RP byl vytvoten
pro stanoveni jinych anthokyanti, bylo potieba gradient uzpusobit potfebdm déleni
anthokyanti v ¢erném bezu. Pivodnim pouzitym gradientem nebylo mozné oddélit dva
anthokyany patfici mezi minoritni, tj. kyanidin-2,5-diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid-5-
glukosid.
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Obr. 24: Chromatogram gradientové analyzy anthokyanii cerného bezu podle lit. (1 —
necistota, Cya-3-Sam-5-Glu - Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, Cya-3,5-diGlu —
Kyanidin-3,5-diglukosid, Cya-3-Sam — Kyanidin-3-sambubiosid, Cya-3-Glu — Kyanidin-3-

glukosid, 2 - necistota)

Bylo zkousSeno celkem 5 verzi eluce anthokyani, jednak gradientovd eluce a potom
izokratickd eluce. Dale byl posuzovan vliv zmény rychlosti toku mobilni faze na rozdé¢leni

jednotlivych anthokyand.

Nejprve byla provedena zména pomérti mobilnich fazi A a B v 0. minuté na 80:20. Viz.

Tab. 10, obr. 25.

Tab. 10: Gradient ¢. 2

t (min) mobilni faze A mobilni faze B
0 80 20
15 80 20
18 60 40
21 96 4
25 96 4
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Obr. 25: Ukazka chromatogramu s upravenym gradientem ¢. 2 (1, 2 — necistoty, Cya-3-Sam-
5-Glu - Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, Cya-3,5-diGlu — Kyanidin-3,5-diglukosid, Cya-
3-Sam — Kyanidin-3-sambubiosid, Cya-3-Glu — Kyanidin-3-glukosid, 3, 4 — necistoty)

Pti této uprave gradientu stile nedochazelo k rozdéleni dvou prvnich anthokyanti a proto
byla vyzkouSena obycejna izokraticka eluce.

Nejprve byl nastaven pomér mobilnich fadzi na A:B (80:20) obr. 26. D¢leni dvou
anthokyanti bylo zietelné lepsi, nezli v ptfedchozich gradientech. Dale byl vyzkousen pomér
A:B (75:25) viz obr. 27. Se zvySujicim se podilem polarniho acetonitrilu, ktery interaguje
s polarnimi anthokyany se reten¢ni Casy velmi pfiblizily k nizSim hodnotam. Poslednim
zkouSenym pomérem byl A:B (70:30), ktery poskytoval rozdélené anthokyany jiz
do 10 minut. Stanoveni bylo provadéno pfi pritoku 0,5 ml'min™ (obr. 28). P¥i sniZeni pritoku
na 0,4 ml'min” bylo d&leni nejdokonalejii (viz obr. 29). Vyslednym tokem mobilnich fazi byl
pomér A:B (70:30) a pritok 0,4 ml'min”, kterym byla separovana anthokyanovéa barviva
ve vSech vzorcich ¢erného bezu. Obrazek 30 ukazuje rozdélend anthokyanovéd barviva
u odrady Mammut.
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Obr. 26: Chromatogram s izokratickou eluci a pomérem mobilnich fazi A:B (80:20), (1, 2 —
necistoty, Cya-3-Sam-5-Glu - Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, Cya-3,5-diGlu —
Kyanidin-3,5-diglukosid, 3 — necistota, Cya-3-Sam — Kyanidin-3-sambubiosid, Cya-3-Glu —
Kyanidin-3-glukosid, 4 — necistota)
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Obr. 27: Chromatogram s izokratickou eluci a pomérem mobilnich fazi A:B (75:25), (I -
necistota, Cya-3-Sam-5-Glu - Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, Cya-3,5-diGlu —
Kyanidin-3,5-diglukosid, 2 — necistota, Cya-3-Sam — Kyanidin-3-sambubiosid, Cya-3-Glu —
Kyanidin-3-glukosid, 3 — necistota)
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Obr. 28: Chromatogram s izokratickou eluci a pomeérem mobilnich fazi A:B (70:30) a
priitokem 0,5 ml-I", (1 - necistota, Cya-3-Sam-5-Glu - Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid,
Cya-3,5-diGlu — Kyanidin-3,5-diglukosid, 2 — necistota, Cya-3-Sam — Kyanidin-3-

sambubiosid, Cya-3-Glu — Kyanidin-3-glukosid, 3 — necistota)
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Obr. 29: Chromatogram s izokratickou eluci a pomérem mobilnich fazi A:B (70:30) a
priitokem 0,4 mI-I”, (1 - necistota, Cya-3-Sam-5-Glu - Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid,
Cya-3,5-diGlu — Kyanidin-3,5-diglukosid, 2 — necistota, Cya-3-Sam — Kyanidin-3-

sambubiosid, Cya-3-Glu — Kyanidin-3-glukosid, 3 — necistota)
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Obr. 30: Ukazka chromatogramu odrudy Mammut (I — necistota, Cya-3-Sam-5-Glu -
Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, Cya-3,5-diGlu — Kyanidin-3,5-diglukosid, Cya-3-Sam —
Kyanidin-3-sambubiosid, Cya-3-Glu — Kyanidin-3-glukosid)

V nésledujici tab. 11 jsou zndzornény plochy pikt anthokyanovych barviv v ¢erném bezu
stanovené¢ pomoci HPLC metody. Z tabulky 11 a grafu 2 je mozné vycist celkovd mnozstvi
anthokyanii obsazenych v jednotlivych odriiddch ¢erného bezu. Celkova plocha zahrnuje
minoritni kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid a kyanidin-3,5-diglukosid, majoritni kyanidin-
3-sambubiosid a kyanidin-3-glukosid. Nejvetsi koncentraci anthokyanovych pigmenti
obsahuje odrida Mammut s plochou 39031516 + 2303478 mAU min"'. Nejméné barviv ma
odrida Sambu o celkové plose piki 9576169 + 80512 mAU-min”. Veskeré namdfené
hodnoty byly podrobeny Dean-Dixonovu testu na vylu¢ovani odlehlych vysledkt. Vylouceny
byly hodnoty u odriidy Bohatka a Riese aus Vossloch. U vsech vysledka byla vypocitana
smérodatna odchylka a interval spolehlivosti.
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Tab 11: Celkové plochy piku anthokyanii v cerném bezu

Odruda ¢erného bezu Plochy pikii [mAU-min™']
Mammut 39031516 + 2303478
Samyl 28172006 + 4381927
Riese aus Vossloch 26402189 + 1538508
Haschberg 25385587 + 6215039
Prégarten 23729661 + 1974768
Heidegg 23718620 + 3175611
Sambo 22657423 + 3077384
Weihenstephan 19367341 + 4572096
Samdal 16313344 + 482575
Bohatka 15107628 + 986229
Dana 14703721 +£ 2714766
Alleso 11342988 + 3139034
Sampo 10110507 + 1267061
Aurea 9908204 + 459209
Sambu 9576169 + 805129
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Graf 2: Celkové plochy pikii anthokyanii cerného bezu.

6.1.3 Srovnani obou metod

Z nasledujicich grafa 3 a 4 je ziejmé, ze vysledky ze stanoveni pH-diferencialni metody
ptiliS nesouhlasi s vysledky potfizenymi metodou HPLC. Neptesnosti porovnani vysledkt
téchto dvou metod byly zplisobeny tim, ze v pfipadé pH-diferencialni metody byly
anthokyany pfepocitiny na majoritni kyanidin-3-glukosid. Mezi majoritni anthokyany vSak
patii také kyanidin-3-sambubiosid. V grafu 4 je mozné vycist odliSnosti u n¢kolika odrid
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vzhledem k nejvy$S§imu obsahu majoritniho anthokyanu. U odrid Mammut, Haschberg a
Aurea byl nalezen nejvySe zastoupeny anthokyan kyanidin-3-glukosid. Podle pouzité
literatury bylo mozné celkové anthokyany vztahovat pouze na kyanidin-3-glukosid. OvSem
zbylé zastoupeni anthokyanii, jako jsou kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, kyanidin-3,5-
diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid, ptedstavuji vice nez 50 %. Pro ptesnéjsi urceni
jednolivych 1 celkovych anthokyant je vhodnéjsi metoda HPLC. pH-diferencialni metoda
muze byt a je pouzivana pouze pro orientacni stanoveni obsahu anthokyanti v realnych
vzorcich.
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Graf 3: Plochy piki kyanidin-3-sambubiosidu a kyanidin-3-glukosidu.

Provnani obsahu celkové plochy piki athokyant a jednotlivé zastoupeni majoritnich
anthokyanti zobrazuje graf 4. VSechny odridy vykazuji majoritni zastoupeni kyanidin-3-
sambubiosidu a kyanidin-3-glukosidu. Pouze odrida Aurea obsahuje tyto anthokyany
v minimalnim mnozstvi. Z uvedenych odrid je jedina, kterd jako majoritni anthokyany
obsahuje kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid a kyanidin-3,5-diglukosid.
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Graf 4: Plochy pikii celkovych anthokyanu, kyanidin-3-sambubiosidu a kyanidin-3-glukosidu

6.2 Vinnaréva

6.2.1 Metoda stanoveni pH-diferencialni

Uvedena pH-diferencidlni metoda byla také pouzita ke stanoveni celkového obsahu
anthokyanovych barviv ve vybranych odriidach modrych hroznii, péstovanych na rtznych
vini¢nich tratich mikulovské oblasti. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v nasledujici tabulce
12 a grafu 5.

Nameétené vysledky byly ptfepocitdny dle vzorce (kap. 4.2.) na majoritni malvidin-3-
glukosid. Pomoci této metody byly uréeny odriidy Alibernet (1650,8 + 63,7 mg-1") a Neronet
(1551,5 + 40,4 mg1"), jako nejvétsi producenti anthokyanovych barviv. Naopak nejméné
vykazuji odridy Frankovka (290,3 + 4,8 mg1') a Rulandské modré (211,2 +4.1 mg1™).
Veskeré naméfené hodnoty byly testovany Dean-Dixonovym testem na vylucovani odlehlych
vysledkil. Zadna hodnota nebyla vyloudena. U vysledktl byla uréena smérodatna odchylka a
interval spolehlivosti.
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Tab. 12: Koncentrace anthokyanovych barviv v cervenych kultivarech stanovenych pH-

diferencialni metodou.

Odrida modrych kultivari Koncentrace anthokyani (mg-l'l)
Ali-Brl 1650,8 + 63,7
Ner-Val 1551,5 +40.4
Ali-Val 1323,2 + 14,9
CM-Brl 852,9 + 18,9

SVA-Br2 695,4+17,1
CS-PSK1 670,1 + 46,6
ZW-PM 640,5 + 15,3
Baco Noir 623,6 + 19,5
SVA-Val 554,9+9,8
ZW-Val 505,2 + 14,7
ZW-Brl 489,9 + 16,7
ZW-Br2 4943 £ 13,2
CS-PM 456,6 + 14,4
SVA-PSK2 359,3+ 13,5
Fr-Brl 290,3 £4,8
SVA-Tur 269,2 + 8,7
RM-PSK1 211,2+4,1
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Graf 5: Koncentrace anthokyanui v cervenych hroznech stanovenych pomoci pH-diferencidlni
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Vétsina odrad obsahovala jako majoritni anthokyan malvidin-3-glukosid. Pouze u odrady
Baco Noir se jako hlavni anthokyan objevuje delfinin-3-glukosid.

Vzorky hroznii sbirané na riznych vini¢nich tratich vykazovaly rizné obsahy anthokyant,
vzhledem k odrid¢ i vzhledem k poloze traté. Cilem bylo poukazat, kterd vini¢ni trat’ je
na produkci anthokyant v bobulich hroznl nejidealnéjsi. Byly pominuty rozdily ve slozeni
slunecni zéafeni. Vini¢ni traté se liSily polohou vzhledem k svétovym strandm. Vinice
rozprostirajici se pod utvarem Sv. kopecek jsou vysdzeny smérem jiznim az jihovychodnim.
Zde se nalézaji vinicni trat¢ Valtickd, Pod Sv. kopeCkem 1 a 2. Vini¢ni trat€ pod nazvem
Brnénskd 1 a 2 lezi jihozapadné. Trat€ nachdzejici se u Turoldu jsou jizni. Ponékud
vzdalenéj$i vini¢ni trat€é pojmenované Pod Martinkou jsou polozeny jihozépadné.
Limitujicimi faktory pfisunu slune¢niho zateni byla vzdy spravna volba polohy traté.

Graf 6 zobrazuje rozdilné koncentrace anthokyanu u stejnych odriad Svatovaviineckého,
Zweigeltrebe, Alibernetu a Cabernet Sauvignonu. Vzorky hroznii byly sbirdny na odlisnych
vini¢nich tratich. NejvhodnéjSim mistem pro péstovani odridy Zweigeltrebe se jevi trat” Pod
Martinkou, kterd je jihozépadni. Také pro odridu Svatovaviinecké je nejvhodnéjSim mistem
k péstovani podle obsahu anthokyanovych barviv jihozapadni poloha vini¢ni trati. Nejveétsi
obsah Cervenych pigmenti méla odrida Svatovaviinecké, sbirané na trati Brnénska 2. Naopak
pro odridy Alibernet a Cabernet Sauvignon byl nejvyssi obsah anthokyanli nalezen
v hroznech sbiranych na vini¢nich tratich jihovychodni orientace. Tyto odridy byly bohuzel
sbirany jen ze dvou vinic. Lze tedy jen obtizn¢ objektivné hodnotit nejvhodnéjsi polohu
vini¢ni trati. Pro pfesnéjsi urceni nejlepsi polohy by bylo teba ziskat vice stejnych odrad
z jednotlivych trati.
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Graf 6: Srovnani obsahu anthokyanii u stejnych modrych kultivarii sbiranych na odlisnych
vinicnich trati stanovenych pH-diferencialni metodou.
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6.2.2 Metoda stanoveni HPLC

Ke stanoveni anthokyani HPLC byl zvolen gradient ¢. 1 (Tab. 13.). Jelikoz je malvidin-3-
glukosid majoritni anthokyan ve vSech odridach vinnych hroznii s vyjimkou Baco Noir, bylo
metodou HPLC dosdhnuto obdobnych vysledkli, co se tyce ureni odridy s nejvysSim
zastoupenim anthokyanovych barviv jako u pH-diferencialni. Naméfené¢ hodnoty byly
prepoditany na koncentraci anthokyanti v mg:"' na standard malvidin-3,5-diglukosid. Tab.13
nabizi prehled koncentrace anthokyant v odriidach vinnych hroznii od nejvyssi (Alibernet
5994,6 mg-I") po nejnizsi (Rulandské modré 657,4 mg1'). Alibernetu konkuruje odriida
Neronet, oba kultivary patii totiz mezi tzv. barvirky. Svym obsahem anthokyanovych barviv

témet dvojnasobné pievysuji ostatni odridy (viz. graf 7).

Tab. 13: Koncetrace anthokyanii v modrych kultivarech vinnych hroznii stanovenych pomoci

HPLC metod

odrida Koncentrace [mg-l'l]
Ali-PSK 1 5994.,6
Ali-Val 4380,9
Ner-Val 4008,5
CM-Brl 3331,9
SVA-Val 2860,7
ZW-PM 2814,7
ZW-Brl 22273
ZW-Val 2151,5
SVA-Br2 1753,7
SVA-PSK2 14769
CS-PSK1 1399,2
ZW-Br2 1164,7
Baco Noir 1152,2
CS-PM 1101,6
Fr-Brl 1051,4
SVA-Tur 985,7
RM-PSK 1 6574
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Graf 7: Koncetrace anthokyanii ve vzorcich modrych kultivarii stanovené metodou HPLC.

Na obrazku 31 a 32 jsou ukdzky chromatogramti odrid Alibernet a Bago Noir.
Anthokyanova barviva jsou rozd€lena na zakladni pigmenty malvidin-3-glukosid, delfinin-3-
glukosid, kyanidin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid a peonidin-3-glukosid. Urcitou ¢ast
anthokyanti tvoii také jejich acetylované a kumarované derivaty. V poméru majoritnich
anthokyant tvoii vyjimku odrtida Baco Noir. Vznikla kfizenim Vitis vinifera a Vitis riparia,

pti¢emz Vitis riparia obsahuje jako majoritni anthokyan delfinin-3-glukosid. Chromatogramy
ostatnich odrtd jsou uvedeny v ptiloze 3.
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Obr. 31: Chromatogram odrudy Alebernet (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3,5-diGlu —
malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 32: Chromatogram odriidy Baco Noir (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3,5-diGlu —
malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)

Metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie byla urCena jako nejlepsi trat’ pro
vysoky obsah anthokyant v hroznech spiSe jihovychodni. Tento zavér naznacuje graf 8.
Odrady Alibernet, Svatovaviinecké a Cabernet Sauvignon vykazuji vyssi koncentrace barviv
na tratich Valticka a Pod Sv. kopeckem 1, jeZ jsou jihovychodni. Odrida Zweigeltrebe z trati
Pod Martinkou a Brnénska 1, které jsou orientovany jihozapadné, pifevySuje obsah
anthokyanti z traté Valticka.
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Graf 8: Srovnani obsahu anthokyanii ve stejnych odridach stanovenych metodou HPLC

6.2.3 Srovnani obou metod

V nasledujicim grafu 9 je mozné zhlédnout zastoupeni majoritniho anthokyanu malvidin-3-
glukosidu v poméru k celkovému obsahu anthokyant v hroznech. Procentudlné je v odrtidach
zastoupen od 40 do 75 % mimo Bago Noir, u niZ mé pfevahu pigment delfinin-3-glukosid.
Jelikoz vétSina odriid obsahuje malvidin-3-glukosid, jako majoritni anthokyan vice nez 50 %,
vysledky obou metod se pfili§ neliSily. Rozdilné potfadi je viditelné pouze u odrad
Svatovaviinecké a Baco Noir, jelikoz procentudlni zastoupeni malvidinu-3-glukosidu ¢ini
od 25 do 40 %.
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Graf 9: Celkova koncentrace anthokyanii a malvidin-3-glukosidu.

V piipadé k orientatnimu urceni celkové koncentrace anthokyant ve vzorcich modrych
odrid vinné révy je metoda pH-diferencialni zcela postacujici. Metoda HPLC poskytuje
piesné hodnoty koncentrace jak jednotlivych, tak celkovych anthokyani. U této metody je
mozné dobré porovnani zastoupeni jednotlivych zakladnich pigment mezi odriidami.
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7 ZAVER

Teoreticka cast této diplomové prace obsahuje literarni prehled vlastnosti a

potravindiského vyuziti plodi ¢erného bezu (Sambucus nigra), hrozna vinné révy (Vitis
vinifera). V této Casti prace je vénovana pozornost prehledu charakteristickych vlastnosti
anthokyanovych barviv obsazenych v bezinkach a modrych odrtidach hroznt.
V bezinkach jsou obsazeny anthokyany odvozené pouze od kyanidinu: kyanidin-3-
sambubiosid-5-glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid, kyanidin-3-sambubiosid a kyanidin-3-
glukosid. Modré hrozny obsahuji zakladni derivaty 5 anthokyanidint: malvidin-3-glukosid,
delfinin-3-glukosid, peonidin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid a kyanidin-3-glukosid.

Teoreticka ¢ast prace obsahuje dale literarni reserSi metod stanoveni anthokyanti v plodech
¢erné¢ho bezu a v modrych hroznech. Diiraz je kladen na metodu pH-diferencialni a dale pak
na stanoveni s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Cilem praktické casti bylo porovnani obsahu anthokyanti v 15-ti odridach ¢erného bezu
v ramci projektu QH92223 s ndzvem Vyzkum odriid ¢erného bezu pro vyuziti v ovocnarské
praxi. Dale byl stanoven celkovy obsah anthokyant v hroznech 9-ti modrych odrid vinné
révy. SoucCasné byl studovan vztah obsahu anthokyant vzhledem k poloze trati, na niz jsou
modré kultivary péstovany.

Ke stanoveni anthokyanli v ¢erném bezu byla metoda pH-diferencialni pro stanoveni
obsahu celkovych anthokyanti a metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Vzorky c¢erného bezu byly podrobeny analyze metodou pH-diferencidlni a obsah
anthokyanti pfepocitdn na majoritni anthokyan kyanidin-3-glukosid. Nejvice anthokyant bylo
nalezeno v odridach Weistenphan, Sambo, Aurea, Heidegg nebo Riese aus Vossloch. Mezi
odridy s nizSim obsahem anthokyant patfi Sampo a Sambu. Metodou HPLC byl nejvyssi
obsah anthokyant stanoven v odridaich Mammut, Samyl, Riese aus Vossloch a Haschberg.
Nejnizsi obsah vykazovaly odridy Sampo, Sambu a Aurea. Vysledky obou metod se piilis
neshodovaly. Diivodem je to, Zze metoda pH-diferencialni piepocitava celkovy obsah
anthokyant jen na jeden majoritni anthokyan kyanidin-3-glukosid. Ostatni anthokyany ovSem
predstavuji vice nez 50 % z celkového obsahu. Ty jiz nejsou do vypoctu zahrnuty. Metoda
HPLC odkryla zastoupeni anthokyanovych pigmentd. Jsou jimi dva majoritni kyanidin-3-
sambubiosid a kyanidin-3-glukosid. Mezi minoritni anthokyany byly pfifazeny kyanidin-3-
sambubiosid-5-glukosid a kyanidin-3,5-diglukosid. Témét ve vSech odriidach cerného bezu
byl objeven jako nejvice zastoupeny anthokyan kyanidin-3-sambubiosid. Pouze u odrid
Mammut a Haschberg byl nejvice zastoupen kyanidin-3-glukosid. Specialni vyjimku z odrad
cern¢ho bezu tvoii Aurea, kterd se pysSni hlavnim anthokyanem kyanidin-3,5-diglukosidem.
Zavérem lze Fici, Ze pro péstovani ¢erného bezu na uzemi Ceské republiky je z hlediska
obsahu anthokyanii nejvyhodnéjsi odrida Mammut, Samyl, Riese aus Vossloch a Haschberg.

Metody pH-diferencidlni a HPLC byly aplikovany také na vzorky modrych kultivari vinné
révy. Nejvyssi obsah anthokyanli byl pomoci pH-diferencidlni metody nalezen v odridach
Alibernet a Neronet, dale pak v odrtidé Svatovaviinecké. Nejméné anthokyanovych pigmenta
obsahuji odridy Frankovka a Rulandské modré. Celkovy obsah anthokyanti byl pfepocitan
na majoritni anthokyan malvidin-3-glukosid a detekovan pii vilnové délce 520 nm.

Jako nejvhodnéjsi vinicni trat’ pro produkci anthokyanovych barviv byla v soucasném
vyzkumu vyhodnocena trat jizni az jihozapadni. Vyzkum byl aplikovan na odridy
Svatovaviinecké, Zweigeltrebe, Alibernet a Cabernet Sauvignon. Pro zcela objektivni
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rozhodnuti nejlepsi traté by vSak bylo potieba vice vzorki stejné odriidy sbiranych na riznych
tratich.

Diky metod¢ HPLC byly anthokyany v hroznech separovany. Nalezené anthokyanové
pigmenty byly malvidin-3-glukosid, delfinin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid, peonidin-3-
glukosid, malvidin-3,5-diglukosid a acetylované a kumarované derivaty. Osm analyzovanych
odrtd obsahuje jako majoritni anthokyan malvidin-3-glukosid. V jediné odrtidé¢ Baco Noir byl
nejvice zastoupenych anthokyanem delfinin-3-glukosid.

Také metoda HPLC potvrdila nejvyssi koncentrace anthokyani v odridach Alibernet,
Neronet a Svatovaviinecké. Nejmen$i produkci barviv poskytuji odridy Frankovka a
Rulandské modré. Studie obsahu anthokyant vzhledem k vini¢ni trati, kde jsou odrudy
péstovany, poukazuje oproti metodé piedchozi na jizni az jihovychodni orientaci, jako
nejlepsi pro vysadbu vinné révy. Tyto vinicni traté poskytuji nejvétsi ptisun slunecniho
zafeni, coz ma pfiznivy vliv na vyzrdlost bobuli hrozni a tim ivysokou produkci
anthokyanovych pigmentd. Na zcela objektivni rozhodnuti o nejvhodné;jsi trati by bylo tfeba
ziskat vice vzorkd stejnych odriid, sbiranych na tratich liSicich se orientaci vysadby.
V ptipadé porovnani pouzitych metod stanoveni na vzorcich vinné révy bylo vyhodnoceni
spiSe shodné, alespoii co do celkové koncentrace anthokyand.

Zaveérem lze poukazat na stanoveni celkovych anthokyanti metodou pH-diferencialni, jako
na metodu zcela orientani. Pro pfesné stanoveni koncentrace anthokyant a kvantifikaci
jednotlivych barviv je lepsi metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

4CL

Ac
Ali-Brl
Ali-Val
ANS
C4H
CHI
CHS
CM-Brl
Coum
CS-PM
CS-PSK1
Cya-3,5-diGlu

(4-coumaroyl-CoA-ligase) - 4-kumaroyl-CoA-ligaza
(acetylated derivatives) acetylované derivaty
Alibernet — trat’ Brnénska 1

Alibernet — trat’ Valticka

(anthocyanidinsynthase) - anthokyanidinsyntaza
(cinnamate-4-hydroxylate) - cinamat-4-hydroxylaza
(chalconisomerase) — chalkonizomeraza
(chalconsynthase) — chalkonsyntaza

Cabernet Moravia — trat’ Brnénska 1

(coumaric) — kumarované

Cabernet Sauvignon — trat’ Pod Martinkou

Cabernet Sauvignon — trat’ Pod Sv. kopeckem 1
(cyanidin-3,5-diglucoside) — kyanidin-3,5-diglukosid

Cya-3-Glu (CQG) (cyanidin-3-glucoside) — kyanidin-3-glukosid
Cya-3-Sam (CS) (cyanidin-3-sambubioside) — kyanidin-3-sambubiosid

Cya-3-Sam-5-Glu(cyanidin-3-sambubioside-5-glucoside)  —

glukosid
CZE

CR
Del-3-Glu
DFR
DNA

ES

F3H
Fr-Brl
HPLC

IEC

LC

LDL

LLC

LSC
Mal-3,5-diGlu
Mal-3-Glu
MS
MZLU
Ner-Val
NMR
PAL
Peo-3-Glu
Pet-3-Glu
RM-PSK1

kyanidin-3-sambubiosid-5-

(capillary zone electrophoresis) — kapilarni zonové elektroforéza
Ceska republika

(delphinin-3-glucoside) — delfinin-3-glukosid
(dihydroflavanone-4-reductase) — dihydroflavanon-4-reduktaza
(deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina

(elecrospray) — elektrospre;j

(flavanone-3-hydroxylase) — flavanon-3-hydroxylaza

Frankkovka — trat’ Brnénska 1

(high performance liquid chromatography) — vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie

(ion-exchange chromatography) — iontové vyménna chromatografie
(liquid chromatography) — kapalinova chromatografie

(low-density lipoprotein) - nizkodenzitni lipoprotein

(liquid-liquid chromatography) — kapalinova rozdélovaci chromatografie
(liquid-solid chromatography) — kapalinové absorp¢ni chromatografie
(malvidin-3,5-diglucosid) — malvidin-3,5-diglukosid
(malvidin-3-glucoside) — malvidin-3-glukosid

(mass spectrometry) — hmotnostni spektrometrie

Mendelova zemédélsko-lesnicka univerzita

Neronet — trat” Valticka

(nuclear magnetic resonance) — nuklearni magneticka rezonance
(phenylalanineamoniumlyase) — fenylalaninamoniumlyaza
(peonidin-3-glucoside) — peonidin-3-glukosid

(petunidin-3-glucoside) — petinidin-3-glukosid

Rulandské modré — trat’ Pod Sv. kopeckem
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RP-HPLC

SR
SVA-Br2
SVA-PSK2
SVA-Tur
SVA-Val
UFGT

USA

UV-VIS
ZW-Brl
ZW-Br2
ZW-PM
ZW-Val

76

(Reverse phase-high performance chromatography)
kapalinova chromatografie s obracenou fazi

Slovenska republika

Svatovaviinecké — trat’ Brnénska 2

Svatovaviinecké — trat’ Pod Sv. kopeckem 2
Svatovaviinecké — trat’ Turold

Svatovaviinecké — trat’ Valticka

(UDP-glucose-flavanoid-3-O-glucosyltransferase) —

flavanoid-3-O-glukosyltransferaza

(United states America) — spojené staty Americké
(ultraviolet-visible light) — ultrafialové-viditelné svétlo
Zweigeltrebe — trat’ Brnénska 1

Zweigeltrebe — trat’ Brnénska 2

Zweigeltrebe — trat’ Pod Martinkou

Zweigeltrebe — trat’ Valticka

vysokoucinna

UDP-glukéza-
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11 PRILOHY

Piiloha 1 Tabulky

Tab. 14: Rozpoustédla mobilni faze pro HPLC

Rozpouttidlo Ahuyé:ﬂ I Index Teplota Viskosita Parsmetr Elotnd sils g
brana o varu (mPas, 25°C) | polarity P’ (aluming)
(nm) (*C)
pentin 190 1,358 36 0,22 0,1 0,01
!luu 150 1372 69 030 0.1 0,01
isookinn 197 1,389 o9 0,47 0.1 0,01
diisopropylether 220 1,368 678 0,37 2 029
butinol 207 1La00 117 264 19 0,26
henzen 278 1,501 11 0,55 47 0,32
meethyl terc, butylether 210 1,369 56 027 25 035
diethytether 202 1353 s 023 29 0,38
chloraform 245 1,443 61 0,53 4.1 0,40
w 233 1,421 40 0,41 kM | 0,42
diowan 215 1,420 101 118 4.8 0,56
scetnn k] 1,356 56 031 51 0,56
cthylacett 256 1,370 77 0,43 44 0,58
acetomiteil 190 1,341 02 034 58 0,65
propenol 240 1335 97 1,94 40 0,52
tetradydroforan a2 1,405 66 0,46 40 0,82
ethanol 210 1,359 s 1,08 43 0,38
mthanol 205 1326 &5 0,54 LS | 0,95
octovi kyselina 230 1370 11& 1,06 6,0 vysokd
vodn 180 1333 100 0,89 10,2 vysoki

:wmhmmw.mm- aluimisn jake stscionirnd fize.
WMhmwMHhﬁMMMWMMVMMMIM
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Piiloha 2 Fotografie

Fotografie 1: HPLC Spectra SYSTEM

Fotografie 2: UV-VIS spektrofotometr Helios
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Piiloha 3 Obrazky chromatogramii
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Obr. 33: Chromatogram odrudy Cabernet Moravia (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-
3,5-diGlu — malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu —
Petunidin-3-glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid,
Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 34: Chromatogram odrudy Cabernet Sauvignon (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-
3,5-diGlu — malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu —
Petunidin-3-glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid,
Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 35: Chromatogram odrudy Frankovka (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3,5-diGlu
— malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 36: Chromatogram odriidy Neronet (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3,5-diGlu —
malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 37: Chromatogram odriidy Rulandské modré (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3,5-
diGlu — malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 38: Chromatogram odrudy Svatovavrinecké (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3, 5-
diGlu — malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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Obr. 39: Chromatogram odridy Zweigeltrebe (Del-3-Glu — delfinin-3-glukosid, Mal-3,5-
diGlu — malvidin-3,5- diGlukosid, Cya-3-Glu — kyanidin-3-glukosid, Pet-3-Glu — Petunidin-3-
glukosid, Peo-3-Glu — Peonidin-3-glukosid, Mal-3-Glu — malvidin-3-glukosid, Del-3-Glu —
delfinin-3-glukosid, Ac — acetylované, Coum — kumarované)
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