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1 Uvod

V poslednim desetileti se na cCeském trhu objevuje stdle vice druhil
dealkoholizovanych vin. Obsah alkoholu v dealkoholizovanych, nealkoholickych ¢i
nizkoalkoholickych vinech miiZze byt nejvyse 0,5% obj. Diky situacim, kdy je piti
alkoholu nevhodné, oblibenost dealkoholizovanych vin postupné nartsta. Tento druh
vin je vyhleddvan hlavné lidmi, ktefi jsou abstinenti, fidi¢i motorovych vozidel,
t€hotnymi a kojicimi Zenami, sportovci, lidmi ktefi nepiji alkohol z nabozenskych

divodu a lidmi se zdravotnimi potizemi nebo z jinych davodi.

Zminka o prvnim navodu na vyrobu nealkoholického vina pochazi z roku 1891
od lékate A. W. CHASE. Patent na dealkoholizované vino metodou vakuové extrakce
ziskal vroce 1908 Carl JUNG. U nas bylo prvni dealkoholizované vino s obsahem
nizSim nez 0,5% obj. vyrobeno firmou Bohemia Sekt, a od roku 2013 vyrabi
dealkoholizované vino firma VINSELEKT MICHLOVSKY, as. v Rakvicich na
Bteclavsku.

Dealkoholizované vina jsou vyrabéna z kvalitniho hroznového vina nékolika
riznymi metodami, jako reverzni osmoéza, zmrazovani vina, nanofiltrace, vakuova
extrakce, z nichz se v soucasné dob¢ nejvice vyuziva vakuova extrakce, ktera nejlépe
uchovava chutové a aromatické vlastnosti srovnatelné s alkoholickymi viny.

Ptesto, se rtizni nazory na kvalitu dealkoholizovanych vin, vSeobecné pievlada
nazor, Ze po snizeni obsahu alkoholu vino ptichdzi o vini, chut’, télo a hebkost. Vyrazné
rozdily se daji pozorovat u ¢ervenych vin, kdezto u bilych dealkoholizovanych vin a vin
alkoholickych jsou rozdily méné patrné. I zde je zastavan ndzor, ze ¢im je Setrnéjsi
technologie odalkoholizovani, tim kvalitnéjsi je nealkoholické vino a jeho senzorické
vlastnosti jsou k nerozeznani od ptivodniho vina.

Vino obsahuje mnozstvi latek, kter¢é maji vyznamny vliv na lidské zdravi.
Mezi dulezité latky, které se nachazi ve vin€, a maji pozitivni vliv na zdravi, jsou latky
na bazi fenold. Fenoly, které jsou obsaZeny ve vin€, maji vétSinou antioxidacni t€inky.
Antioxidanty jsou v poslednich letech pfedmétem Castych vyzkumi a védeckych praci,
je dokazano, ze vyrazné¢ omezuji nezddouci ¢innost volnych radikdlti uvnitt bunky.
Mezi nejvice aktivni antioxidanty ve viné patii resveratrol, quercetin a katechiny.
Zdokonalovanim technologickych postupti pfi procesu dealkoholizace vin se
minimalizuje moZnost vzniku vyraznych zmén a ztrat antioxidacnich latek obsazenych

ve ving.



2 Cil prace

Cilem prace byla studie obsahu antioxidac¢nich komponent u dealkoholizovanych vin.

o Pomoci vysoce-u¢inné kapalinové chromatografie analyzovat vyznamné
antioxidanty u dealkoholizovanych vin

o Spektrometricky stanovit antioxidacni aktivitu a obsah celkovych
polyfenolickych sloucenin.

o Ziskané vysledky vyhodnotit a porovnat s obsahem u béznych vin.
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3 Literarni pi‘ehled
Dealkoholizovana vina

Vino patii mezi jeden z nejoblibenéjSich alkoholickych napoji ve svété. Je
védecky dokdzano, Ze podporuje snizeni rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni,
obsahuje totiz velké mnozstvi latek, které jsou velmi dualezité z hlediska vyznamu pro
lidské zdravi. Do popifedi zdjmu se tak dostavaji nealkoholické a nizkoalkoholické
kvasené napoje, mezi které patii i vino. Tyto produkty maji nizsi kaloricky obsah,
nabizi tradicni organoleptické vlastnosti bez vedlejSich ucinkd alkoholu.
Zdokonalovanim technologii vyroby dealkoholizovanych vin, by se mélo dosahnout
zdravotné nezavadného a vysoce kvalitniho dealkoholizovaného vina, které bude
srovnatelné  Ssvymi  organoleptickymi  vlastnostmi S vlastnostmi  ptvodniho

alkoholického vina.
Prvni dealkoholizované vino vyrobeno u nds

TERRASSO, nealkoholické rosé vyrobeno zodrid Ariana a

Zweigeltrebe. Své rizové nealkoholické vino predstavil Milo$
MICHLOVSKY jako ,,harmonické, lehké a svézi, decentné perlivé,
pti¢emz pretlak CO, nepiesahuje 1,8 kPa*.

TERRASSO, bylo vyrobeno na technologickém zatizeni od
australské spolecnosti Flavourtech. Toto zafizeni je v Evropé
ojedinglé a v Ceské Republice jediné. Tato technologie pracuje na
principu vakuového odpatfovani za teploty kolem 30 °C, tento
zpusob dealkoholizace je k vinu velmi Setrny. Aroma vina je
V pocatecni fazi dealkoholizace odebirano, aby bylo v kone¢né fazi
vraceno nezménéno a Vv pivodnim stavu. V prvnim kole
dealkoholiza¢niho procesu, kdy je z vina odebirana Cast aromaticka,
dochadzi Kk ¢aste¢né dealkoholizaci. A to z davodu, Ze
vétSina t¢kavych aromatickych latek jsou z chemického hlediska
alkoholem. Proto nelze do vina vratit veskerou aromatickou slozku,

ktera byla vprvni fazi vinu odebrana, aby nedoslo k poruseni

definice ,,nealkoholické*, to je nepiesahnout 0,5 % alkoholu.

Obrizek 1. Nealkoholické vino TERRASSO (MICHLOVSKY, 2015)
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V procesu dealkoholizace vznika jako sekundarni produkt alkohol o lihovitosti kolem
51 az 52 %, ktery je po mnoha mésicich leZeni a zrani velmi jemny, jako vinovice.
Vysledny produkt, nealkoholické vino neni tiché, ale je z diivodu zachovani svéziho

projevu a zamezeni oxidace jemnd syceno pietlakem pfirozeného CO, (STAVEK,
2013).

3.1 Metody vyuzivané pri dealkoholizaci vina

Pii vyrobé dealkoholizovanych vin se vyuziva nékolik metod snizeni nebo
odstranéni alkoholu z vina. V tabulce 1 jsou uvedeny nékteré z vyuzivanych metod.
Kazda z téchto metod mé své vyhody i nevyhody, z hlediska procesnich ndkladii na

technologii, nebo pozadavku na kvalitu vyrobku.

Tabulka 1. Ptehled technologii redukce etanolu pti vyrobé vina (SCHMIDTKE, et al.
2012; PICKERING, 2000)

Faze vyroby vina Princip Technologie
Predfermentacéni Redukce zkvasitelnych cukrii

Redéni mostu
Glukozové oxiddza enzymem

V prubehu fermentace |SniZeni produkce alkoholu Specielni druhy kvasinek
Zastaveni fermentace

Postfermentacni Membranové separacni Reverzni osmoza
metody Pervaporace
Osmotické destilace
Bezmembranové separacni SCC metoda
metody Vymeéna iontl

Extrakce rozpoustédlem

3.1.1 Membranové transportni procesy

Odstranéni etanolu z vina po dokonceni fermentace muze byt dosaZzeno bud’
prostiednictvim pouziti tepelného destilacniho procesu svakuem i bez vakua. Nebo
piechodem etanolu pies semipermeabilni bariéry nebo membrany. Rzné technologie,
ve kterych je membrana pouzivand pro selektivni odstranéni etanolu z napoja, byly
vyvinuty, na principu molekularni permeace etanolu ze stavajici suroviny s vysokou
koncentraci, po stripovaci fdzi na surovinu s nizkou koncentraci. Nejrozsireng;si

technologie na bazi membran pro odstranéni organickych slozek z napoja je reverzni
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osmoza a nové technologie, jako je napiiklad osmotickd destilace a pervaporace

(SCHMIDTKE, et al. 2012).

3.1.2 Reverzni osmoza

Reverzni osmodza je v soucasnosti nejcastéji pouzivanou metodou pro snizeni
nebo odstranéni etanolu z vina (PICKERING, 2000). Pti této metodé je vino Cerpano
Cerpadlem pii tlaku 4 MPa pres semipermeabilni membranu. Pisobenim tlaku na
membranu se mize zvySovat teplota na povrchu membrany, obvykle jsou proto soucasti
zatizeni tepelné vymeéniky s pracovni teplotou kolem 20 az 22 °C (SMITH, 1996). Pied
membranou vznika vysokd koncentrace roztoku a je zde vytvaren tlak ktery je vyssi nez
tlak osmoticky (SCHMIDTKE, et al. 2012). Pfes membranu diky reverzni osmoze
pfechdzi latky s relativn€ nizkou molekuldrni hmotnosti, jako je etanol a voda
(PICKERING, 2000). Reverzni osmézu je mozné vyuzivat ke snizeni obsahu alkoholu

ve ving z hodnot 12 % az 15 %, na méné nez 0,5 % (SCHMIDTKE, et al. 2012).

Reverzni osmoza
@ Tlak na membranu Upravené vino

o Membrana . ﬁ
i -
T @ “

o F
. ’:1’,I -

- FS oy oFT oy

Smér proudéni — = ¥

Obrazek 2. Schéma reverzni osmoézy a Filtracni zafizeni metodou reverzni osmozy
(DELLA TOFFOLA, 2015)

3.1.3 Osmoticka destilace (OD)

Mezi membranové technologie, patii i metoda osmotické destilace (OD), je to
moderni a perspektivni technologie pro snizeni obsahu etanolu ve viné. Osmoticka
destilace je separa¢ni membranovy proces, ve kterém se prepravuji té€kavé slozky z
vodného roztoku do jiného kapalného roztoku, (stripovaciho ¢inidla) ktery je schopen
absorbovat tyto komponenty. Hnaci silou procesu je rozdil tlakl par té€kavych slozek

pfechazejicich pfes membranu, kterd je obvykle mikroporézni a hydrofobni. Pfenos
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hmoty zahrnuje odpatrovani etanolu z ptivadéného proudu na povrchu membrany, difuzi
pies pory membrany, a kondenzaci do stripovaciho Cinidla na opacné stran¢ membrany.
Vzhledem k provoznim podminkdm (pokojové teploté a atmosférickém tlaku),

osmoticka destilace zabranuje poskozeni aromatickych tékavych latek vlivem vysSich
teplot (VARAVUTH, et al. 2009).

3.1.4 Pervaporace

Pervaporace patii mezi dal$i separa¢ni membranovy proces, kde se déli smé&si
kapalnych slozek jejich ¢asteCnym vypatovanim pies neporézni polymerni membranu.
Pervaporace se déli na pervaporaci vakuovou a na pervaporaci do nosného plynu

(IZAK, et al. 1999).

Schéma pervaporacniho zafizeni
Cerpadlo Zasobnik retentdtu
P==—

Cerpadlo RS
% Tepelny vyménik

[ Pervaporaini
/ modul

Zasobnil suroviny
Zizobnik permedtu
=
q} .
=4 =
Tepelny vyménik

Obrazek 3. Schéma pervaporacniho zatizeni (HASAL, et al. 2007)

V pervaporacnim zatizeni je kapalnd smés ¢asteCné zahtata na vyssi teplotu, je
privedena na piedni, retentditovou stranu membrany, zde se latky smési rozpoustéji a
difunduji ptes membranu kde se na reteratové stran¢ odpaiuji (HASAL, et al. 2007). Na
permedtové strané je vysledny produkt, pervaporat odstranovan v parni fazi odsavanim,
a to pii vyuziti vakuové pervaporace a nebo proudem nosného plynu pii pervaporaci do
nosného plynu (IZAK, et al. 1999). Vykon pervaporace je ovlivnén nékolika faktory,
prostupnym tlakem, koncentraci kapalné smésy, materidlem membrany, a teplotou
(KARLSSON, et al. 1995; SAHA, et al. 2013). Teploty pti kterych se mohou
prervaporace provozovat jsou stale pfedmétem vyskumu, jednim zdavodu je

zachovani a zlepSeni aromatickych latek v dealkoholizovanych vinech.
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3.1.5 Rotaéni kuzelovy sloupec (SCC)

Rota¢ni kuzelovy sloupec (SCC) je zafizeni slouzici k extrakci tékavych
aromatickych slozek z kapaliny nebo suspenze. Proces extrakce probiha pii teploté 26
az 35° C. Sloupec se sklada, z vertikalni htidele, s 22 obracenymi kuzely (smétujici
doltt), pracuje pfiblizng pfi 350 ot-minl™. Mezi kazdou dvojici kuzeldi, jsou pevné
obracené kuzely, které jsou ptipojeny ke skiini kolony (Obrazek 4). Kapalina se privadi
do horni ¢asti sloupce na rotujici kuzely, kde je odstiikovana ptisobenim odstiedivé sily
na vnitini povrch pouzdra. Potom klesé v podob¢ tenkého filmu dolt, smérem ke stiedu
kuzele. Tento proces se opakuje nékolikrat, az tekutina ste¢e na dno kolony. Film, ktery
se tvori z kapaliny na povrchu rotujicich kuzelii je pomérné tenky a zdrzeni objemu
kapaliny je velmi nizké, doba mezi vstupem a vystupem je asi 20 sekund. SCC zvladne
celou fadu materidld s nizkou viskozitou mezi produkty, patifi naptiklad i vino
(SCHMIDTKE, et al. 2012). SCC ma ve vinafstvi fadu uplatnéni, které se vyuzivaji pti
odebirani jemnych aromatickych latek, odstranovani oxidu sifi¢it¢ho z hroznové st'avy,
snizeni alkoholu vina a vyrob¢é hroznovych $tav a koncentrati (SCHMIDTKE, et al.
2012).

Schéma metody SCC s rotujicimi kuZely

@ rotacni kuzel
na hiideli

vystup pary
a tékavych
latek

rotujici kuzel
na hfideli

Obrazek 4. Dealkoholizacni zatfizeni od australské firmy FLAVOURTECH, schéma
metody SCC s rotujicimi kuzely ( FLAVOURTECH, 2015).
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Obrazek 5. Milo§ MICHLOVSKY a jeho dealkoholiza¢ni zatizeni od australské firmy
FLAVOURTECH (foto: Anna VAVRIKOVA, MAFRA)

3.2 Antioxida¢ni komponenty obsaZené ve viné

Antioxidanty jsou ptirodni slozky potravin, které chrani bunky pred Skodlivymi
vlivy JORDAN a HEMZALOVA 2001). Hlavnim tkolem antioxidant{ je neutralizace
ucinku volnych kyslikovych radikald, vznikajicich v procesu oxidace a odpovédnych za
degradaci bun¢k (DWECK, et al. 2015).V krvi funguji polyfenoly jako antioxidanty, ty
vazou molekularni kyslik a redukuji tak oxidac¢ni stres (KRAUS, et al. 1997).

Poylyfenolické slouceniny

Polyfenolické slouceniny jsou dilezité chemické latky patfici do skupiny
sekundarnich metabolitdi, které jsou produkovany rostlinami. Sekundarni metabolity
rostlin slouzi k ochrané rostlin pfed stresem, patogeny, predatory, UV zafenim atd.
Fenolickych latek s velkou rozmanitosti struktur a funkci bylo v rostlinach
identifikovano az n¢kolik tisic. Velké mmnozstvi téchto latek je zastoupeno v
potravinach, hlavné v ovoci a zeleniné (TRNA a TABORSKA 2002). Polyfenolické
latky jsou v poslednich letech v centru zajmu védeckych vyzkumt zejména z diivodu
svého antioxidacniho potencidlu a schopnosti snizovat rizika onemocnéni (FANCINI a

SEBASTIANI, 2013).
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Mezi nejvice studovanou ovocnou plodinu z hlediska obsahu polyfenolickych a
antioxida¢nich latek patii réva vinna (Vitis vinifera L). Hrozny révy vinné obsahuji
polyfenoly, vcetn¢ flavonoidi, stilbenli a proantokianidind, tvoii tak nejvyznamnéjsi
skupinu biologicky aktivnich latek v hroznech. Flavanoidy patii k nejvice biologicky
aktivnim fytonutrientim mezi polyfenoly, které jsou obsazenymi v hroznech, tyto latky
vykazuji kardioprotektivni, neuroprotektivni, antimikrobialni vlastnosti. (ALZAND,

2012; HEIM, 2002; HAN, et al. 2007; XIA, 2010; in GEORGIEV, 2014).

Z organoleptického hlediska jsou fenolické slouceniny, vzhledem k neuvéfitelné
strukturni riznorodosti velmi vyznamné (KENNEDY, 2006), ovliviiuji mnoho
dillezitych charakteristik vina, (PAVLOUSEK, 2011) pfedeviim jakost, jeho télo a
strukturu (BUSCEMA a BOULTON 2014; MICHLOVSKY, 2014), a taktéz odpovidaji
za antioxidaéni vlastnosti (PAVLOUSEK, 2011).

Viiv na lidske zdravi

Uz v devadesatych letech minulého stoleti byl na zakladé epidemiologickych
studii zjistén, dnes velmi popularizovany francouzsky paradox. Tato studie zjistila
pomérné nizky vyskyt ischemické choroby srde¢ni u obyvatel Francie i pfes to ze
tradi¢ni francouzska strava obsahuje vysoké hladiny nasycenych tukd (GUILFORD a
PEZZUTO, 2011). Toto zjisténi je pfisuzovano pravidelné mirné konzumaci cerveného
vina tamnich obyvatel. Polyfenolové slouceniny obsazené ve viné pozitivn¢ plsobi pfi
prevenci kardiovaskularnich nemoci, zlepseni krevniho ob&hu, zpomaleni mozkového
starnuti a prevenci Alzheimerovy nemoci (MICHLOVSKY, 2014b). Fenolické latky,
tiisloviny a barviva patii k dilezitym slozkdm vina a putsobi profilakticky a
bakteriostaticky hlavné v ¢ervenych vinech, mimo jiné, hoji jizvy na sliznici stfevniho
traktu. Vznik a Sifeni zhoubného bujeni spomaluji vyzrala ¢ervena vina (KRAUS, et al.

1997).
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3.3 Prehled nejdilezitéjSich antioxida¢nich latek obsazenych ve viné

3.3.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny se déli: na hydroxylové derivaty kyseliny benzoové a derivaty
kyseliny skoticové (MICHLOVSKY, 2014 b).

Kyseliny benzoova a skoficova se nachazi pfedevs§im v duzniné bobuli révy vinné
a ve ving, nejcastéji jsou zde vazany v esterech kyseliny vinné, ale vazou se téz na

t¥isloviny, zfidkavé i na cukry (MICHLOVSKY, 2014 b).

Tabulka 2. Fenolové kyseliny a jejich rozdéleni (MICHLOVSKY, 2014;
TAILLANDIE a BONNET, 2005)

Fenolové kyseliny
Dervaty kyseliny benzoové Denvaty kvseliny skoficové
— O o}
\ / N OH
OH
kyselina gallova kyselina p-lumarova
kvselina gentisova kvselina kavova
kyselina prokatechova kyselina ferulova
kyselina salicova kvselina sinapova
kyselina syringova keyselina kaftarova
kyselina vanilova

3.3.2 Derivaty kyseliny benzoové

Kyselina benzoova je nejjednodussi aromatickou kyselinou, rozsifena je hlavné
Vv rostlinnych materialech jako 1-O-benzoyl-p-D-glukopyranosa. V silicich se nachazi
ve formée esterl, a ve volné forme neovliviiuje viini. Jeji pfitomnost v ovoci a zelening je
obecné velmi nizka, pohybuje se okolo 0,05 %. Casto se do potravin piidava jako
konzervaéni &inidlo (VELISEK a HAJSLOVA, 2009).

Derivaty Kyseliny benzoové vznikaji riiznymi mechanizmy. Sikimatovou cestou
ze Sikimové kyseliny jejich prekurzorti nebo metabolitii vznikaji, kyselina gallova,
salicylova, protokatechuova, vanilova, syringova, gentisova (VELISEK a HAJSLOVA,
2009). Tyto kyseliny se vyskytuji v hroznech a ve ving ve formé esteri (FARKAS,
1980).
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COOH Os-OH
Os. _OH
OH
HaCO OCH; OCH,
HO OH HO

kyselina gallova kyselinagentisova kyselina syringova kyselina vanilova

Obrizek 6. Derivaty kyseliny benzoové (FARKAS, 1980; MICHLOVSKY, 2014b)

Kyselina gallova je obsaZena pfevazné v semenech bobuli révy vinné v mnoZstvi
asi 2 az 13 mg - kg * &erstvé vahy, tvoii zde estery s katechinem (MICHLOVSKY,
2014a). Patfi mezi jedinou hydroxybenzoovou Kkyselinu, ktera je pfimo obsazena
v hroznech, v pevnych &astech bobule (PAVLOUSEK, 2011). V potravinach je
obsazena v ostruzinach, hotké cokoldd¢, mangu, malinach, hiebicku a dalSich. Kyselina
gallovd pasobi v bobulich téZ jako antioxidant (MICHLOVSKY, 2014a). Bylo
prokézano, ze extrahovana z hroznovych semen inhibuje tvorbu amyloidnich fibril,

jednu z moznych pfic¢in Alzheimerovy choroby (LIU, et al. 2013).

Kyselina gentisova - je derivat kyseliny benzoové. Vyuziva se jako antioxida¢ni
pomocna latka, z divodu jeji snadné oxidace u nékterych farmaceutickych piipravki
(STRUPAT, et al. 1991). V bobulich révy vinné se vyskytuje kyselina gentisova jen ve
stopovém mnozstvi (MICHLOVSKY, 2014a). Ve vyznamnéj§im mnoZstvi se nachazi
v kakaovych bobech (VELISEK a HAJISLOVA, 2009).

Kyselina syringova - je chemickd sloucenina trihydrobenzoové kyseliny.
Vyskytuje se Vv hroznech a viné ve stopovém mnozstvi, zde je vétSinou vazana
Vv esterech kyseliny vinné. V nékterych ptipadech ji miizeme najit vazanou na taniny

nebo dokonce na cukry (MICHLOVSKY, 2014b).

Kyselina vanilova - je derivat kyseliny dihydrobenzoové. Nachazi se v malém
mnozstvi ve vech potravinach rostlinného paivodu (VELISEK a HAJSLOVA, 2009).
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of HO._ _~ OH
/ NDH
O =

O O
‘"““ OH
OH O
kyselina kumarova kyselina kaftarova
O
H4CO X Q
OH HO
= OH
HO
OCH;, HO
kyselina sinapova kyselina kavova

Obrazek 7. Derivaty kyseliny skoficové (FARKAS, 1980; MICHLOVSKY, 2014b)

Kyselina skoficova patii mezi nenasycené¢ aromatické kyseliny. Pievlada ve
skofici 1 n€kterych druzich kotfeni. Od kyseliny skotficové jsou oxidaci odvozeny p-
kumarova a kévova kyselina. Kyselina ferulovd a kyselina sinapova jsou jejich

methoxyderivaty (VELISEK, a HAJSLOVA, 2009).

Kyselina p-kumarova - je organicka sloucenina, hydroxy derivat kyseliny
skoticové. Nachdzi se v fadé€ potravin, jako jsou rajcata, mrkev, araSidy, cesnek. Byla
té7 zjisténa v zrnech je¢mene (ZORY, et al. 2006). V hroznech a viné se vyskytuje jako
volna kyselina (FARKAS, 1980). Z hlediska medicinského ma kyselina p-kumarova
antioxidacni vlastnosti, pfedpoklddd se, ze mulize snizovat rizika rakoviny zaludku

(FERGUSON, et al. 2005).

Kyselina kaftarova - je neflavoidni fenolova slouc¢enina. Nachazi se v bobulich
hroznii, a v mostech bilych odrid tvoii az polovinu fenolickych latek. Vzhledem k
vySS§imu obsahu se UCastni ve vEétsi mife vétSiny oxidacné redukénich procest,
probihajicich u bilych a rosé vin (KUMSTA, 2007). Produkty okysliené kyseliny
kaftarové jsou odpovédné za zluto-zlaté zbarveni bilych vin (Michlovsky, 2014a; LEE,
et al. 1987).
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Kyselina sinapova se vyskytuje ve viné v malém az zanedbatelném mnozstvi a na
senzorické vlastnosti vina nema zadny vliv. Do vina piechazi ze dfeva sudl ve kterych

bylo $koleno (KUMSTA, 2007).

Kyselina kavova - je hlavni slouceninou hydroxiskoficovych kyselin ve ving,
z hlediska oxidaéné redukénich vlastnosti (KUMSTA, 2007). Ve viné byla
identifikovana v malém mnozstvi jako volna, jinak je ale ester kyseliny vinné a glykosid
(MICHLOVSKY, 2014b). Z hlediska mediciny je kyselina kavova antioxidant a
vykazuje imuno modulacni a protizanétlivou aktivitu. Svoji antioxidacni aktivitou
snizuje oxidaéni stres vyvolany houbou Aapergillus flavus produkujici alfatoxiny
(CAMPBELL a KIM, 2006).

3.3.3 Stilbeny

Stilbeny patii do skupiny polyfenolt, jsou to latky vyskytujici se v rtiznych
rostlindch ale i dubovém dievé (MICHLOVSKY, 2014a). Hrozny révy vinné, bila i
cervena vina jsou povazovany za vyznamny zdroj téchto latek. Z medicinského pohledu
maji tyto latky, resveratroly a piceidy, velmi pozitivni vliv na lidské zdravi. Vyskytuji
se hlavng ve slupkach bobuli hroznii (PAVLOUSEK, 2005). Tyto latky vytvaii rostlina
VvV riznych organech na ochranu proti napadeni nékterymi mikroorganizmy, jsou to
hlavné houby, které zptisobuji rtizné houbové choroby (MICHLOVSKY, 2014b), UV
zafeni, mechanické poskozeni, stres ze sucha, (PAVLOUgEK, 2005). Pasobenim
patogennich organizmi a abiotickych Cinitelll se tak zvySuje i produkce ochrannych
latek (PAVLOUSEK, 2005), potom se stilbeny zatnou chovat jako fytoalexiny
(MICHLOVSKY, 2014a).

OH OH
I\L o OH
OH HO 0, /[ | HO
O H’[;\"‘N‘/'OH Sy oy ~
Oy A ()
O
OH OH OH
trans — resveratrol cis — resveratrol trans- piceid

Obrizek 8. Stilbeny (MICHLOVSKY, 2014a)
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Resveratrol

Trans-resveratrol je jeden z nejvice studovanych stilbenti, ma antimikrobni a
antioxidac¢ni c€inky. V mnoha pfipadech kdy byly zkoumany biologické vlastnosti
resveratrolu bylo prokazéno, ze jako polyfenol je biologicky aktivni, je vyrazny
antoxidant a pohlcova¢ volnych radikalti. Obecné je resveratrol jednou z hlavnich
slozek rostlinnych extraktdi, pouzivanych v medicin€é k mozné 1é€bé srdecnich a
nadorovych onemocnéni (SMIDRKAL, et al. 2001). Resveratrol se nachazi v fadé
roslin z nichz pomérné velké mnozstvi se vyskytuje v hroznech révy vinné (Smidrkal, et
al. 2001). Z rtznych studii je ziejmé, ze resveratrol produkuji rostliny jako ochrannou
reakci na pasobeni patogena. Jestlize je réva ve stresu, (MICHLOVSKY, 2014a) je
produkce resveratrolu vyssi lze ho zatadit mezi fytoalexiny (SMIDRKAL, et al. 2001).
U révy vinné se koncentruje ve slupce bobule hroznii, ale miizeme jej zaznamenat i
v semenech. V cervenych vinech se koncentrace resveratrolu pohybuje od 1 az 12
mg-I™* u bilych vin je jeho koncentrace pomé&rné nizka do 2 mg1™* (MICHLOVSKY,
2014a).

Piceid

Trans-piceid je glukosid a je vytvofen z trans-resveratrolu, nachazi se
v hroznovém mostu (ROMERO-PEREZ, et al. 1999). Tato sloucenina se vyskytuje i ve
ving (MICHLOVSKY, 2014b).

3.3.4 Trisloviny (taniny)

Trisloviny jsou pro vino dillezité svym slozenim a obsahem, u ¢ervenych vin
jsou dilezité pro jejich strukturu, harmonii a celkovy dojem (KUMSTA, 2008;
PAVLOUSEK, 2011). Ttisloviny se podili na &ifeni a stabilizaci vin a to z diivodu
srazenlivosti s bikovinami (FARKAS, 1980).

Ttisloviny ve vin¢ se rozdéluji na dvé skupiny:
o hydrolizovatelné (galické, ellagické)
o kondenzované (katechické), (KUMSTA, 2008a)

Hyhdrolizovatelné taniny se vrévé vinné nevyskytuji, do vina pfechazeji

Z dubovych sudi nebo jsou piidavany do vina ve formé enologickych tanint
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(ACKERMANN, et al. 2007; MICHLOVSKY, 2014). Maji ddlezity antioxidaéni
vyznam pii zrani vin v novych dubovych sudech (KUMSTA, 2008a).

Kondenzované taniny jsou obsaZzeny v hroznech révy vinné, hlavné
v semenech, slupkdch bobuli a tfapiné. Nejvétsi mnozstvi tfislovin se nachazi
v semenech. Koncentrace tfislovin v hroznech je zivisla na stupni vyzralosti hroznt, a
druhu odriidy (MICHLOVSKY, 2014b). Z medicinského pohledu jsou taniny silnou
antioxidacéni latkou, ptisobi pfi prevenci kardiovskularnich nemoci, zlepseni krevniho
ob¢hu (rozSifuji cevy) a snizuji hladinu chlesterolu v krvi. Dobry vliv maji i na
zpomaleni pribéhu Alzheimerovy nemoci a zpomaleni mozgového starnuti

(MICHLOVSKY, 2014b).

Ttisloviny v Cervenych vinech maji dilezitou antioxidaéni a ochrannou
vlastnost. Oxidaci tfislovin se uvoliiuje vodik ktery se transformuje na chinony a
melaniny, které potom chréni vino a jeho slozky pied ptipadnou pozdéjsi oxidaci
(MICHLOVSKY, 2014b).

Révové taniny vyskytujici se v hroznech jsou slozeny ze dvou zdkladnich
strukturnich jednotek (+) katechini a (-) epikatechind (MICHLOVSKY, 2014b;
KUMSTA, 2008).

| X OH HO O
| HO R OH
O =N
OH OH
OH O

Obrizek 9. Strukturalni vzorec (+) katechinu a (-) epikatechinu (MICHLOVSKY,
2014b)

Katechin je flavan-3-ol, patfi mezi hlavni pfirodni druh fenolu a je antioxidant. Je
jednim z nejsilnéjSich antioxidantli ze skupiny flavonoidt, diky jeho schopnostem
eliminovat singletovy kyslik, ktery je velmi reaktivni (ZHENG, et al. 2008). Katechiny
a epikatechiny jsou obsaZeny v fad¢ potravin, mezi potraviny s nejvy$Sim obsahem
katechint patii kakao (KWIK-URIBE, et al. 2008). Jako prekurzory kondenzovanych
tiislovin  se  katechiny nachazeji v hroznech amladych ¢ervenych vinech
(MICHLOVSKY, 2014b).
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3.3.5 Flavony a flavonoly

Flavony a flavonoly jsou pfirodni latky, které vétSinou patii do skupiny rostlinnych
barviv (LAHO, et al. 1970). Flavonoidy jsou zluté barviva sriznym barevnym
spektrem (MICHLOVSKY, 2014a) jsou pfitomné ve slupkach modrych i bilych hroznt
(MICHLOVSKY, 2014b). Flavonoidy jsou obsaZzeny ve viné vzdy v podobé glykosidi.
Glykosidy obsahuji volné flavonolové aglikony (FARKAS, 1980), mezi nejvyznamnéjsi
zéstupce patid kamferol, quercetin, myricetyn (MICHLOVSKY, 2014a).

myricetin izoramnetin

Obrazek 10. Flavonoly (FARKAS, 1980; MICHLOVSKY, 2014b)

Kamferol je ptirodni flavonol ktery se pfirozené vyskytuje v riznych rostlinach
a potravinach rostlinného ptivodu. Mezi potraviny, ve kterych se nachazi kamferol patii
rajcata, jablka, zeleny &aj, brokolice a daldi (CALDERON-MONTANO, et al. 2011).
vlastnosti. Na zaklad¢ studii je kamferol povazovan za potencialni latku napomahajici
pii 1é€be rakoviny a kardiovaskularnich nemoci . Vykazuje cytotoxické ti¢inky u mnoha

typt karcinogennich bunék (LAU, 2008).
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Kvercetin patii mezi flavonoidy a v pfirod¢ je velmi rozsifeny. Byl nalezen
v riznych druzich ovoce, zeleniny a v obilninach. Vyskytuje se hlavné v boruvkach,
bobulich rakytniku fesetlakového, jablkach, brokolici a jinych. Jeho derivaty ziskavaji
Vv poslednich letech zvlastni pozornost, v souvislosti s vyuzitim jako potravinové slozky.
V epidemiologickych studiich je mozné, Ze kvercetin jako silny antioxidant hraje
urcitou roli v prevenci kardiovaskuldrnich nemoci, plisobi pozitivné na sniZzeni hladiny
cholesterolu v krvi (CHANG, et al. 2000). Kvercetin se ve vin¢ vyskytuje ve formé
aglikolu, ve velmi malém mnozstvi. V ¢ervenych vinech se pohybuje jeho koncentrace
I”* ale v bilych, je koncentrace velmi mald 1 az 3mg - I z divodu

neprobihajici macerace (MICHLOVSKY, 2014a).

ptiblizne 100 mg -

Myricetin je dalsi z pfirozenych bioflavonoidi vyskytujici se v pfirod¢, je velmi
rozSifen mezi riznymi druhy rostlin (ONG, a KHOO, 1997). Obvykle se nachazi
Vv ovoci, zelening, bobulovych plodech a ofechoch. Myricetyn se nachédzi ve viné a v
bobulich hroznti modrych odrid, v bilych odriidach nebyl nalezen, (MICHLOVSKY,
2014a). Antioxida¢ni vlastnosti myricetinu spo¢ivaji v ochran¢ bunék pied oxida¢nim
stresem ktery vzniké v dasledku pfitomnosti a ¢innosti reaktivnich forem kysliku (ROS)
(ROOS, a KASUM, 2002). Myricetin ma schopnost reagovat s volnymi radikaly a vazat
rizikové kovy do netcinnych komplexti, zvySuje téz ucinky jinych antioxidanta.

(ROOS, a KASUM, 2002).
3.3.6 Antokyaniny

Antokyany (antokyanova barviva) jsou vakuolarni pigmenty (ANDERSON, et
al. 2001). Jsou nejrozsifenéjsi skupinou ptfirodnich barviv. Tato skupina je pocetné
velmi rozsahla, dosud bylo identifikovano na 300 riznych antokyand. Antokyany
Vv hroznech révy vinné (Vitis vinifera L) byly lokalizovany hlavné v bunkach slupky
bobuli modrych odriid (KUMSTA, 2008b), vyskytuji se v spektru od ervené, fialové az
po modrou barvu. Obsah antokyanti v hroznech révy vinné je velmi proménlivy, je
zavisly od druhu, odrady, stadia vyvoje a dalsich podminek (VELISEK, a HAJSLOVA,
2009). Nalezneme je i vraznych ¢astech vyssich rostlin, hlavné v kotfenech, listech,
plodech a kvétech (ANDERSON, et al. 2001).
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Tabulka 3. Antokyany, rozdé¢leni (MICHLOVSKY, 2014b; TAILLANDIER, a
BONNET, 2005)

Antokyanidy

Pelargonidin
Kyanidin
Delfinidin
Malvidin
Petunidin

V hroznech révy vinné jsou antokyaniny odpovédné za zbarveni Cervenych
vin. Mlad4 Gervena vina obsahuji ve volném stavu kolem 100 az 1500 mg - 17 mg
antokyanti (MICHLOVSKY, 2014b; KUMSTA, 2008b). B&Zné se antokyaniny nachazi
piedev§im ve slupkach bobuli modrych hroznti, u odrid které jsou oznaCovany jako
barviiky se nachazi i v duzniné bobule (KUMSTA, 2008b). Modré odriidy révy vinné
obsahuji pét druhli antokianidind tvoficich zakladni barviva. V hroznech jsou volné
antokyanidiny pomérné nestabilni, jejich chemickéd stabilita se vyrazn€¢ zvysuje

navazanim na glukézu (RIBEREAU-GAYON, et al. 2006; KUMSTA, 2008b).

kyanidin (fialovy) delfinidin (purpurové modry) pelargonidin (sarlatové ¢erveny)

OH

®
HO 0]
= OCH;
P
OH

OH

petunidin (purpurové modry)  malvidin (purpurovy) peonidin (fialovy)

Obrazek 11. Antokyanidiny (MICHLOVSKY, 2014b; TAILLANDIER, a BONNET,
2005)
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Kyanidin je piirodni organickd slouCenina, nachazejici se jako pigment
V bobulovém ovoci a zeleniné které jsou Cervené zbarvené. Jsou to tfesné, bortvky,
ostruziny, bezinky, brusinky, Cerny rybiz, hrozny modrych odrad ale i Cervené
zbarvend zelenina. Cervena cibule, zeli, fepa a jiné (BELITZ, et al. 2009). Kyanidin
nachazejici se hlavné ve slupkdch ovoce a zeleniny, vykazuje antioxidacni Uc¢inky
které¢ snizuji rizika kardiovaskularnich a karcinogennich chorob. Dalsi z teorii
naznacuje, Ze ptijem kyanidini muZze inhibovat vyvoj obezity a diabetu (SASAKI, et al.

2007).

Delfinidin je primarni rostlinné barvivo pattici do skupiny antokyant.
V bobulich modrych odriid révy vinné se antokyany vytvaii po dobu zrani, na jejich
mnozstvi v bobulich ma vliv ronik a zplsob jakym byly hrozny péstovany. Ze
zdravotniho hlediska patii delfinidin k silnym antioxidantim, je jednim z antokyant

inhibujicich UV zafeni, a snizujici tak poskozeni DNA (AFAQ, et al. 2006).

Pelargonidin patii mezi Sestici antokyaninovych sloucenin. Nejvice je znamy
jako pfirodni zdroj cerveného pigmentu, ktery byl hojné zjistén u jahod
(EDIRISINGHE, et al. 2011). V ¢ervenych vinech vyrobenych s hroznt Vitis vinifera
je jeho pomér znaéné ovlivnén odrtidou a podminkami péstovani (MICHLOVSKY,
2014a), pfitomnosti mineralnich soli a pH (FARKAS, 1980). Podobné jako ostatni
antokyany, vykazuje pelargonidin a jeho odvozené slouceniny v Cervenych vinech
potencidlni antioxidacni aktivitu s pfiznivym  plsobenim na lidské zdravi (DE

PASCUAL, et al. 2008).

Petunidin je pfirodni organicka sloucenina, tmavé Cervené az fialové barvivo,
patiici do skupiny antokyanint.. Vyskytuje se v hroznech rtznych druhd révy, Vitis
vinifera, Vitis riparia, Vitis ruperstris a Vitis amurensis. Pro tyto druhy je
charakteristicky vys$i obsah antokyant. U danych druhi révy je jeho tvorba dana
geneticky (KUMSTA, 2008b). Asi 10% z celkového mnozstvi antokyanti, které se
vytvoii v bobuli, v ¢ase dozravani tvoii petunidin (MICHLOVSKY, 2014a). Petunidin

patii mezi antokyaniny s antioxidacnimi vlastnostmi.

Malvidin diky intenzit¢ své barvy patii mezi hlavni antokyany vyskytujici se
vV hroznech a ve viné, je zodpovédny hlavné za barvu mladych cervenych vin
(MICHLOVSKY, 2014a; PAVLOUSEK, 2011). V cervenych vinech je malvidin a jeho

plisobeni na naSe zdravi rozsahle studovanou slozkou. Pfiznivé u¢inky malvidinu jsou
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tak alespon c¢astecné potvrzeny. Bylo zjisténo Ze mirna spotieba ¢erveného vina pisobi
preventivné na chronické nemoci, jako je obezita, diabetes, hyperzenze a
kardiovaskularné onemocnéni (BOGNAR, et al. 2013).

Peonidin je primarni rostlinny pigment v purpurové Eervenych odstinech.
Nejvetsim potravinovym zdrojem peonidinu je Cerstvé ovoce, brusinky, bortivky, tfesné.
Nachazi se i v ¢ervenych vinech z hroznu révy vinné (KWON, et al. 2007). Peonidin
vznikéa v bobulich tésné pied dozravanim, to ze jsou pigmenty ptitomny, signalizuje, ze
rostliny jsou pied optimalni cukernatosti bobuli (MICHLOVSKY, 2014a). Ze
zdravotniho hlediska ma peonidin stejné jako jiné antokyanidiny silné inhibi¢ni a
apoptotické uc¢inky na nadorové bunky a to zejména pii karcinogennim onemocnéni

rakovinou prsu (KWON, et al. 2007).

3.4 Zakladni metody pro stanoveni antioxidanti
Metody pro analyzu polyfenolovych latek se mohou rozdé¢lit do dvou skupin:

analytické metody pro stanoveni skupin polyfenol a metody pro stanoveni jednotlivych

polyfenoltt (DVORAKOVA, et al. 2006).

3.4.1 Analyza pomoci HPLC

Pro stanoveni jednotlivych polyfenolovych latek je vyuzivana hlavné analyticka
metoda HPCL (High Performance Liquid Chromatography — vysokoucinna kapalinova
chromatografie. Je to analyticko-separa¢ni metoda, ktera slouzi k separaci a stanoveni
pritomnosti i koncentraci slozek ve smési (DVORAKOVA, et al. 2006).
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Obrizek 12. Schéma HPLC (MATEJICKOVA, 2015)
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Metoda HPLC - piistrojem proudi mobilni faze (voda, metanol, acetonitril) je
vedena ze zasobnich nadob pies vysokotlakou pumpu, ktera je velmi dilezitou soucasti.
Mobilni faze proudi ptes kolonu pod tlakem az 40 Mpa. Pfes davkovaci kohout, pomoci
davkovaci smycky je vzorek davkovan do proudu mobilni faze. Pokracuje pies
separacni kolonu, ve které se nachdzi staciondrni faze, je tvofena mikrocasticemi
silikagelu (DVORAKOVA, et al. 2006), na kterych je navizana samotna stacionarni
faze. Nasleduje detektor, zde jsou jednotlivé latky detekovany, Casto pouzivanym je
spektrofotometricky UV — VIS (ultrafialové - viditelna spektroskopie) a fluorescenéni
detektor. Z detektoru do PC je vysilan signal, ktery je ihned zaznamenavan. Vysledek
HPLC analyzy je vytisknut v podobé chromatogramu. Obrazek 13. (COUFAL, 2004).

:

:

g

T

s iC 15
CAS [rrin]

ODEZw DETERTORLU
o
=

:

n

Obrazek 13. Chromatogram - vysledek analyzy HPLC. (MATEJICKOVA, 2015)

3.4.2 Metoda FCM

Priutokova cytometrie (FCM) je metoda pro stanoveni celkovych
polyfenolickych slou€enin. Patfi mezi metody luminiscencni analyzy, v této
florescenéné optické metodé je vzorek nesen v proudu nosné kapaliny (NOVAK, et al.
2008). Je zalozena na redukci smési fosfomolybdenanu a fosfowolframanu fenolickymi
slouceninami za vzniku produkti modrého zbarveni. Nameéfené hodnoty byvaji
vyjadieny jako ekvivalenty kyseliny gallové GAE. Vysoka frekvence analyzy
jednotlivych buné¢k je hlavni pfednosti této metody, moderni analyzatory analyzuji za
vtefinu az desetitisice mikroskopickych objektti (SINKOROVA, a ZARYBNICKA,
2008).
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3.4.3 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

Z divodu velkého poctu metod stanoveni antioxidacni aktivity (AOA) mohou

byt principy stanoveni rozdéleny do dvou skupin:

o metoda hodnotici schopnost eliminovat radikaly (ABTS, DPPH, ORAC)

o metoda posuzujici redoxni vlastnosti latek (FRAP, volumetrie, HPLC-
ECD (PAULOVA, et al. 2004).

3.4.3.1 Metoda ABTS (TEAC)

Je metoda hodnotici schopnost eliminovat volné radikély. Patii k zdkladnim a
nejpouzivangjsim metodam stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity TAA (PAULOVA,
et al. 2004). Pii samotném experimentu se mohou vyuzivat dva postupy meéteni. U
prvniho zplisobu méifeni se antioxidant davkuje do reakéni smési, kterd obsahuje uz
vytvoien kation-radikal ABTS™". Ve druhém zptisobu méfeni je antioxidant obsazen

v reakéni smési pii generovani radikalu ABTS™ (PAULOVA, et al. 2004).

3.4.3.2 Metoda DPPH

Spektrofotometrickd metoda pouZivajici DPPH, je jednim z nejvice vyuZivanych
testll pro stanoveni antioxidacni aktivity latek. Princip metody spociva ve schopnosti
stabilniho volného radikalu difenylpikrylhydrazylem — DPPH, reagovat s donory
vodiku. DPPH siln¢ absorbuje v UV-VIS spektru (SOCHOR, et al. 2011). Prabéh
reakce je vétsinou sledovéan spektrofotometricky (PAULOVA, et al. 2004).
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Obrazek 14. Schéma spektrofotometru (KVASNICOVA a BALINOVA, 2015).
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3.4.3.3 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) je vyuzivana ke stanoveni
antioxida¢ni aktivity. V principu je metoda zaloZzena na redukci zelezitych komplext
TPTZ (2,4,6- tripyridyl-S-triazin) s chloridem zelezitym (FeCls). Tyto latky jsou
vesmes bezbarvé, popfipadé mirné nahnédlé, ale po reakci vytvaii modry az do fialova
zabarveny Zeleznaty komplex. Méfeni se provadi pii vlnové délce 593 nm. Vysledek je
vyjadien pomoci kalibradni kiivky na ekvivalentni mnozstvi iontd Fe* (DOBES, et al.

2012).
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4 Material a metodika

4.1 Vzorky dealkoholizovanych a klasickych vin
Néplni experimentalni studie byla analyza nealkoholickych vin, a klasickych vin

Z odrud Vitis vinifera L.

Pro experimenty s dealkoholizovanym vinem byly vybrany dva vzorky bilého, dva
rizového a dva Cerveného vina, vzdy o hodnotach alkoholu 0,1 % a 5 % alkoholu.
Dealkoholizované bilé vino z odrudy Miiller-Thurgau, rizové a cervené z odridy
Zweigeltrebe. ,,Klasické® vina o obsahu 12 % alkoholu byla totozné z odrud Miiller-

Thurgau (bilé) a Zweigeltrebe (rizové a Cervené).

4.2 Spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometricky byly stanoveny antioxida¢ni aktivity (pomoci metody
DPPH) celkovy obsah polyfenolickych sloucenin, flavanold a hydroxiskoficovych
kyselin.

'SPEKOL 2000

HELIOS GAMMA

SPECORD 210

Obrazek 15. Méfici pfistroje pouzivané pii experimentu (SPECTROPHOTOMETERS,
CHEMICAL ANALYSIS EQUIPMENT, 2015)
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Stanoveni antioxidacni aktivity

Do kyvety o objemu 3ml bylo pipetou nadavkovano 2000 ul radikalového roztoku
DPPH (2,2-difenil-B-pikrylhydrazylovy radikal), bylo navazeno m = 9,35 mg radikalu
DPPH. Odmétené mnoZstvi bylo dano do odmérné banky o obsahu 250 ml a doplnéno
metanolem. Potom bylo ptidano 40 pl vzorku, v nasem piipadé vzorek vina a ten byl
ponechén pii teploté¢ 22 °C po dobu 25 minut. Po uplynuti dané¢ doby byla zmétena
absorbance pfi 505 nm. Vypocet antioxidacni aktivity byl proveden z kalibra¢ni k¥ivky,
jako standardu byla pouzita kyselina gallova (10-200 mg.1™) Vysledky jsou vyjadieny

v mg.17 antioxida¢nich ekvivalentd kyseliny gallové.

Stanoveni celkovych polyfenolickych sloucenin

Vzorek vina 0 objemu (50 ml) byl napipetovan do kyvety a nafedén 1,5 ml ACS vody.
Nasledné bylo ptidano 0,05 ml Folin-Ciocalteova ¢inidla (Sigma Aldrich, CZ). Po 30
minutach pii teplot¢ 22°C byla zméfena absorbance na dvoupaprskovém
spektrofotometru SPEKOL 2000 pii vinové délce A = 640 nm a A = 670 nm proti
slepému pokusu (kyselina gallova). Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent kyseliny
gallove v mg - 100g™.

Stanoveni celkovych flavanoli

Priprava reagence - vzorek o objemu 40 ul jsme napipetovali do kyvety o obsahu 3 ml a
poté ziedili 1960 pl ¢inidla [(0,1 % DMCA = p-dymethylaminocinnamaldehyd) a 300
ml MHCI v MeOH (metanolu)]. Dana smés byla protfepana a pii laboratorni teploté (asi
22 °C) inkubovana 12 minut. Po uplynuti doby 12 minut byla zméiena absorbance na
meéficim pfistroji, dvoupaprskovém spektrofotometru znacky SPECORD 210, Carl-Zeis
Jena, Némecko, pfi A = 640 nm proti prazdné kyveté. Vysledky jsou vyjadireny jako

ekvivalent katechinu.

Stanoveni obsahu celkovych hydroxyskoricovych kyselin

Mé¢ieni bylo provedeno SO, metodou. V 2 ml mikrozkumavce bylo protiepano
200 pul vzorku s 1,8 ml a 1,1 M HCI. Slepy pokus ke kazdému vzorku byl pfipraven
stejnym zpusobem, kdy roztok HCI byl nahrazen ¢erstvym 0,22 M roztokem K;S,0s
(SO,). Po 180 minutach byly v kyveté zméteny absorbance vzorkt s HCI pii 280 nm.
Vysledky byly vypogitany pro hodnoty v mg.1™.

Vypocet celkovych hydroxyskoficovych kyselin: OD,go = 10* sedeéni * A(HCl)2g0
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Stanoveni antioxidantii pomoci HPLC

Mnozstvi jednotlivych antioxidacnich slouCenin ve vzorcich vina byly stanoveny
metodou HPLC méficim pfistrojem Shimadzu LC-10A (Obrazek 16). Shimadzu LC-
10A obsahuje tyto zabudované pomocné technologie: 2 pumpy LC-10ADvp, kolonovy
termostat, nastfikovy ventil Rheodyne CTO-10Cvp, DAD detektor SPD-M10Avp, fidici
systém pro Shimadzu LC-10A je SCL-10Avp.

Software pro vyhodnoceni analyz: LC solution, Kolona AlltechAlltima C 18 3um, 3 x
150 mm, pfedkolona stejny typ 3 X 7, 5 mm.

Obrazek 16. Mé&fici pristroje pro metodu HPCL (KNC-DAISHIN, 2015).
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5. Vysledky a diskuze

Pro experimenty s dealkoholizovanym vinem byly vybrany dva vzorky bilého, dva
rizového a dva Cerveného vina, vzdy o hodnotach alkoholu 0.1 % a 5 % alkoholu.
Dealkoholizované bilé vino z odridy Miiller-Thurgau, rizové a ¢ervené vina z odrudy
Zweigeltrebe. ,,Klasické vina o obsahu 12 % alkoholu byla totozné¢ z odrad Miiller-

Thurgau (bilé) a Zweigeltrebe (rizové a Cervené).

Byly studovany zékladni skupiny latek, konkrétné celkové polyfenolické slouceniny,
flavanoly, hydroxyskoticové slouéeniny a antioxida¢ni aktivita, ktera piedstavuje
urcyjici silu vSech antioxidantli v daném vzorku. A v neposledni fadé byly, pomoci

metody HPLC mapovany vyznamné antioxidanty.

5.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity lze pouzit vice druhli metod, jejich rozmanitost
vyplyva z toho, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou plisobit riznymi mechanizmy.
V mnohych ptipadech jde o ptimou reakci s radikaly. Naptiklad zhaSeni, vychytavani
nebo reakce s prechodovymi kovy. Z tohoto dtivodu, jsou metody, které hodnoti miru
antioxida¢niho piisobeni zaloZeny na riiznych principech (PAULOVA, et al. 2004).

Metoda pouzivajici DPPH patii mezi zakladni metodiky pro posouzeni
antiradikalové aktivity Cistych i smésnych latek. Spociva v reakci testované latky se
stabilnim radikdlem DPPH (difenylpikrylhydrazylem). Vlivem reakce dochazi k redukci
radikalu za vzniku DPPH-H (PAULOVA, et al. 2004). Vzorky byly analyzovany
spektrofotometricky ptistroji HELIOS Gama (THERMOSCIENTIFIC UK), SPEKOL
2000, SPECORD 210.
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Antioxidaéni aktivita (mg GAE/L)

Obrazek 17. Hodnoty obsahu antioxidacni aktivity bilych, rizovych a
¢ervenych vin. 1: vino s obsahem alkoholu 0,1 % alkoholu, 2: vino s obsahem alkoholu
5 % alkoholu, 3: vino s obsahem alkoholu 12
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Nizsi antioxidaéni kapacita u bilych vin ve srovndni s viny Cervenymi je
zpusobena nizSim obsahem fenolickych latek. VysSiho obsahu fenolickych latek
u ¢ervenych vin se dosahne pomoci doby macerace, béhem které dochazi k uvolnéni
fenolickych latek ze slupek, semen, stopek i duzniny bobule (FUHRMAN, et al. 2001).
Alkohol vznikajici béhem fermentace spolu se zvysujici se teplotou extrakci navic
podporuje. U bilych vin technologicky tkon macerace vétSinou neprobihd, proto je
obsah fenolickych latek u bilych vin mensi a vykazuji niz$i antioxida¢ni aktivitu (MA

LAMUELA-RAVENTOS, 1996)

5.2 Stanoveni celkovych polyfenolickych slouc¢enin

Polyfenolické slouceniny které se vyskytuji ve viné, patii mezi latky ze skupiny
sekundarnich metaboliti. Obsah fenolickych slou€enin zavisi jednak na odriidé hrozn,
jednak na technologii zpracovani vina (GARRIDO, et al. 2013). Pravé obsah
polyfenolickych sloucenin je odpovédny za celkovou antioxidacni aktivitu vina
(SAMANEK, et al. 2010). Ke stanoveni celkovych polyfenolickych slou¢enin byla
vyuzita Folin — Ciocalteova metoda. Metoda je zalozena na spektrometrickém méteni
barevnych produktii, reakce hydroxidovych skupin a fenolickych sloucenin s ¢inidlem
Folin — Ciocalteau (BALIK, 2006). Vsechny vzorky byly méfeny tfikrat, vysledna
hodnota byla ziskana jako primér z téchto méteni.

Podobné, jako u hodnot antioxidaéni aktivity je obsah celkovych
polyfenolickych sloucenin u bilych a rizovych vin podobny (od 179 do 218 mg.I™),
pficemZ obsah alkoholu nemé¢l na obsah polyfenolickych sloucenin zasadni vliv. Jinak
tomu bylo u vin ¢ervenych. Obsah polyfenolickych sloucenin je vyrazné vyssi a to

z ditvodu lisici se technologie vyroby cervenych a bilych vin.
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Obrazek 18. Hodnoty obsahu antioxida¢ni aktivity bilych, rizovych a ¢ervenych vin. 1:
vino s obsahem alkoholu 0,1 % alkoholu. 2: vino s obsahem alkoholu 5 % alkoholu, 3:
vino s obsahem alkoholu 12 % alkoholu
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5.3 Stanoveni celkovych flavanoli

Do skupiny nejvyznamnéjSich flavanolii nachéazejicich se ve viné patii hlavné
quercetin, rutin, kaempferol a myricetin. V této praci bylo vyuZito stanoveni
koncentrace celkovych flavanoli  pomoci metody ktera je zalozena na reakci
s DMACA ¢inidlem (BOGS, et al. 2007). Tato metoda je citlivéjsi a selektivnéjsi nez
Casto pouzivand reakce s vanilinem a nedochazi tak k interferenci s anthokyaniny
(KUMSTA, et al. 2009)

Nejveétsi hodnoty obsahu flavanolit byly zméteny u klasického ¢erveného vina
odridy ZW 12 % alkoholu (405 mg-1"), u ZW 5 % alkoholu (379 mg:1™), aZW 0,1 %
(354 mg-1™). U ros¢ ZW byl obsah flavanold v rozmezi (50 - 59 mg-1™"), nejmensi
mnozstvi flavanoli bylo naméfeno u bilé odridy MT o obsahu 0,1 % alkoholu (25

mg-1™Y).
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Obrazek 19. Hodnoty obsahu antioxida¢ni aktivity bilych, rGzovych a
¢ervenych vin. 1: vino s obsahem alkoholu 0,1 % alkoholu, 2: vino s obsahem alkoholu
5 % alkoholu, 3: vino s obsahem alkoholu 12 % alkoholu
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5.4 Stanoveni obsahu celkovych hydroxyskoricovych Kkyselin

Hydroxyskoficové kyseliny jsou derivaty kyseliny skoficové. V hroznech se
vyskytuji pfedevsim v duzniné bobuli, a vzdy piechazeji do mostu. Jejich obsah je do
zna¢né miry nezavisly na pouzité technologii zpracovani hrozni. Nejvyznamnéjs$imi a
také nejvice studovanymi hydroxyskoticovymi kyselinami jsou kavova, p-kumarova, a

ferulova kyselina (VELISEK, a HAJSLOVA, 2009)

Vyznamny rozdil v zjisténych hodnotach obsahu hydroxyskoficovych kyselin
byl zaznamenan u Cervenych vin a to u ZW 0,1 % alkoholu, kde byla naméfena hodnota
20 mg-l™ta ZW 5 % 34 mg-1"!. Hodnoty obsahu hydroxyskoficovych kyselin u bilych a

rizovych vin vykazovali minimalni rozdily, pohybovali se v rozmezi od 6 do 8,5 mg:I™.
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Obrazek 20. Hodnoty obsahu antioxida¢ni aktivity bilych, rGzovych a
¢ervenych vin. 1: vino s obsahem alkoholu 0,1 % alkoholu, 2: vino s obsahem alkoholu
5 % alkoholu, 3: vino s obsahem alkoholu 12 % alkoholu
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5.5 Stanoveni obsahu vybranych antioxida¢nich slou¢enin pomoci

HPLC
Technika HPLC se jevi jako ideélni pro stanoveni antioxidantli obsazenych ve
ving, hroznech i ovoci (DOBES, a SOCHOR, 2012). Studovany byly vyznamné
antioxidanty, které jsou pro vino typické. Predmétem studie byly vyznamné a typické
antioxidanty, které se nachéazi ve ving, patii sem: kyseliny gallova, vanilova, syringova,
kavova, p-kumarova, ferulova, kaftarova, fertalova, z nasledujicich antioxidantii jsou to:
katechin, epikatechin, cis-resveratrol, quercetin, rutin, quercitrin a tyrosol. Vysledky

m¢éfeni jsou v (Tabulce 5).

Tabulka 5. Hodnoty vybranych antioxida¢nich komponent stanovené pomoci HPLC ve
sledovanych vinech

obsah alkoholu
nealko bilé nealko rosé nealko ¢ervené
sloucenina 0,10% 5% 0,10% 5% 0,10% 5,00%
kyselina gallova 51 4,85 3,79 4,28 40,7 51,9
kyselina vanilova 1,24 1,63 1,75 1,73 5,63 3,54
kyselina syringova 0,50 0,37 0,51 0,54 6,09 8,05
kyselina kavova 39,00 54,70 50,10 37,40 63,10 45,20
kyselina p-kumarova 1,13 2,26 1,20 1,21 5,30 5,08
kyselina ferulova 2,62 3,20 2,47 2,06 3,45 3,71
kyselina kaftarova 28,10 45,40 38,10 26,00 46,10 32,80
kyselina fertarova 2,02 2,11 2,05 1,64 2,90 2,10
katechin 27,90 7,20 24,00 10,00 63,10 88,40
epikatechin 14,10 4,50 8,20 10,00 35,20 38,50
cis-resveratrol 0,06 0,07 0,12 0,16 3,28 2,82
rutin 0,77 1,47 0,84 0,12 12,40 3,53
quercetin 0,05 0,18 0,04 0,04 0,43 2,03
quercitrin 0,04 0,11 0,09 0,02 0,26 2,96
tyrosol 8,54 17,20 9,13 20,20 20,20 26,50

Kyselina gallovd - obsah kyseliny gallové se u vzorkt pohyboval v rozmezi 3,79 az
51,9 mg.I"" .Vyrazn& vyssi koncentrace byla namé&feny u nealko &erveného vina (0,5 %),

51,9 mg.I*, nejniz8i koncentrace (3,79 mg.l’l) byla zmétena u nealko rosé (0,10 %)

Kyselina kdvova - obsah kyseliny kavové ve vSech sledovanych vzorcich vina byl velmi

vyrovnany, pohyboval se v rozmezi 37,4 az 63,1 mg.l'l. Nejvyssi koncentrace kyseliny
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kavové (63,1 mg.l™) bylo namé&feno u nealko &erveného (0,5 %), nejnizsi (37,4 mg.l™)

u nealko rose (0,5 %)

Kyselina kaftarovd - u sledovanych vzorkti se pohybovali naméfené hodnoty velmi
vyrovnané v rozmezi 46,1 aZ 26 mg.1™". Nejvyssi koncentrace (46,1 mg.1™") byla zm&fena

u nealko ¢erveného (0,10 %), nejnizsi koncentrace u nealko rose (0,5 %)

Kyselina vanilinovd - naméfené hodnoty se pohybovali ve velmi nizkych hladinach od
nejnizsi koncentrace 1,24 mg.l'1 u nealko bilé (0,10 %) aZ po nejvyssi koncentrace (5,63

mg.I™) u nealko Gerveného (0,10 %).

Kyselina syringova - naméiené hodnoty u vzorkd nealko bilych a rose se pohybovali
vyrovnané na velmi nizkych hodnotach (0,50 az 0,54 mg.l’l) na rozdil od nealko
cerveného, kde bylo namétfeno podstatné veétsi mnozstvi kyseliny syringové (6,09 az

8,05 mg.I™).

Kyselina p-kumarovda - u vzorku nealko bilych a rosé vin se pohybovali naméfené
hodnoty v nizkych hladinach od 1,13 do 2,26 mg.I". Vyssi hodnoty byly naméfeny u

nealko Cervené 5,08 az 5,30 rng.l'1

Kyselina nerulova - v danych vzorcich nealko bilych, rose, i ¢ervenych vin byly

naméfeny nizké a velmi vyrovnané hodnoty 2,06 az 3,71 mg.I™,

Kyselina fertarova - naméiené hodnoty u vzorkil nealko bilych, rosé i ¢ervenych vin

byly velmi nizké a velmi vyrovnané, pohybovali se od 1,64 a7 2,90 mg.1™".

Katechin - naméfené hodnoty u nealko bilé a rosé se pohybuji v niz§ich hladinach
koncentrace, nejniz$i koncentrace byla naméfena u nealko bilé (5 %) a to 7,20 mg.1™.
Vyrazn€ nejvyssi hodnoty koncentrace katechinu byly naméfeny u obou nealko

ervenych vin 63, 10 az 88,40 mg.I™.

Epikatechyn - naméifené hodnoty u vzorkd nealko bilych a rosé vin jsou opét vyrazné
nizsi, 4,50 az 14,10 mg.l'l. Az dvojnésobek koncentrace epikatechinu bylo naméteno u

nealko ¢ervenych vin, 35,20 az 38,50 mg.l'l.
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Cis-resveratrol - naméfené hodnoty ve vzorcich nealko bilé a rosé vin je velmi nizké az
stopové 0,06 az 0,16 mg.l’l. U nealko cervenych vin byla naméfena o malo vyssi

koncentrace 2,82 az 3,28 mg.l'l.

Quercetin - u sledovanych vzorkt nealko bilé, rosé a cervené (0,10 %) byly naméfeny
velmi nizké koncentrace quercetinu 0,04 az 0,43 mg.l'l. U nealko cervené byla

naméfena relativné vyssi hodnota 2,03 mg.l’l.

Rutin - minimalni naméfené hodnoty koncentrace byly u vzorki nealko bilé a rosé,
pohybovali se vrozmezi od 0,12 az 1,47 mg.l™. Nejvé&tsi koncentrace rutinu byla

naméfena u nealko &ervené (0,10 %) pohybovala se kolem 12,4 mg.1™.

Tyrosol - rozsah naméfené koncentrace tyrosolu u sledovanych nealko vin byl od
nejnizsi hodnoty 8,54 mg.1™, u bilého (0,10%) a nejvyssi naméFené hodnoty 26,50 mg.I*

u ¢erveného (5,00 %) vina.

Z vysledki méfeni je patrné ze ve vzorcich dealkoholizovanych bilych vin byla
naméfena  nejveétsi koncentrace antioxidacnich latek u kyseliny kavové, kyseliny
kaftarové, katechinu a tyrosolu Nejniz§i hodnoty byly naopak zaznamenany u
sloucenin, quercitrin, quercetin a cis-resveratrol.

Z naméfenych hodnot ve vzorcich dealkoholizovavanyc hrosé vin vykazuje

cvwr

koncentrace byly naméfeny u quercitrinu, quercetrinu, rutinu a kyseliny syringové.

Ve vzorcich cerveného dealkoholizovaného vina byla nameétfena nejvetsi
koncentrace antioxida¢nich latek u katechinu, kyseliny kévové, kyseliny gallové,
kyseliny kaftarové, epikatechinu a tyrosolu. Nejniz§i hodnoty byly naméfeny u

quercitrinu a quercetrinu.

Nejvyssi naméfena koncentrace ve vybranych antioxidantech byla zaznamenana
u slouceniny Katechin (88.4 mg.l'1 u 5 % cerveného vina), vysokych obsah byl také
monitorovan u kyseliny kavové, kyseliny kaftarové a gallové. Z vysledkti méteni lze
fici, ze Cervené vino mélo vyssi obsah, v mnohych piipadech az né€kolikandsobny,
sledovanych antioxidacnich komponentii nez bilé nebo rizové vina. U slouceniny
tyrosol byl ziejmy vyS§i obsah téchto latek u nealko (5 % alkoholu) nez u
dealkoholizovanych vin (0,10 % alkoholu).
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Dle naméfenych vysledkd lze fici, Zze obsah alkoholu nemél na hodnoty
polyfenolickych slouéenin zasadni vliv, coz dokazuji také jiné studie (IVANOVA-
PETROPULOQS, et al. 2015). Za rozdilnost obsahu antioxida¢nich komponent je
odpovédna predeviim technologie vyroby a odrida (BALIK a KOPEC, 2008). V
sou¢asné dobé jsou ale tato vina pro konzumenty malo znama (STAVEK, 2013; JUNG,
2005).

V uplynulych letech se objevily nové pozadavky spotiebitell na stavajici
sortiment napojui. Spotiebitelé se zacali vice zajimat o lehké ovocné napoje s nizkym
obsahem alkoholu, a to tlacilo vinarské odvétvi do diverzifikace jejich produkce a
vyvinu novych vyrobku. Diky t€émto pozadavkiim zacala vznikat dealkoholizovana vina,
ktera se dnes jiz stavaji vice dostupnym zbozim.

Epidemiologické studie zaméfené na napoje s obsahem alkoholu naznacuji, ze
jeho mirnd konzumace je spojena se snizenym rizikem ischemické choroby srdecni ¢i
onemocnéni diabetes mellitus (RONKSLEY, et al. 2011). Vztah mezi stfidmou
konzumaci alkoholu a nizS§im rizikem téchto chorob nejvice projevil u téch, ktefi
Z celého sortimentu alkoholickych néapoji konzumovali vino. Klinické studie tedy
dokladaji, ze mirnd konzumace vina a obzvlast¢ Cerveného vina, mize snizit riziko
kardiovaskularnich onemocnéni (SAMANEK, a URBANOVA, 2010).

Studie, které se zabyvaji srovnavanim ucinkd antioxidantd obsaZenych
v ¢ervenych alkoholickych a nealkoholickych vinech na lidské zdravi naznacuji, zZe
spojeni alkoholu s antioxidanty je kontraproduktivni. I kdyz oba druhy vin obsahuji
shodné mnozstvi antioxidantl ptiznivé ucinkujicich na srde¢ni a cévni choroby, alkohol
mize negativné pusobit na ochranny systém polyfenolii. Nealkoholické ¢ervené vino by
tak mohlo byt u¢innym pomocnikem v boji proti kardiovaskularnim onemocnénim
(Fung, 2012). Jina experimentalni studie vyhodnocuje G¢inky ¢erveného alkoholického
a nealkoholického vina na potencialni krevni tlak (BP). Bylo zjisténo, Ze nealkoholicka
cervend vina diky u¢inkdm polyfenolli obsazenych ve viné, snizuji systolicky a
diastolicky tlak (TK). Denni spotieba nealkoholického ¢erveného vina by tak mohla byt
uzite¢na jako prevence nizké a stiedni hypertenze (Blanch, et al. 2012)

Zdali je to pravé alkohol obsazeny ve vin€, ktery ma na lidsky organismus
pfiznivé Uc¢inky je ale dnes Siroce diskutované téma. Neékteré studie uvadéji jeho
piiznivé Gginky, jiné naopak Gginky Skodlivé. (SAMANEK, a URBANOVA, 2010).

Klasické vino si vSak diky obsahu alkoholu nemiize vychutnat kazdy.
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S5 Zavér

Vysledky predlozené studie dokazaly, ze obsah antioxida¢nich komponent, které
jsou v dealkoholizovanych vinech obsazené, je srovnatelny s obsahem v ,,béznych*
alkoholizovanych vinech.

Nékteré klinické studie prichazi s tvrzenim, Ze vino s nizSim obsahem alkoholu
nebo jen most, mize mit lepsi vliv na lidské zdravi, nez vino s vy$$im obsahem
alkoholu. V minulych letech rizné védecké studie potvrzovaly zdravotni vyhody
¢ervenych vin. Mirna konzumace alkoholického vina ptiznivé ptsobila na srdecni a
cévni choroby, mozkovou mrtvici, infarkt.

V posledni dobé¢ piibyva novych studii zabyvajicich se vlivem nealkoholickych vin
a Vvnich obsazenych antioxidacnich komponenti na lidské zdravi. Pravidelnym
popijenim nealkoholického cerveného vina mizeme zajistit prevenci proti srde¢nim
zéchvatiim nebo jinym kardiovaskularnim problémum.

Dealkoholizovana vina se tak dostavaji diky svym vlastnostem a piiznivému
pusobeni na lidské zdravi do povédomi Siroké vetejnosti a mohla by se stat vyznamnou
alternativou k béznym alkoholickym vinim. Pfedstavuji idealni volbu pro fidice,
sportovce, vyznavace zdravého zivotniho stylu, nastavajici matky, lidi se zdravotnimi
potizemi a pro vSechny ostatni milovniky vina, ktefi si jej kvuli obsahu alkoholu

nemohou vychutnavat.
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6 Souhrn

Prace byla zaméfena na studii antioxidacnich slozek obsazenych ve vybranych
dealkoholizovanych vinech. Pro experiment byly vybrany tii vzorky bilého, tii
riazového a tfi ¢erveného vina, vzdy o hodnotach alkoholu 0,1 %, 5 % a 12 % alkoholu.
Pomoci vysoce-uc¢inné kapalinové chromatografie byly identifikovany vyznamné
antioxidanty, konkrétn¢ kyselina gallov4, kyselina vanilovd, kyselina syringova,
kyselina kaftarova, kyselina kavova, kyselina p-kumarova, kyselina fertarova, kyselina
ferulova, katechin, epicatechin, cis-resveratrol, rutin, quercitrin, quercetin a tyrosol.
Spektrofotometrie bylo pouzito i k stanoveni antioxida¢ni aktivity, obsahu celkovych
polyfenolti, flavonoidli a kyseliny hydroxyskoficové. Z vysledkli této studie Ilze
konstatovat, Ze obsah antioxida¢nich komponent v dealkoholickych vinech a v

,beznych* vinech byl fadové v podobnych hodnotach.

Kli¢ova slova: dealkoholizované vino, polyfenolické slouCeniny, antioxida¢ni aktivita,

HPCL
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Resume

Our work was focused on the study of antioxidant ingredients contained in
dealcoholised selected wines. For the experiment, three were selected samples of white,
pink, three and three red wines, each of the values alcohol 0,1 %, 5 % and 12 % alcohol.
Using a high-performance liquid chromatography were identified important
antioxidants, specifically gallic acid, vanillic acid, syringic acid, caftaric acid, caffeic
acid, p-coumaric acid, fertaric acid, ferulic acid, catechin, epicatechin, cis-resveratrol,
rutin, quercitrin, tyrosol and quercetin. Spectrophotometry was also used for the
determination of antioxidant activity, contents of total polyphenols, flavonoids and
hydroxycinnamic acids. The results of this study can be said that the content of
antioxidant components in dealcoholised wines and a "normal™ order of the wines was

similar values.

Keywords: dealcoholised wine, polyphenolic compounds, antioxidant activity, HPCL
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7 Seznam pouzitych zkratek

ABTS
AO
DMACA
DPPH
FCM
FeCls

FRAP
GAE
HPLC
OD
ORAC
ROS

SCC
TAA
TPTZ

UV - VIS

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

Aantioxidac¢ni aktivita
p-dimethylaminocinnamaldehyd
2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl
pritokova cytometrie

Chlorid Zelezity

zelezity reduk¢ni antioxidacni potencial
ekvivalent kyseliny gallové
vysokoucinna kapalinova chromatografie
osmoticka destilace
méfeni absorbance kapacity kyslikového radikalu
reaktivni formy kysliku
rotacni kuzelovy sloupec
celkova antioxidacni aktivita
(2,4,6- tripyridyl-S-triazin)

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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