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CHARACTERIZATION OF POLYPHENOLS IN SLOVAK RED WINES
CV. CABERNET SAUVIGNON
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Abstract: any studies confirmed that the moderate consumption of wine could perform as
prevention against of some inflammatory diseases. ldentification of individual polyphenol
compounds, determination of total polyphenol contents and antioxidant activities in nine red
wine cv. Cabernet Sauvignon was studied. The polyphenol compounds were measured by
high performance liquid chromatography with diode array and fluorescence detector. The
highest content of analyzed polyphenols were identified as gallic acid (8,9 — 14,3 mg/L), (+)
catechin (8,5 — 30,4 mg/L) and (-) epicatechin (7,4 — 20,2 mg/L). The highest content of total
polyphenol (2816 mg GAE/L) was found in sample CS8 from wine region around Nitra.
Robust antioxidant activity (25,4 mM TE/L) in sample CS1 from South Slovak wine region
was observed.

Keywords:red wine, HPLC, total polyphenol content - Folin—Ciocalteu, antioxinadt activity —
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UvoOD

V poslednej dobe sa ¢oraz viac l'udi zaujima o zdravl stravu, ku ktorej bezpochyby
patri velké mnozstvo ovocia a zeleniny. Je bohatym zdrojom bioaktivnych latok so zdraviu
prospesnymi G¢inkami. Niektoré $tiidie poukazuju, ze aj mierne pitie erveného vina ma na
zdravie pozitivny uc¢inok. Je zname, Ze prirodné polyfenoly znizuju riziko vzniku zapalovych,
kardiovaskularnych ochoreni a maju pozitivny efekt na prevenciu rakovinovych ochoreni
(Rimm et al., 1999).

Medzi najvyznamnejSie skupiny polyfenolov vina patria flavanoly (katechin,
epikatechin), flavonoly (kvercetin, myricetin, rutin), antokyany, proantokyanidiny, fenolové
kyseliny (galova, kavova, para kumarova), stilbény (trans resveratrol) a iné. Viaceré $tudie
potvrdili, ze Cervené vino obsahuje pomerne vela polyfenolov (Medic-Saric et al., 2009).
Polyfenoly obsiahnuté vo vine pochadzaju hlavne z hroznovej Supky, strapiny a zo semien
(Xia et al., 2010). Polyfenoly maju biologické Gc¢inky ktoré stvisia s vychytavanim volnych
radikalov, chelatov kovov, ovplyviiuju aktivitu enzymov ale aj génovu expesiu a bunkovu
signalizaciu (Havsteen B., 1983).

Oxida¢ny stres azdpal sa povazuji za klafové procesy pri patogenéze
kardiovaskularnych ochoreni. Ukazalo sa, Ze polyfenoly pozitivne vplyvaju na homeostazu
kardiovaskularneho systému inhibovanim patologickych procesov (Munoz et al., 2008).
Dalsia §tidia preukazala uéinok kvercetinu na zniZenie systolického krvného tlaku (Egert et
al., 2010).

Z dovodu velkej Strukturalnej roznorodosti polyfenolov vo vine av hrozne je ich
analytické stanovenie velmi komplikované. NajvhodnejSim analytickym prostriedkom na
analyzu polyfenolov vo vine je vysokou¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC)
s detektorom diddoveho pola (DAD) a s fluorescencnym detektorom (FLD) (Bravo et al.,
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2006). Celkovy obsah polyfenolov je mozné stanovit aj spektrofotometricky pouzitim Folin—
Ciocalteu ¢inidla a antioxida¢nu aktivitu pomocou DPPH (Brand-Williams et al., 1995 ).

Cielom tejto prace bola identifikicia jednotlivych polyfenolov, stanovenie ich
celkového obsahu a antioxidaénej aktivity v 9 vzorkach Cervenych vin odrody Cabernet
Sauvignon pochadzajucich z Malokarpatskej, Nitrianskej, Juhoslovenskej a Stredoslovenskej
vinohradnickej oblasti. Ziskané vysledky sa pouziju ako dopliiujice tidaje do databazy pre
vytvorenie vinohradnickych apelécii.

MATERIAL A METODY

Vlastnej analyze predchadzala predaprava vzoriek, ktora pozostavala s okyslenia 0,1M
HCI na pH 2. Nasledovala extrakcia etylacetatom, (5 ml okyslenej vzorky sa dva krat
extrahovalo 5 + 5 ml etylacetatu po dobu 30 minut v trepacke pri 180 ot/min). Po extrakcii sa
nepolarne fazy odobrali, zIG¢ili a odparili na vakuovej rota¢nej odparke. Po odpareni sa
zvy$ky vo vakuovej odparke rozpustili v4 ml 50% vodného roztoku metanolu. Takto
upravena vzorka sa pred samotnou analyzou prefiltrovala cez strickackovy diskovy
membranovy filter.

Celkovy obsah polyfenolov v predupravenej vzorke sme stanovili spektrofotometricky
podl'a metody Singleton and Rossi (1965). Ako standard sme pouzili kyselinu galova. Obsah
celkovych polyfenolov je uvadzany ako ekvivalent kyseliny galovej (GAE).

Metoda na stanovenie antioxidacnej aktivity je zaloZend na redukcii vol'nych radikalov
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). 1 ml DPPH sme rozpustili v metanole (5,9 mg/100
ml) a ten sme zmiesali s 0,5ml nariedenej vzorky ¢erveného vina s 12% vodnym roztokom
etanolu v pomere 1:20 v/v. Absorbancia sa merala po 30 minatach trepania na trepacke pri
100 ot/min.v tme, pri vinovej dizke 517nm oproti destilovanej vode. Standardné roztoky pre
antioxidacnt aktivitu sme pripravili vzdy cerstvé. Vysledky sme vyjadrili v mM Troloxu,
pouzitim kalibracnej krivky zavislosti absorbancie od koncentracie Troloxu.

Jednotlivé polyfenoly sme analyzovali s pouzitim pristroja HPLC HP1200 Hewlet-
Packard Agilent Technologies (USA). 20uL prefiltrovanej nariedenej predupravenej vzorky s
50% vodnym roztokom metamolu v pomere 1:2 v/v sme analyzovali net alone Supelcosil LC-
18 (250mm x 4,6mm, 5um) pri teplote kolony 30°C. Chromatografické podmienky separacie
sme nastavili podl'a metédy Malovana et al. 2001.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky Cervenych vin odrody Cabernet Sauvignon mali oznacenie CS1 az CS9-.
Vzorky CS1, CS2 a CS3 pochadzali z Juhoslovenskej; CS4, CS5 a CS6 z Malokarpatskej;
CS7 a CS8 z Nitrianskej a CS9 zo Stredoslovenskej vinohradnickej oblasti.

Chromatograficky zaznam z analyzy zmesného Standardného roztoku merany
na HPLC/DAD/FLD je =znazormeny na obrazku 1. Podarilo sa identifikovat 11
polyfenolickych zucenin: kyselinu galova (1), kyselinu kaftarova (2), (+) katechin (3),
kyselinu vanilova (4), kyselinu kavovua (5), (-) epikatechin(6), syringaldehyd (7), kyselinu
para-kumarova (8), kyselinu ferulova (9), rutin (10) a trans-resveratrol (11).

Koncentracie jednotlivych polyfenolov Vv analyzovanych vzorkach vin su graficky
znazornené na obrazku 2. Pri porovnani s vysledkami prace Seruga et al., 2011 mdzeme
konstatovat’ podobnti zhodu v zastipeni kyseliny galovej (rozsah od 8,9 do 14,3 mg/L);
kyseliny kaftarovej (od 1,2 do 17,9 mg/L); (+)epikatechin (od 8,5 do 30,4 mg/L) a (-
)epikatechin (od 7,4 do 20,2 mg/L).

NajvySia koncentracia kyseliny galovej (14,3mg/L) bola stanovena vo vzorke CS8
a najvyssia koncentracia (+) katechinu 30,4 mg/L vo vzorke CS7. Ostatné polyfenoly boli
zistené v nasledovnych koncentra¢nych rozsahoch: kyselina vanilova (1,7 — 6,2 mg/L),
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kyselina kavova k. (1,2 — 7,5 mg/L), kyselina para kumarova (0,9 — 3,8 mg/L), rutin (0,7 — 3,0
mg/L), syringaldehyd (0,7 — 4,5 mg/L), kyselina ferulova (0,5 — 1,3 mg/L) a trans resveratrol

(0,6 — 1,7 mg/L).

Ako je zrejmé z obrazku 3, najvys$Siu antioxidacnt aktivitu mali vzorky s najva¢im
obsahom celkovych polyfenolov (CS8 (2816 mg GAE/L) a CS9 (2800 mg GAE/L). Nase
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vysledky potvrdili skorsie zistenia (Seruga et al., 2011).

Obrazok 1 Chromatogram zmesného Standardného roztoku polyfenolickych zlucenin.
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Obrazok 2 Grafické porovnanie koncentracii konkrétnych polyfenolickych zlac¢enin vo

vzorkach vin
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Obrazok 3 Grafické znazornenie nameranych celkovych obsahov polyfenolov
a antioxidac¢nej aktivity vo vzorkéch vin.

ZAVER

Vysledkom predlozenej prace je analytickd identifikdcia prirodnych polyfenolov
a kvantifikacia ich antioxidacnej aktivity v 9 vzorkach slovenskych €ervenych vin odrody
Cabernet Sauvignon. Najvyssie koncentracie polyfenolov boli stanovené vo vzorke CS7
mala vzorka CS4 z Malokarpatskej vinohradnickej oblasti. Je zaujimavé, ze vzorky sa prili$
nelisili v obsahu Kkyseliny galovej a (-) epikatechinu. Koncentracie (+) katechinu
Vv analyzovanych vinach st priblizne rovnaké, az na vzorku CS7, kde je jeho koncentracia
vyrazne vyS$$ia oproti ostanym vzorkdm. Vo vzorkach s nizkym obsahom kyseliny kaftarovej
sa namerali vysSie koncentracie kyseliny kavovej a vanilovej. Naproti tomu vo vzorkach
s vysokym obsahom kyseliny kaftarovej sme tieto kyseliny dokazali v nizsich koncentraciach.
Pri porovnani vysledkov s vysledkami od inych autorov moéZeme konStatovat’, Ze slovenské
vina v obsahu a pritomnosti zdraviu prospesnych latok so zahrani¢im vobec nezaostavaji.
Vysledky z tejto §tidie buda zahrnuté do databanky Vyskumného Ustavu vinohradnickeho a
vinarskeho a priebezne budu dopiiiané o d’alsie odrody a vinohradnicke oblasti.
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