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ABSTRACT

Presented study is focused on the comparison @frémcy and content of selected polyphenolic
compounds in real samples of grape vine (Vitis fena) using capillary zone electrophoresis
(CZE). The analyzed materials were milled grapelsestalks and leaves of two vine cultivars -
Veltlinské zelené and Zweigeltrebe. In sample pegtnent, solid-phase extraction (SPE),
supercritical fluid extraction (SFE) and/or liguiduid extraction (L-L) in dependence on the
sample nature were used. The goal of this work twwasompare the inherency and content of
selected polyphenolic compounds in different ptarples of white and red vine cultivars.

Comparison of individual analysis indicated thae thighest content of the polyphenolic
compounds was in grape seeds and the lowest iededwv case of milled grape seeds, coarser
milling resulted in higher amount of identified &nas while in analysis of fine grinding seeds we
observed lower analyte representation. These olseng could relate with SPE column efficiency
and unsuffient matrix removing. Also, higher amoohtpolyphenols was found in Zweigeltrebe
samples, it means in the red vine cultivar thamvinte Veltlinské zelené cultivar. This fact was
observed in both stalks and leaves samples. Finiallwas found that the amount of studied
polyphenols in stalks and leaves also increaseelation with grape maturing.
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Polyfenolické latky jsou ffrodni latky obsazené v tékazdé vyssi rostliy kde pIni pedevsim
funkci sekundarnich metabdiitPro jednotlivé druhy rostlin se struktura a viasti €chto latek
liSi. V poslednich letech se tyto latky stavajfedem pozornosti jaké&dci z obofi mediciny,
biologie, biochemie, ekologie, lesnictvi nebo agmoie, tak odbornik na vyzivu. Jiz delSi dobu je

znam jejich pozitivni vliv na zdraviovéka, predevsim v oblasti kardiovaskularnich onenimén

Vysoké mnozZstvi polyfendlje obsazeno ve slupkach vinnych hninza kterych se tyto latky
dostavaji do vina. Jednim z Gkd&to prace byla analyza vyskytu vybranych polyfiekgch latek
také v jinychéastech rostliny vinné révy, néklad ve stoncich a listech. Prasfani byla pouzita

kapilarni zénova elektroforéza, ktera je spolu sogg dinnou kapalinou chromatografii (HPLC)

EXPERIMENTALNI CAST

Z polyfenolickych latek byly pro optimalizaci sepamich podminek, extrakich postup
a naslednou analyzu reéalnych vzoryly vybrany tyto analyty: resveratrol, epikateghrutin,
kyselinu ferulova, myricetin, kvercetin a kyseligalovad. Koncentracefipravenych standafd
v 50 % methanolu byla 0,5 mg.fl

Tab. 1. Oznéeni vzork z Vina'ské oblasti Velké Bilovice, vifgvi Skoupil.

stonky charakteristika listy charakteristika | seminkal charakteristika
Lehce drcena
S1 Veltlinské zelen@ L1 Veltlinské zelend M1 seminka
Hrubé mleta
S2 Veltlinské zelen® L2 Veltlinské zelen® M2 seminka
Jemnji mleta
S3 Veltlinské zelen@ L3 Veltlinské zelen@ M3 seminka
Jemré mleta
s4 Zweigeltreb@ L4 Zweigeltreb& M4 seminka
Komegni
S5 Zweigeltreb® L5 Zweigeltreb& M5 mouka VITIS
S6 Zweigeltreb@ L6 Zweigeltreb® -

a) Skir I. Délka letorost (stonki) 25 cm. b) Sér 1. po odkwtu, délka letorost (stonki) 50 cm.
c) Sker lIl. pied zantkanim hrozi, délka letorost (stonki) 50 az 70 cm.

Vzorky stonki a listi ze slru I. az Ill. byly rozstihany na kousky o délce 2-3 cm, vysuSeny do
konstantni hmotnosti a rozemlety nejprve nozovynpa#é kladivkovym mlynkem. Dale byl
navazen 1 g pevného mletého vzorku a ten byl eswh po dobu 2 hodin ve 20 ml 50%
methanolu v ultrazvukové laznfigeplot 30°C.
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Dale byla provedena centrifugace po dobu 15 nfin5p00 ot&kach/min, aby byla z roztoku

oddtlena pevn&ast vzorku. Ziskany supernatan byl filtrovamegfiltry s velikosti pdr 0,45 pm.
Takto gipravené vzorky byly zmrazeny a uchovavariyteplot -10°C.

Pro odstraéni matrice byla pro vzorky hroznovych seminek vylaréxtrakce kapalina — kapalina,
10 ml vzorku bylo 10 minut vipavano s 10 ml diethyletheru. Poté byl &edy extrakt odpin
do sucha a rozpust v 1,5ml 50% methanolu. Stonky byly zpracovanynsta postupem, ale
objem vzorku a rozpou&tla pouzity pro extrakci byl 5 ml. Na Gpravu vzbilistt vinné révy byla
pouzita SPE extrakce. Pro SPE extrakci byly pouitpnky Strata-X s 200 mg sorbentu C-18.
Prvnim krokem extrakce byla promyti kolonky 2 mD¥% MeOH a 2 ml destilované vody, poté byl
nanesen 1,5 ml vzorku, ktery byl promyt 2 ml 5% MeQ poslednim kroku byl vzorek eluovan
100% MeOH. Po celou dobu extrakce bylatpkova rychlost 0,8 ml za minutu.

Jednotliva mifeni byla provagha na pistroji CE 3D Agilent Technologies. Byla pouZitgpo&ryta
kiemenna kapilara efektivni délky 40 cm dérpérem 75 um. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit
17 mmol.I* tetraboritan sodny s 10 %igavkem methanolu. Kapilara byla termostatovana na
teplotu 25°C, separace probihatamapsti 15 kV a vzorek byl davkovan tlakem 20 mbar pbuo

5 sekund.

VYSLEDKY A DISKUZE

Jako prvni byly nsteny vzorky hroznovych seminek. V této sadorki se i ffes nizky obsah,
poddilo identifikovat nej¥tSi mnozstvi hledanych analytTaké bylo zji&no, ze jemnost mleti
zpracovani vzork ma vliv na zji&né mnozstvi polyfenolickych latek. V porovnani e
namletymi vzorky bylo u vzorkdrcenych hroznovych seminek mozné identifikovatdisi paet
analyti. Dialezitym krokem pi analyze &chto vzorki byla kapalinova extrakce, diky niz byl
odstrargn nezadouci vliv matrice na separaci a ustiadmigeni analyl viz Graf 1

Identifikace analyt byla provedenaifdavkem roztok jednotlivych standaifdke vzorku. DalSimi
kroky pii identifikaci bylo porovnavani migéaich ¢adi separovanych analytse standardy
a porovnani absopich spekter separovanych anaélge spektry standaid NejwtSi mnoZzstvi
analyti bylo identifikovano ve vzorku hroznovych seminek Mz Graf 2. Identifikované analyty
ve vzorcich hroznovych seminek byly kvantifikovamgtodou pidavku standardu. Koncentrace
jednotlivych analyii v prvnim gridavku byla 0,01 mg.ila ve druném 0,02 mg.thlJejich obsah
ve vzorcich hroznovych seminek je uvederabulce 2
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Tab. 2. Obsah jednotlivych analyte vzorcich hroznovych seminek

analyt M1 M2 M3 M4 M5
pg/ml pg/ml pgm/| pg/ml pg/ml
tras-
resveratrol 6,9 5,0 - 12,0
katechin
epikatechin 78,6 114,5 60,5 43,4 27,6
rutin N/A 12,5 46,7 15,1 N/A
kyselina
ferulova N/A N/A N/A N/A
kyselina p-
kumarova N/A
myricetin N/A N/A ---
kvercetin N/A N/A
kaempferol N/A N/A N/A N/A N/A
kyselina
galova 14,9 90,1 16,5 15,2 12,7
N/A = analyt pod limitem kvantifikace, --- = nertidikovany analyt.
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Graf 1. Porovnani metod na Upravu vzbiroznovych seminek: a) vzorek M1 po L-L extrakci,
b) vzorek M1 po SPE extrakci, c) vzorek M1 bezvipra
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Graf 2. Identifikace analyit ve vzorku hroznovych seminek M1, 1 resveratrokafchin,
3 epikatechin, 4 rutin, 5 kys. ferulova, 6 kysupakrova, 7 myricetin, 8 kvercetin, 9 kys. galova.

DalSim bodem préace byla analyza stonknné révy. Stonky se ro#liji podle stéi na jednoleté,
dvouleté nebo staréfelo. Jednoletéidvo pati k nedevnatym zelenyngastem rostliny, ale asi
v polovirg léta z&ina i tatocast devnatt. Na jednoletém igvé vyristaji v uzlech kity, z kterych
se po odkveteni t¥dhrozny. Vzorky tvaily stonky bilé odidy Veltlinské zelené a stonkgrvené
odridy Zweigeltrebe, které byly odebirany ve 3 fazighdm fstu a zrani hrozn
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Graf 3. Porovnani elektroforeogramvzorki: stonlé odridy Zweigeltrebe, 1 cis-resveratrol,
2 trans-resveratrol, 3  katechin/epikatechin, 4 imut 5kys. ferulova, 6 kvercetin,
7 kvercetin glukuronid.

Za vySe uvedenych sepaénéch podminek se nepdila separovat katechin a epikatechin, proto
jsou v uvedenych elektroforeogramech wradjako jeden pik s migéaim ¢asem 7,76 minut. Ve
vzorcich se poddo identifikovat dalSich Sest zastupgoolyfenolickych latek.  Majoritt
zastoupenymi analyty zde byly resveratrol, v obegck forméach, katechin/ epikatechin a analyt,
ktery byl pozdji pomoci LC-MS identifikovan pravgbodobri jako kvercetin glukuronid.

Pri porovnani vzork ze skra béhem zrani hroziy miZeme pozorovat nést patu i obsahu
hledanych analyit viz Graf 3. S prodluzujici se délkou stanka se zranim hroznse zvySoval
i obsah polyfenolickych latek ve vzorcich sténkinné révy. U vSech vzotkze sadytervené
odridy Zweigeltrebe byl celkovy obsah polyfeti@lz dvakrat vySsi nez u vzdrdnidy Veltlinské
zelené, kde byl majoritnim analytem katechin/eggikhin a opt kvercetin glukuronid.

Posledni sadu vzoilktvorily listy vinné révy, u kterych bylo ap porovnavano zastoupeni a obsah
polyfenolickych latek mezéervenou a bilou oddou vinné révy, a také¢hem zrani hrozin Fi
porovnani elektroforeograimbyl zjiSn tén¥t stejny paet piki polyfenolickych latek u obou
odrid viz Graf 4, 5 Fi analyze vzork lista vinné révy se afi nepodélo separovat epikatechin
a katechin, proto jsou tyto analyty uvag, jako jeden pik s migéaim ¢asem 7,89 minut viz
Graf 4. Dominantni sloZzkou ve vzorcich lisbyl analyt identifikovany jako kvercetin glukurahi
ktery byl identifikovany ve vSech vzorcich {ist obou odid vinné révy.
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Graf 4. Porovnani elektroforeogranvzorki listi odridy Vetlinské zelené, 1 katechin/epikatechin,
2 rutin, 3 kvercetin, 4 kvercetin glukuronid, 6 &fjsa kavova.
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Graf 5. Porovnani elektroforeogram  vzorkih listi odridy  Zweigeltrebe,

1 katechin/epikatechin, 2 rutin, 3 kyselina ferdp% kvercetin glukuronid.
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ZAVER

Prvni ¢ast prace byladnovana Upravrostlinnych vzork. Bylo treba najit postup zpracovani pro
jednotlivé sady vzork tak, aby bylo mozné identifikovat co n&$i mnoZstvi hledanych anaiyt
ve vzorcich. Vzorky byly fipraveny extrakci v ultrazvukové lazni a na jejdalSi Gpravu byly
pouzity ti rozdilné extrakni techniky, extrakce pevnou fazi, extrakce kapalikkapalina
a nadkriticka fluidni extrakce. U SFE extrakce yaybuZzity zndmé postupy extrakce pouzivatié p
analyze polyfenolickych latek v slupkach hroznoviadbuli. Tyto postupy vSak nebyly pro vzorky
vhodné, pouzitim SFE nebylo dosazentlk@vanych vysledk Byla by nutna optimalizace
parametit SFE a proto metoda nebyla dale pouzivana. Prkydista vinné révy byla nejlepsi
metodou pro Upravu SPE extrakce. U viohcoznovych jader a stofikdochazelo p SPE ke
ztratam analyt, pravdpodobré v disledku zanaSeni extra kolonky matrici vzorku. Pro vzorky
hroznovych jader a stofikbyla jako metoda pro GUpravu vzdrkvybrana extrakce kapalina-
kapalina.

V druhécasti prace bylo Ukolem identifikovat co n&ii paet polyfenolickych latek a porovnat
jejich vyskyt a obsah v jednotlivych sadach vZorklejvice analyt bylo identifikovano v sa#
vzorki hroznovych jader, byly zde zastoupeny jak jednbéysolyfenolické kyseliny tak zastupci
skupiny flavonoid. Ve vzorcich stonk a listi byl detekovan pik s migéaim ¢asem 12,24 minut,
ktery nebylo mozné identifikovattiglavkem roztoku standardu. Tato latka byla iddadifana
metodou LC-MS pravipodobrg jako kvercetin glukuronid. Tato latka byla ve M$ezorcich lish

v majoritnim zastoupeni. DalSimi analyty identifilemymi v listech byly rutin, kvercetin, katechin
a epikatechin.

U vzorki stonki se vyraza liSilo zastoupeni resveratrolu. Obsah resveratvelvzorcich ndistal
od S1 po S6, kde bylo jeho mnozstvi ®&¥. Dale byl ve vSech vzorcich stdnidentifikovan
rutin, kyselina ferulova, kvercetin a kvercetin lgiwonid. Kvantifikace vybranych polyfenolickych
latek ve vzorcich storika listi metodou pidavku standardu nebyla dosud provedena.

Pri porovnani kvantitativnich charakteristik piktanovovanych analfytve vzorcich stonka listi
Izetict, Ze obsah polyfenilje celko¥ vySSi ve vzorcich oddy ¢erveného vina Zwiegeltrebe nez
u vina bilého (Veltlinské zelené). Srovnanim vykledze také konstatovat, Ze se obsah
polyfenolickych latek Bhem dozravani hrozrzvySuje nejen v hroznech, ale také v dalgtdtech
vinné révy jakymi jsou stonky a listy.
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