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Uvod

Flavonoidy jsou pocetné bohatou a pestrou skupinou pri-
rodnich polyfenolickych ldtek vyhradné rostlinného piivodu.
Podle struktury se délf na nékolika skupin a mezi nejzndmé;jsi
zastupce patif flavonoly, katechiny a anthokyany. Vyskytuji
se pfirozené v ovoci, zelenin€, ofechdach a semenech, a tak jsou
nedilnou slozkou lidské potravy. Flavonoidy vykazuji mnoho
pozoruhodnych a pro ¢lovéka zajimavych biologickych dcin-
ka. V prvé fadé funguji jako dcinné antioxidanty a jsou schop-
ny zachytdvat reaktivni radikdly. Mohou vytvéret chelaty
s dvojvaznymi prooxidacné pdsobicimi ionty kovd, zejména
Fe a Cu. Nezanedbatelné jsou také jejich tcinky antibak-

oxidac¢né puisobici flavonoidy ochraiuji krevni lipidy, ze-
jména frakci LDL, pred oxidaci a zabranuji tak vzniku ate-
rosklerézy a trombotickych onemocnéni'. Je prokizano, Ze
dostatecny prijem flavonoidi a ostatnich polyfenold vyvaze-
nou stravou je spojen s niz§im vyskytem onemocnéni srdce
acév.

Z velkého poctu pifrodnich flavonoida se ve vyznamnéj-
$ich koncentracich v pfirodnim materidlu vyskytuje jen néko-
lik. Mezi né patii flavonol kvercetin (obr. 1). Jeho antioxida¢n{
schopnosti jsou diky jeho chemické struktuie mimofddné’ a je
uc¢innéj$im antioxidantem neZ vitaminy C a E. Na druhé strané
je nutno fici, Ze nékteré flavonoidy, a mezi nimi i kvercetin,
vykazuji nejen antioxidacni aktivitu, ale v nékterych piipa-
dech i aktivitu prooxidacni. Podle nejnovéjsich vyzkumi se
zd4, Ze alkylace hydroxyskupiny v poloze 7 zvysuje zachyt
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radikdlt a naopak kvercetin a jeho derivéty s volnymi hydro-
xyskupinami majici v ¢dsti molekuly strukturu pyrokatechi-
nolu a navic s volnou hydroxyskupinou v poloze 3 mohou za
uréitych okolnosti vykazovat prooxida¢ni aktivitu*. Pro za-
blokovani této aktivity by neméla byt posledné zminéna hy-
droxyskupina volnd, jako je tomu napf. u rutinu, jehoz kon-
zumace by tedy byla vyhodnéjsi. Otdzkou také je, kolik vol-
ného kvercetinu zdstdva napf. v krevni plazmé po jeho pfijeti
potravou ¢i ndpoji. Ve studii publikované v posledni dobé
zjistili autofi', Ze po podani kvercetinu jako pidavku do bilého
vina a ovocného, nebo zeleninového dzusu pokusnym osobdm
v ddvce 25 mg na 70 kg vdhy, se maximum obsahu konjugati
kvercetinu objevilo v krevni plazmé jiZ 30 min po poddni,
pricemz podil volného kvercetinu ¢inil cca 20 %. Kvercetin je
v rostlinném materidlu obvykle vdzdn na néktery sacharid
a vytvéii tak glykosidy, které jsou rozpustnéjsi ve vod¢ a sta-
bilngjsi. Volny kvercetin se miiZe vyskytovat v potravindach po
nékterych technologickych udpravéch, jako je naptiklad kon-
zervace v kyselém prostiedi a mikrobidlni postupy”.

Cervené vino je bohatym zdrojem flavonoidi a ostatnich
polyfenolickych ldtek a jejich obsah zdvisi na odriadé révy,
podminkach péstovani révy a technologii vyroby vina. V Cer-
veném viné se vyskytuji zejména anthokyany vytvarejici ty-
pickou barvu vina, katechiny, kvercetin ve volné a glykosidic-
ky vdzané formé a pfibuzny derivdt stilbenu, resveratrol. Pravé
tyto latky jsou z hlediska svych antioxida¢nich schopnosti
hodnoceny jako nejcennéjsi. Alkohol, kterého vino obsahuje
v priméru 12 %, byvd také spojovdn s kladnymi dcinky vina
na lidsky organismus6. VyZiva, kterd je bohatd na pfirodni
antioxidanty, ptsobi piiznivé pii prevenci tzv. civiliza¢nich
chorob jako jsou napt. onemocnéni srdce a cév. Ta jsou jednou
z nejcastéjsich piicin imrti. Umirnénd konzumace vina, ze-
jména Cerveného, je spojovana s poklesem vyskytu onemoc-
néni srdce a cév. Je zfejmé, Ze za tento efekt je odpovédny
souhrn fenolickych latek obsazenych ve viné. Z biologicky
aktivnich flavonoidi ¢erveného vina byly dosud zkoumdny
zejména katechiny a resveratrol, idaji o obsahu kvercetinu ve
viné je méné. Vyzkum fenolickych latek v ¢ervenych vinech
probihd zejména ve stitech s dlouhou tradici vgfroby vina.
U nds byla sledovdna moravskd Cervend vina' ' mén& pak
vina ceské proveniences’1 'a vétinou byl mé&fen obsah resvera-
trolu, u nékterych pak obsah katechinu, epikatechinu a gallové
kyseliny'o. Data o obsahu kvercetinu v ¢eskych a moravskych
vinech chybi zcela.

Obr. 1. Strukturni vzorec kvercetinu
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Experimentalni ¢ast
Material

Vsechna vina pochdzela ze Ctyf vinatskych oblasti morav-
ského regionu a méla jakostni stupné: jakostni, pozdni sbér
a vybér z hroznti. Obsah volného a celkového kvercetinu byl
stanovovdn v 10 vzorcich 5 odrid z roku 2000 a v 13 vzorcich
8 odrdd z roku 2001.

Pouzité chemikadlie

Acetonitril a methanol (LiChrosolv, Merck), trifluorocto-
va kyselina (TFA) a 1-naftyloctovd kyselina (Fluka), SPE
kolonky RP-18 (LiChrolut, Merck), borax a SDS (Sigma),
kyselina boritd, HCl a NaHCO; (Lachema Brno), kyselina
L-askorbovd (Merck), kvercetin (Aldrich).

Piistroje

HPLC: kapalinovy chromatograf HP 1050 (Hewlett-Pa-
ckard, USA), kolona C18, 3 um, 2x150 mm (Luna Phenome-
nex, USA), detektor s diodovym polem (HP 1040, Hewlett-
-Packard, USA). Nastfikovany objem byl 5 pl.

Kapildrni elektroforéza: Spectra Phoresis 2000 (Thermo
Separation Product, Fremont, USA), kfemennd kapildra Celest
FS 75,70 cm x 75 um (Supelco).

Metodika
Stanoveni celkového obsahu kvercetinu ve viné
Smés 2,5 ml vzorku, 12,5 ml methanolu, 5 ml 6 M-HCI,

5 ml redestilované vody a 80 mg kyseliny askorbové byla

Tabulka I
Obsah kvercetinu v ¢ervenych moravskych vinech
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Obr. 2. Typicky elektroforeogram hydrolyzatu ¢erveného vina; / —
vnitini standard, 2 — kvercetin

hydrolyzovdna pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny na vodni{
ldzni pri teploté 90 °C. Po ochlazeni byl hydrolyzét zneutrali-
zovdn 2 g NaHCO; a pfeveden 12,5 ml methanolu a 100 ml
vody do kddinky na 600 ml. Kyselost hydrolyzatu byla upra-
vena roztokem NaHCO; na hodnotu pH 3. Hydrolyzdt byl
doplnén vodou na objem 500 ml a prolit kolonkou (pfedem
kondicionovanou 10 ml methanolu a 10 ml vody) rychlost{
zhruba 15 ml za minutu. Poté byla kolonka promyta 10 ml
vody a susSena 15 minut prochdzejicim vzduchem. Kvercetin
byl z kolonky eluovén 1,4 ml methanolu. K eludtu bylo ptida-
no 0,1 ml roztoku vnitfniho standardu (2 mg.ml™" 1-naftyloc-
tové kyseliny v methanolu). Vzorky byly méfeny na kapildrn{
elektroforéze (obr. 2). Pracovni pufr: 10 mM boraxu, 10 mM
kyseliny borité, 20 mm SDS, 15% (v/v) methanolu, pH 9,2.
Podminky analyzy: 25 °C, 20 kV, detekce analytu pti 270 nm,
hydrodynamicky nastiik 2 s.

Jako analytickd odezva byl bran pomér ploch piki kver-

Vzorek Odrida Jakostni Oblast Producent Obsah kvercetinu [mg.l’l]
stupen 2000 2001
volny celkovy volny  celkovy
1 Zweigeltrebe jakostni velkopavlov. Révovin 5,02 15,79 1,23 4,49
2 Svatovaviinecké jakostn{ velkopavlov. Révovin 4,40 9,60 1,27 4,59
3 Frankovka jakostni velkopavlov. Révovin 3,08 12,00 1,59 5,16
8 Svatovaviinecké pozdni sbér velkopavlov. Baloun n.d.* 2,40 n.d.? 2,73
9 Frankovka vybér z hrozni velkopavlov.  Baloun n.d.? 2,53 n.d.? 1,39
10 Zweigeltrebe jakostni strdznickd Blatel b b 0,25 2,25
11 André jakostni straznickd Blatel b b 0,98 4,90
12 Svatovaviinecké  jakostni straznickd Blatel b b 0,99 6,81
13 Rulandské modré  jakostni straznicka Blatel 5,34 15,18 1,37 6,86
15 Svatovaviinecké vybér z hroznt znojemskd Vin. skl. Lech. n.d.? b 1,17 3,26
16 Frankovka pozdni sbér znojemskd Vin. skl. Lech. n.d.? 1,77 0,98 5,61
17 Rulandské modré  jakostn{ znojemskd Forman 1,30 7,71 b b
18 Frankovka jakostni brnénska Forman 3,95 7,96 1,45 5,29
19 Svatovaviinecké jakostn{ brnénska Forman 1,30 9,32 0,53 2,34

“n.d. — pod mezi detekce, ° vzorek nebylo mozno ziskat
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Tabulka II
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Hodnoty publikovanych obsahil volného a celkového kvercetinu ve vinech

Druh vina Zemé pavodu Kvercetin [mg.1™] Lit.
volny celkovy
Cervené 1990 nestanoveno 4,1-16 2
]?ilé 1990 nestanoveno <0,5 2
(;ervenéa 0,1-15,8 1,2-21,8 15
Cervené ]§ulharsk0 0,7-4,5 2,1-7,7 16
1995, 1997 §panélsko 12,6-43,1° nestanoveno 12
1999 Spanélsko (Kandrské ostr.) 8,45-25,57 nestanoveno 13

2 Dosud nejrozsdhlejii publikovany soubor, ° nejvyssi publikovand hodnota

cetinu a vnitintho standardu. Kvantifikace obsahu byla
provedena kalibraci. VytéZnost kvercetinu z materidlu se
pohybovala pro rizné typy vzorkd v rozmezi 64 az 96 %
a byla stanovena pro kazdy vzorek zvlast metodou stand-
ardniho piidavku. Detekéni limit byl 0,3 mg.1”". Roziifend
nejistota postupu s koeficientem rozsifeni 2 byla odhadnu-
ta z rozboru dil¢ich nejistot jednotlivych krok metody a ¢i-
nila 15 %.

Stanoveni volného kvercetinu

Volny kvercetin byl stanoven pomoci HPLC, vzorek vi-
na byl aplikovén bez jakychkoli dprav. Byla pouzita gradien-
tovd eluce (Mobilni fdze A: 5% acetonitril + 0,15% TFA.
Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,15% TFA, voda do 100 %.
Gradient: 25% B —50% B, 20 min. Priitok: 2 ml.min"". Detekce
pfi 250 nm (zdznam snimdn v rozsahu 190-600 nm). Detekéni
limit 0,1 mg.1™Y).

Vysledky a diskuse

Naméfené obsahy volného a celkového kvercetinu jsou
uvedeny v tabulce 1. Z této tabulky je zfejmé, Ze obsah volného
kvercetinu se u méfeného souboru vzorkd vin pohybuje v roz-
mezi od 0,25 mg.l’1 do 5,34 mg.l’l, obsah celkového kverce-
tinu pak od 1,39 mg.1"! do 15,79 mg.I"". Uvedené hodnoty
mizZeme porovnat s hodnotami publikovanymi v literatufe,
jejichz prehled je uveden v tabulce II. Porovndnim ndami
namétenych hodnot s dosud nejvétsim naméfenym souborem
65 vzorkd vin uvedenym v fddku 3 tabulky IT midzeme fici, Ze
se moravskd vina nachdzeji asi v prvni poloviné hodnot tohoto
souboru a nijak vyznamné nevybocuji z fady. Na druhé strané
jsou zietelné ponékud vyssi hodnoty u Spanélskych vin'>13,
Z hlediska ro¢niku pak mizeme konstatovat, Ze s vyjimkou
dvou vzorkd je u ostatnich hodnot obsahu jak volného tak
celkového kvercetinu zcela patrnd tendence k vyS$$im hodno-
tdm u ro¢niku 2000. Autofi zabyvajici se vlivem slunec¢niho
zafeni na obsah nékterych fenolickych latek v hroznech a ve
ving prokdzali', Ze intenzita slune¢niho zafeni je urcujicim
faktorem pro obsah jak glykosylovaného, tak volného kverce-
tinu. Z ndmi sebranych klimatologickych dat pro vystoupe-
ni na XXVIIth World Congress of Vine and Wine ° vyply-

560

vd, Ze rok 2000 byl bohatsi na sluneéni zdfen{ a tento fakt mze
byt tedy jeden z divodl vyssiho obsahu obou forem kverce-
tinu.

Tato studie byla vypracovdna v ramci projektu NAZV QD
1155 ,, Vliv suroviny a technologie zpracovdni na obsah zdra-
votné prospésnych polyfenolickych ldtek v révovych vinech*
a MSM 122200002/2. Autori dékuji ddle RNDr. J. Totuskovi,
CSc., Ing. J. Veverkovi a Ing. J. Balikovi, PhD. za zajisténi
vzorkii mérenych vin.
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E. Dadikova®, N. Vrchotova”, J. Tiska®, and M. Ky-
selakova® (“Department of Chemistry, Faculty of Agriculture,
University of South Bohemia, Ceské Budéjovice, bInstitute of
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Landscape Ecology, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Ceské Budéjovice, “Department of Postharvest Tech-
nology of Horticultural Products, Faculty of Horticulture,
Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno, Led-
nice): Determination of Free and Conjugated Quercetin in
Moravian Red Wines

Free and conjugated quercetin in Moravian red wines were
determined after acid hydrolysis. The measured concentrati-
ons are in agreement with most published data in the literature.
The comparison of vintage years 2000 and 2001 revealed
increased concentrations of both quercetin types in 2000,
which could be a consequence of a longer sunshine period in
that year.
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