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Souhrn:

V této bakalarské praci bylo hlavnim cilem ziskat prehled o vyrobé cerveného a bilého
vina. Zjistit, co jsou to polyfenoly a flavonoidy, a které z nich jsou ve vinech obsaZeny.
Dale bylo cilem ziskat pfehled o imunitnim systému a vlivu alkoholu na n¢&j. Vyzkum byl
provadén na 16 vzorcich cervenych a bilych vin. Polyfenolické latky se stanovovaly chro-
matograficky na tenké vrstvé a kolorimetrickym stanovenim. Flavonoidy se stanovovaly

kolorimetrickym stanovenim.

Koncentrace polyfenolickych latek velmi zalezi na mnoha faktorech v péstovani a vyrobé
vina. Nejvyssi koncentrace polyfenolil vysla u Spanélského cerveného vina. Nejvyssi kon-
centrace flavonoidl byla u vina vyrobeného v Cesku. Tim se prokazalo, Ze nemusi byt
vzdy spojitost mezi polyfenoly a flavonoidy. Stanoveni na tenké vrstvé prokazalo jednotli-

vé polyfenoly ve vSech 16 vzorcich.
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Summary:

In this bachelor's thesis, the main goal was to get an overview of the production of red and
white wine, to find out what polyphenols and flavonoids are and what are contained in
wines. Furthermore, the aim was to get an overview of the immune system and find out
how alcohol affects it. The research was performed on 16 samples of red and white wines.
Polyphenolic substances were determined by thin layer chromatography and colorimetric

determination. Flavonoids were determined by colorimetric determination.

The concentration of polyphenolic substances depends very much on many factors in the
cultivation and production of wine. The highest concentration of polyphenols was found in
Spanish red wine. The highest concentration of flavonoids was in wine produced in the
Czech Republic. This has shown that there may not always be a link between polyphenols

and flavonoids. Thin layer determination showed individual polyphenols in all 16 samples.
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Téma této prace jsem si vybrala, protoze jsem chtéla zjistit vice informaci o polyfe-
nolickych latkach ve viné. Také mne velice zaujala souvislost vina s imunitnim systémem.
Cilem této prace je stanovit hodnoty polyfenoll a flavonoidl pomoci kolorimetrickych

stanoveni a identifikovat polyfenoly ve vzorcich vina pomoci tenkovrstvé chromatografie.
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UvVoD

Tématem mé bakalaiské prace je stanoveni polyfenold v biologickém materidlu a jejich
role v imunitnich reakcich. Toto téma jsem si zvolila po dovolené v Jihomoravském kraji,
navstéve vinobrani a vinného sklipku v Mikulové. Navstéva vinobrani a sezndmeni s tamni
kulturou m¢ inspirovalo k sepsani této bakalatské prace. Diky obyvatelim Mikulova jsem
se seznamila s vyrobou vina. Vzhledem k mému plzeniskému ptvodu jsme vedli mnoho
diskuzi na téma pivo versus vino, a jaky druh vina je ,,zdravéjsi“. A tak mé napadla mys-
lenka, Ze bych mohla stanovit polyfenoly jak v bilém, tak i v ¢erveném viné. Také m¢ vel-

mi zajimalo, jaky vliv ma vino na nd$ imunitni systém.

Cilem mé bakalatské prace je popsat vyrobu ¢erveného i bilého vina, pfiblizit si rozdéleni
vin podle kvality. V praktické ¢asti se poté zaméfit na stanoveni polyfenolii pomoci meto-
dy tenkovrstvé chromatografie a metodou zaloZenou na kolorimetrickém stanoveni polyfe-
noli ve vzorcich. DalSim dil¢im cilem mé bakalafské prace je stanovit hodnotu flavonoidii
ve vzorcich, nebot’ jsou nedilnou soucasti polyfenolickych latek, které slouzi k dodani bar-
vy a chuté vina. Také bych se rada v této bakalaiské praci zaméfila na prospéch vina na
lidské télo, protoze polyfenolické latky maji antioxidacni Gc€inky. Také se zkouma jejich

souvislost v prevenci proti nadorovym nebo kardiovaskularnim onemocnénim.

Polyfenolické a fenolické latky nejsou pouze latky ve ving, ale patii také k nejvyznamné;jsi
skupiné pfirodnich latek, které se objevuji v rostlinné stravé. Polyfenoly jsou Sirokou sku-

pinou fenolickych latek, kterych se v normalni rostlinné stravé denné objevi az 1 g na oso-
bu.
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TEORETICKA CAST

1 VINO

1.1 Vyroba vina

Mezi alkoholovym kvasenim a sklizni hroznl probéhnou ptiblizn¢ dva dny. Béhem
této doby se musi uskutecnit fada opatieni, ktera ovlivni hotové vino po 1éta nebo desetile-
ti. Zpasob, jakym hrozny zpracujeme, jak ziskdme most, ovliviiuje vyslednou kvalitu vina
Z 80 %. Spravnym rozhodnutim a odpovédnosti ziskdme to nejlepsi vino. (STEIDL, et al.,
2010)

V minulé¢ dekad¢ doSlo k vyraznym zméndm v mechanizaci zpracovani hrozni.
Nové moznosti v dneSni technologii umoznuji nahradit téZkou praci a zvysit vykonnost.
Bohuzel se casto piehlizi, ze nadbytkem mechanizace vznika vétsi podil kalti a mize do-
chédzet k negativnimu ovlivnéni vina, napiiklad vznikem hoi€iny a vino diive starne.

(STEIDL, et al., 2010)

V dnesni dobé je znatelné usili o ziskani mostu s nizkym procentem kali a zhorSu-
jicich rezidui ohleduplnym a rychlym zpracovanim hroznl. Tim je dan zékladni prvek pro
vytvofeni vina bez vad a jsou vytvofeny pfijatelné podminky pro dal$i zpracovani vina ve
sklepé. Nejdulezitéjsi pti zpracovani hrozni je rychlost a Setrnost béhem celého prabéhu.

(STEIDL, et al., 2010)

1.1.1 Vyroba bilého vina
Podil vyroby &erveného vina je v Ceské republice nizi, neZ je tomu u bilych vin.

To vyplyva v prvni fadé¢ z mensi plochy vinic osdzenych cervenymi odriidami hroznli a
také z lepSi vyzralosti hroznd u bilych odrid. Bild vina vznikaji pfevazné kvasenim mostu,
ktery se oddéli od pevné Casti bobule. Za podminek hlidané teploty je také mozné nechat
uskute€nit kratkodobou maceraci hroznl. U bilych odrid vina je nutné zbavit ho tfapin,
které mohou zapfiinit negativni tony chuti, anebo pachuti po tfapinach. Hrozny mliZzeme
zcela rozemlit nebo ¢aste¢né rozdrtit a tim zcasti rozrusit bobule, coZ mé pozitivni vliv na
konec¢nou kvalitu bilého vina. U bilych odriid se ve vinafstvi pouziva takzvana technologie
lisovani celych hroznti. Tim docilime svézi, aromaticka vina, obsahujici jemnou kyselinku.

Musime vsak poukazat na skutecnost, Ze tato vina obsahuji nizké procento fenold, které
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ptispivaji k ustalenosti vin a jsou tedy vhodna ke spotiebé v prvnim roce po vyrobé, kdy
stale udrzuji svoji svézest. Je tedy lepsi pouzivat mlynkoodzriiova¢ namisto mlynku, ktery

hrozny pouze rozemele i s tfapinami. (KRAUS, et al., 2006)

O tom, zda pii vyrob¢ bilé odrady pouZzijeme maceraci, rozhoduje odrida a zralost
vinné révy a typ vina, ktery chceme vyrobit. Bilé hrozny, které nejsou zcela v poradku (ob-
sahuji hniloby a plisn€) na maturaci nepouzivame, nebot’ se v nich mohou uvolnit bylinné
tony z bobuli, miize dojit k vyskytu hotkosti, anebo k vyskytu mikrobidlnich nedostatkd.
Abychom dosahli kvalitni macerace je zapotiebi mit studené hrozny, které jsou zbavené
ttapin, Ulomka letorostd a listl, které by zapficinili negativni chut’. Délka macerace je vét-
Sinou 12-20 hodin. Nejdilezitgjsi je hlidat teplotu mezi 10-15 °C a nepfitomnost kysliku.
Pfi maceraci mize dojit ke zvySeni pH a snizeni obsahu kyselin. Po maceraci je potfeba
hrozny vylisovat, odkalit most, upravit cukernatost, obsah kyselin a pfipravit na alkoholové

kvaseni. (KRAUS, et al., 2006)

vvvvvv

Alkoholové kvaSeni je zakladni technologie pii vyrobé a jedna se o nejdulezité;si
biochemicky proces, u kterého je potfeba piesnost a dislednost, aby vSe probchlo
v poradku. Rozdéluji se dva typy postupu: spontanni a fizené kvaseni. Spontanni kvaseni
patii mezi nejtradicnéjsi technologie pti vyrobé vina, pii niz je kvtli zralosti zapotiebi delsi
doba na vyrobu. Vznika pfi tom celé spektrum aromatickych latek. Pti spontannim kvaSeni
snizit populaci bakterii. Jednorazova davka by proto neméla piekrocit hodnotu 50 m g/L.

Ohrozujici bod spontanniho kvaseni je okolo 4 % alkoholu, kdy odumiraji ne-

sacharomycetni kvasinky a vinné kvasinky se stavaji dominantni. (KRAUS, et al., 2006)

Rizené kvaseni je aplikace ASVK do mostu a zaroveii hlidani teploty, které mé
velky vliv na kvalitu vyrobeného vina. V dne$ni dobé mé kazdy vyrobce velké moznosti
pfi volbé typu ASVK. Optimalni technologie fizeného kvaSeni by se méla fidit teplotou
mostu, ktera ma byt pted kvaSenim mezi 15-18 °C. V prabé&hu by se m¢la zvySovat na 20-
22 °C, ale neméla by piekrocit 25 °C. Pokud jsou dodrzeny v§echny tyto podminky, pied-
poklada se rychly nastup kvaseni. Poté dojde k plynulému prokvaseni mosth a vzniku vina,
které neobsahuje zbytkové cukry. Tato vina nemaji témét zadné mikrobidlni problémy.
Dnesni trh vSak vyzaduje vina, kterd maji svézi a aromatickou chut’, a proto jsou vyrabéna
technologii chladné¢ho kvaSeni. Zde se teplota pohybuje mezi 13-18 °C, kvaSeni probiha

déle, ve vinech je vyssi obsah zbytkového cukru s vy$§im obsahem alkoholu a vys$sim ob-
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sahem CO,. Po ukonceni kvaSeni pifechazime ke staceni mladého vina. U sta¢eni mladého
vina hliddme minimalni kontakt vina se vzduchem. Je dulezit¢ mit hadici ponofenou
Vv obou nadobéch. Pokud by byl kontakt pfili§ velky, mohlo by to poskodit aromati¢nost
vina. Provzdusnéni vina je velmi dulezité, pokud se snazime pouze odstranit zacinajici
pocet staceni az do doby lahvovani. Teplota pro zrani vina by méla byt okolo 9-12 °C a
vlhkost vzduchu by méla byt 70-80 %. Spravny okamzik pro vyslednou upravu kyselin
neboli odkyseleni nastava po prvnim staceni. U bilych odrid dochazi také velmi casto
Kk pfirozenému snizeni procenta kyselin, které snizuji 1 vyslednou tvorbu vinného kamene.
K tvorb¢ kamene muize dojit pfi maceraci, pted kvasenim, béhem i po skonceni. Chemické
okyseleni se provadi uhli¢itanem vapenatym. Vino by mélo byt odkyseleno maximaln¢ o 1
g/L, vysledné procento kyselin by se mélo pohybovat mezi 5-10 g/L. Minimalni hodnota
kyseliny vinné by méla byt 1 g/L. Ke snizeni kyselosti miize napomoci i snizeni teploty az

na -4 °C. (KRAUS, et al., 2006)

Pokud kvaseni probiha spravng, v urcité fazi se tvoii kvasici most, ktery se jmenuje
burcdk. Ten je meziproduktem pfi jakékoli vyrob¢ bilé odridy. Obsahuje ptiblizn¢ 6 %
alkoholu, je velmi sladky, ma v sobé velké mnozstvi Zivych kvasinek. Kvasinky obsahuji
komplex vitaminu B. Postupem casu kvasinky odumiraji a postupné sedimentuji na dno
nadoby. Tim se vino samovolné procisti. Poté se mladé vino staci a tim se zbavuje odumie-
lych kvasinek a sediment. Nasledné¢ je vino Skoleno-pfipravovdno na lahvovani.

(KRAUS, et al., 2006)

1.1.2 Vyroba ¢erveného vina
Barvivo, které se objevuje v Cervenych hroznech, je az na vyjimky uchovéavano ve

slupkéach. Pokud bychom bobule na vyrobu ¢ervenych odriid vin po sklizni ihned lisovaly
mensim tlakem, vznikl by bezbarvy most, ze kterého pro prokvaSeni vznikne bila odriida,
ktera se nazyva klaret. Pokud tedy chceme vyrobit vino ¢ervené, musime barvivo ze slupek

vyluhovat. (KRAUS, et al., 2006)

Fenolicka vyzréalost hroznli hraje podstatnou roli v technologii vyroby cerveného
vina. Barva Cervenych odriid vin je tvofena anthokyany a chut’ vytvafi obsah a sloZeni ta-
nintl. Velky vyznam pro naslednou kvalitu vina tvofi veskeré fenolické latky, které jsou

vice klicové nez latky aromatické. U bilych odriid je to ovSem naopak. Struktura, koncen-
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trace a povaha tanini se méni podle zrani hrozni a podle pouzité technologie vyroby.

(PAVLOUSEK, 2006)

Slupky bobuli a semena obsahuji taniny a jejich koncentrace v semenech klesa od
zamekani do zralosti. Taniny ve slupkach maji vice souhrnné slozeni a méné se méni jejich
stupent polymerizace v prubehu dozravani, ale taniny v semenech jsou drsné¢jsi chutove.
Pokud se vyskytuje vice anthokyanti ve slupce, je to vétSinou spojeno s vyskytem tanini
také ve slupce. Podil anthokyanl a tanint je proto dilezity pii vysledné kvalité vina.

(PAVLOUSEK, 2006)

Jiz na vinici se vytvafi kvalita fenolt, se kterou pfichazi bobule ke zpracovani. Fak-
tory ovliviiyjicimi kvalitu jsou klimatické podminky, stresové situace a podil mezi listovou

plochou a hmotnosti hroznii. (PAVLOUSEK, 2006)

Nejcastéjsi technologii, kterou pouzivaji i malovinafi, je macerace rmutu neboli
macerace ve slupkach ¢i nakvasenim. Pokud chceme zvladnout technologii macerace, je
dilezité vedét, Ze taniny ze slupek se alkoholem extrahuji snadnéji, taniny ze semen obtiz-
néji, nebot’ je v semenech silnd vrstva takzvané kutikuly. MiZeme rozliSovat tfi stupné
macerace. Pfedfermenta¢ni macerace probiha nékolik hodin az n¢kolik dnl. V této fazi
alkohol nevznikd, nebo jen velmi malo. Druhy stupeni je alkoholové kvaSeni. V tomto
stupni stoupa podil alkoholu a dochazi k extrakci taninti ze slupek a poté ze semen. Po-
sledni stupen je pofermentac¢ni macerace a obvykle trva 8 dni azZ mésic, ale 1 déle. Nastava
pti 10-16 objemovych procentech alkoholu. Podle obsahu alkoholu se také uvoliuji feno-
lické latky, jako jsou anthokyanova barviva, ktera se uvoliiuji hned po rozruSeni, rozdrceni
nebo pii mleti bobuli. Mohou se také uvolnit 1 v roztoku, ktery je bez alkoholu. K tomuto
dochazi ihned na zac¢atku macerace. Dalsi se uvolni 2.-3. den macerace taniny ze slupek,
které jsou chutové jemnéjsi. Ty ke svému uvolnéni potiebuji, aby obsah alkoholu byl 3-6
%. Posledni fenolické latky, kterd se uvolni, jsou taniny ze semen. V zavislosti na vyzra-
losti hroznti jsou tyto taniny chutové ostré, trpké a hotké. Obvykle se uvolni pfi vys$Sim
obsahu alkoholu-sedmi procentech a zacinaji se objevovat od 5. dne macerace. (PAV-
LOUSEK, 2006)

24

30°C. Pokud je teplota mezi 30-35 °C, dochazi rychleji k extrakci barviv a tanint, ale také
vznikaji rizikové faktory, kterymi jsou napiiklad stresové situace pro kvasinky a zvySena

moznost produkce t€kavych kyselin. Pokud je teplota pod 25 °C, je proces zpomalen a ma-
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cerace je mén¢ kvalitni. Macerace tedy nesmi probihat v chladném sklep€, protoze to nega-
tivn¢ pasobi na kvalitu ¢ervenych odriid vin, které pak neziskavaji svoji chut'ovou plnost.
Také Castéji dochazi ke zvySenému procentu trpkych a hotkych toént, protoze nedochazi k
hodnotné polymerizaci barviv s taniny. Vina mohou byt diky nizkym teplotam mén¢é ba-

revna, protoZe se snizuje vylouhovani barviv. (PAVLOUSEK, 2006)

Macerace muze probihat naptiklad v otevienych dievénych a plastovych kadich,
V nerezovych nadobach. Timto se vyznacuje klasicka vyroba ¢ervenych odrid u malovina-
fi. Zéklad je pravidelné dvakrat denné¢ rmut michat, aby byl neustaly kontakt slupek a se-
men. Tim se nejlépe extrahuji barviva a taniny. Pfi michdni bychom me¢li mit nddobu ote-
vienou, aby mohlo dochazet k makrooxidaci, kterd vhodné plisobi na stabilizaci barviv a
zjemnéni tanind, jejich spojovani a polymerizace. Macerace by se méla ukoncit podle toho,
jaky typ vina chceme vyrobit, a to senzorickym hodnocenim mladého vina. Macerace se
musi ukoncit a rmut vylisovat, pokud dojde k velmi silnému projevu taninti. Podle toho,
jak jsou hrozny kvalitni, se macerace pohybuje mezi 7-30 dny. 7 dni macerace trva u hroz-
nl s nedokonale vyzralymi, napiiklad zelenymi semeny, kterd uvolni velké mnozstvi trp-
kych a hotkych latek. Pokud nechdme maceraci trvat 30 dni 1 déle, znamena to, Ze mame
dokonale vyzralé bobule stmavohnédymi az ¢ernymi semeny. Na kvalité hroznt zavisi

tedy doba ukonéeni procesu. (PAVLOUSEK, 2006)

Jako dalsi miiZze macerace probihat pomoci sprchovani mostem. Pro tento postup je
vhodna nadoba, ktera je z nerezu a ma ve spodni ¢asti vyvod. Uvnitf nadoby je scezovaci
sitko, ve viku je pfivod s imitaci sprchy. Oba vyvody jsou spojeny hadici pies Cerpadlo.
Nédoba je naplnéna rmutem, jednou denné 2 minuty most precerpavame. Tento proces lze
nacasovat na spinaci hodiny, a proto neni potfeba stalé kontroly. Most, u kterého zvySuje-
me obsah alkoholu, protéka rmutem a kladné piisobi na uvoliiovani fenolickych latek.
Ukonceni macerace probiha stejné jako u macerace v otevienych nadobach, jen mtze trvat

krat$i dobu, napiiklad 5 dni. (PAVLOUSEK, 2006)

V neposledni fad¢ 1ze pouZit 1 postup vyroby cerveného vina ve vinifikatorech, za
urcitych okolnosti 1ze i v podminkach malovinaiti pouzit vinifikdtory s moznosti michani
rmutu a regulace teploty, hlavné€ s ohfevem. Michdnim rmutu a regulaci teploty dochazi
k optimalizaci extrakce barviv a tanini a cely proces lze nacasovat podle druhu vina, které
chceme vyrobit. Pfed maceraci se pfida ¢ista kultura kvasinek-ASVK. Kvasinek existuje

velké mnoZzstvi a vyberou se podle toho, jakou odriidu chceme. Na naSem trhu sezeneme
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kvasinky pro druhy Cabernet Sauvignon, Rulandské modré, Merlot. Primeur kvasinky jsou
uréené pro vina, ktera budeme konzumovat jako mladd, coz jsou vina z odrid Modry Por-
tugal anebo vina Svatovaviineckd. Grand Cru kvasinky se pouzivaji pro dokonale fenolic-
ky vyzralé bobule a pro vina, kterd jsou tézkd a plna a zraji v dfevénych sudech. (PAV-

LOUSEK, 2006)

Pokud macerace prob¢hla uspésn€, mizeme ptejit k dalsimu kroku, k jable¢no-
mlécné fermentaci. Vinafi, ktefi jsou jiz zkuseni, tento krok provadéji soucasné s alkoho-
lovym kvasenim. Malovinati by tento krok méli délat az po ukonceni alkoholového kvase-
ni. Cilem tohoto procesu je enzymaticka pfeména kyseliny L-jablecné na kyselinu L-
mlécnou a oxid uhli¢ity, za pomoci mléénych bakterii. Pokud je tato pfeména kvalitni,
zlepSuje to chut'ovou plnost vina. Jde tedy o minimalizaci kyseliny jable¢né, ktera je chu-
tové méné piijemna nez kyselina mlé¢na. K mikrobiélni stabilité¢ vina vede metabolismus
kyseliny jable¢né, ktery odstrani zdroje uhliku pro vyzivu bakterii. Produkci negativnich
senzorickych projevi, jako jsou naptiklad te¢kavé kyseliny, t€kavé sirnaté latky, podporuje
spontanni JMF, ktera probihd v nasich klimatickych podminkach s necistou mikroflérou.
Vyvoj této spontanni mikroflory je zavisly na pocasi a dob€ zrani hrozni, destivé periody
nejsou pro kvalitni vyvoj vhodné. Také se mize na bobulich objevit hniloba. (PAVLOU-
SEK, 2006)

Vyhoda inokulace jizZ znamého kmene mlécné bakterie je moZnost kontroly JMK a
tim pozitivni vliv na senzorické vlastnosti odriidy. Slouceniny, které tento proces ovliviuji,
pochazeji z metabolismu hroznii a mikrobidlniho metabolismu. Uplny pribéh je dilezity
pro vlastnosti vina a pro mikrobialni stabilitu. V horSich podminkéch, naptiklad pfi nizsi
teploté nebo nizkém pH, lze vyuzit selektované preparaty mlécnych bakterii. Kvalita
jable¢no-mlé¢né fermentace ma tedy velky vliv na senzorické vlastnosti vina. Tabulka ¢is-
lo 1 ukazuje senzorické vlastnosti $patné a spravné provedené fermentace. (PAVLOUSEK,

2006)
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Tabulka 1: Senzorické viastnosti mezi dobre a Spatné uskutecnenym JMK

Dobfre provedena JMK Satné provedena JMK

Kvasinky Intenzivni mlé¢né aroma
Med Kysely jogurt
Vanilka Octova ptichut’
Toust Hotké dochut’
Vétsi télo vina Animadlni tony
PInost chuti
Kulatost chuti
Jemné taniny
Vyraznéjsi perzistence

(PAVLOUSEK, 2006)

......

kroflote bakterii, které jsou teplym a suchym poc¢asim kvalitné selektované. V nasich pod-
minkéch je vice vhodna ¢istd kultura bakterii. Kvuli hor§im podminkam je na trhu vétsi
pocet ptipravki bakterii k inokulaci. Pro kazdého vinaie je tedy dulezité, aby JMF probé&h-
la co nejrychleji, aby nedoslo k opravdové oxidaci vina, ktera by byla negativni pro kvalitu

vina. (PAVLOUSEK, 2006)

1.2 Rozdéleni vin podle kvality
Vina by méla byt rozd&lena podle platného vinatského zakona Ceské republiky. To
je podle webové stranky (Zakony pro lidi) ,,zdkon ¢. 321/2004 Sb. Zdakon o vinohradnictvi

a vinarstvi a o zméné nékterych souvisejicich zakonu (zakon o vinohradnictvi a vinarstvi) “.

Ceska republika je jen okrajovou vinaiskou oblasti. Vinice zde nalezneme na seve-
ru a hrozny maji svou specialni kvalitu. Vino fadime do kvalitativnich tfid podle procenta
cukru, ktery je v bobulich v obdobi sklizné€. Cukr vznika asimilaci a jeho kvantita zavisi na
spousté faktor. Neékteré z nich jsou lidmi neovlivnitelné, naptiklad vinice, kterd je neopa-
kovatelnd a jedinecnd. MliZe mit mnoho nedostatkil, které nam nedovoli dosdhnout vysoké
cukernatosti. RovnéZ miiZe mit zcela optimalni podminky pro péstovani. Miize mit té¢Zkou
zamokienou pidu, vinice mize byt otoCena na severni stranu, mize mit mrazovou kotlinu,
diky které dojde diive k predCasnému zmrznuti listli. Dalsi neovlivnitelnym faktorem je
pocasi, které bude v daném roce. Opakem jsou faktory ovlivnitelné, jako je volba odridy,
kterou vysadime. Naptiklad Muskat, Modry Portugal, Veltlinské Cervené rané, Miiller
Thurgau jsou vina, kterd dozravaji diiv. Ryzlink vlassky, Ryzlink rynsky jsou naopak vina,
ktera dozravaji jako pozdni. Dal$im ovlivnitelnym faktorem je natoceni fad ke slunci a

spon vysadby. Dale je dalezité¢ obdélavani vinice, kef nesmi byt moc husty a musi byt za-
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jistén pfisun slunce listim k asimilaci. Spravny vinaf si vzdy musi pamatovat, ze kvalita

vina se d¢€la na vinici a hrozny musi byt kvalitni. Ne az ve sklepe. (KRAUS, et al., 2006)

Cukernatost vina se méfi hustoméry nebo jinymi optickymi piistroji. V Ceské re-
publice se pouzivaji takzvané stupné Ceskoslovenského normalizovaného mostoméru
(NM), ktery nam udava, kolik kilogramt cukru obsahuje 100 litri mostu. Ve Spanélsku,
Francii nebo Italii pouzivaji Oechsleho stupné, které nam davaji zkracenou hmotnost jed-
noho litru mostu. Vinafi se tedy jesté zcela nesjednotili na stejné jednotky. Pro normélniho
zdkaznika je dobré védét, Ze z cukru kvasenim vznikd alkohol a da se tedy vypocitat
z mnozstvi v bobulich pomoci koeficientu 0,6. Rovnice se pak zapise NM x 0,6 a vyjdou
objemova procenta alkoholu. (KRAUS, et al., 2006)

1.2.1 Stolni vino

cvwr

pouze z hroznt vypéstovanych v CR, ale dnes se smi vyrabét i z hroznti viech zemi Evrop-
ského spolecenstvi. A to z odrid mostovych, stolnich, ale i neregistrovanych. U téchto
druhil vin nesmi byt na etiketé¢ ndzev odridy, ro¢nik, vinafskd oblast, ani jiny zemé&pisny
nazev. Cukernatost musi byt minimalné¢ 14°NM, tj. 8,3 % alkoholu. (DIVOKOVA, 2014),
(KRAUS, et al., 2006), (OTAHAL, 2010)

122 Zemské vino
Zemské vino je druh stolnich vin, ktery splituje nasledujici podminky. Hrozny byly

sklizeny na tizemi CR, cukernatost musi byt minimalné 14°NM a vynos vinice nesmi pre-
kroc¢it hodnotu 12 t/ha. Tento druh vin miize mit na své etiket¢ nazev odrudy, ro¢nik a ze-

mépisné oznaéeni. (DIVOKOVA, 2014), (KRAUS, et al., 2006), (OTAHAL, 2010)

1.2.3 Jakostni vino
Jakostni vino je vino, které bylo vyrobeno pouze z tuzemskych hroznti, které jsou

urcené pro jakostni vina z vinic vhodnych pro jakostni vina stanovené oblasti. Vyroba vina
musi probéhnout v t¢ samé oblasti. Cukernatost vin musi byt minimaln¢ 15°NM (8,9 %
alkoholu). Tento druh vin musi spliiovat jakostni pozadavky a musi byt zatiidéno Statni
zemedélskou a potravinaiskou inspekci, a to jako vino jakostni odridové a jakostni vino
znamkové. Odridové vino je vyrobené z vinnych hroznd, rmutu nebo z hroznového mostu
a musi byt vyrobeno nejvyse ze 3 odrud. Tyto odriidy musi byt na seznamu odriid pro vy-
robu jakostnich vin. Zndmkové vino je vyrobeno ze smési vinnych hrozn, rmutu, hrozno-

vého mostu vyrobeného z hroznii sklizenych na vinici, ktera je vhodna pro jakostni vino
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stanovené oblasti, a smisenim jakostnich vin. Na etiket¢ se objevuje ndzev vinatské oblasti,
oznaceni ,,jakostni vino*, mize byt uveden i ndzev odridy nebo odrid, pokud se jedna o
vino odridové (podil kazdé odriidy musi byt minimalné 15 % a odridy jsou sefazeny
V sestupném potadi) nebo znamka, pokud je to vino zndmkové. Dale na etiketé muze byt
nazev vinaiské podoblasti, vinafské obce a vini¢ni trat¢. (DIVOKOVA, 2014), (KRAUS,
et al., 2006), (OTAHAL, 2010), (PAVLOUSEK, 2010)

1.2.4 Jakostni vino s privlastkem
Jakostni vino S ptivlastkem by mélo byt vyrabéno pouze z tuzemskych hroznt, kte-

ré jsou sklizeny pouze ruéné. Sklizent musi prob&hnout ve stejné vinaiské podoblasti a vy-
roba musi prob&hnout ve stejné vinatské oblasti, jako probihala sklizenl. Jejich odriady, pl-
vod, cukernatost a hmotnost musi ovéfit SZPI. U tohoto druhu vin se nesmi nikdy zvySovat
cukernatost. Vino se miize vyrabét ze rmutu, vinnych hroznd nebo hroznového mostu, kte-
ry je nanejvys ze 3 odrid. Na etiketé mize byt ndzev vinaiské oblasti, z niz vino pochazi,
nazev vinaifské podoblasti, kde byly hrozny sklizeny, oznaceni ,,jakostni vino s ptivlast-
kem* v¢etn€ druhu. Déle na etiketé¢ miize byt odriida nebo odridy, které se oznacuji stejné
jako u jakostnich vin, nazev vinaiské obce a viniéni traté. (DIVOKOVA, 2014), (KRAUS,
et al., 2006)

Jakostni vina s ptivlastkem se d¢€li na:

1.2.41 Kabinetni vino

Kabinetni vino je vino, které se vyrabi pouze z vinnych hroznii cukernatosti mini-
maln¢ 19°NM. Tento druh vin obsahuje niz§i mnoZzstvi alkoholu. Nékteré z odrid jako
napiiklad Veltlinské zelené, Ryzlink vla$sky, jsou velmi dobfie pitelné a oblibené. Vétsinu
cervenych odriid neni dobré v této kategorii vyrabét, diky nizkému obsahu alkoholu, ktery
jim nesvéd¢i. VéEtSina kabinetnich vin ma 11-12 % alkoholu. Také byva suché a lehéi.
(DIVOKOVA, 2014), (KRAUS, et al., 2006), (PAVLOUSEK, 2010), (VELKA VINOTE-
KA, 2017)

1.2.4.2 Pozdni sbér

Pozdni sbér mizeme vyrabét pouze z hrozni cukernatosti minimalné 21°NM. Tak-
to kvalitni hrozny se dafi vypéstovat jen n¢kde a jen n€kdy. Sklizent hroznti je v pozd&j$im
terminu. Pozdni sbér je druh vin, ktery tvofi vétsinu produkce piivlastkovych vin v CR.
V této kategorii je vyrabéna vétSina cervenych a bilych vin. Pozdni sbér ma vyraznéjsi od-

radové charakteristiky a byva suché s vyS§im procentem alkoholu anebo s mens$im zbyt-
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kem neprokvaseného cukru, tomuto vinu se pak fika polosuché. Tato kategorie je velmi
kvalitni a mezi konzumenty nejoblibeng;jsi. (DIVOKOVA, 2014), (KRAUS, et al., 2006),
(PAVLOUSEK, 2010), (VELKA VINOTEKA, 2017)

1.2.43  Vybér z hroznu

Vybér z hroznti 1ze vyrabét pouze z vinnych hroznd, které dosahly cukernatosti mi-
nimaln¢ 24°NM. Tato kvalita vin mize byt specifickd. Vina mohou byt vyrobena jako su-
cha s vyssim obsahem alkoholu, ale také s vys§im obsahem zbytkového cukru jako polosu-
cha az polosladka. Maji specifickou chut’ a vini, ktera je ovlivnéna zralosti. Tato kvalita
prospiva odridam jako je napiiklad Chardonnay, Tramin ¢erveny, Rulandské Sedé i bilé a
Ryzlink vla8sky i1 rynsky. VétSinou je to vino plné chuti. (KRAUS, et al., 2006), (PAV-
LOUSEK,2010), (VELKA VINOTEKA, 2017)

1.2.44  Vybér z bobuli

Vybér z bobuli se smi vyrabét pouze z vinnych hroznd, které dosahly cukernatosti
miniméln¢ 27°NM. Vino zralo velmi dlouho na vinici. VétSinou se jedna o vina s vyS$im
podilem zbytkového cukru. Jedna se o vina polosladka az sladka. (KRAUS, et al., 2006),
(PAVLOUSEK, 2010), (VELKA VINOTEKA, 2017)

1245  Vybér z cibéb

Vybér z cibéb je velmi specidlni kategorie ptirodnich sladkych vin, kterou lze vy-
robit pouze z uslechtilych bobuli, které byly napadeny uslechtilou Sedou hnilobou. Také se
mohou tato vina vyrabét z prezralych hroznt, které zraji na vinici velmi dlouho a zméni se
na hrozinky neboli cibéby. Hrozinky musi dosdhnout cukernatosti minimalné 32°NM. Bo-
huzel neexistuji kazdorocné optimalni podminky, aby vznikla uslechtila plisen, a proto se
toto vino nemusi podafit vyrobit kazdy rok. Tato kategorie vin je velmi vzacna, drahd, ex-
traktivni a jsou to vina sladkd, kterd obsahuji zbytkovy cukr. (KRAUS, et al., 2006),
(PAVLOUSEK, 2010), (VELKA VINOTEKA, 2017)

1.2.46 Ledové vino

Ledové vino je druh vina, které se mize vyrabét az po ovéteni cukernatosti SZPI.
Vyrabi se vétsinou v severngji polozenych vinatskych oblastech Evropy a také v Kanadé.
Vyroba tohoto vina je zavisla na pocasi, protoze jen na zacatku zimy se vyskytnou mrazo-
v¢é teploty. Tento druh Ize vyrabét pouze z hrozni, které byly sklizeny pfi teplotach -7 °C a
nizsich, protoze voda v hroznech se pfeménila na led. Vyroba vina musi také probéhnout

za podminek, kdy jsou hrozny zmrzl¢é. Hrozny se ihned lisuji, aby z nich vytekl zahustény
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most a voda ziistala ve form¢ ledu ve slupkdch. Most musi mit cukernatost nejméné
27°NM. Ledové vino mé velmi specifickou chut, je extraktivni, pomérné vzacné, ma svoji
specifickou barvu a vini a diky tomu je i drahé. (KRAUS, et al., 2006), (PAVLOUSEK,
2010), (VELKA VINOTEKA, 2017)

1.2.4.7 Slamové vino

Slamové vino se smi vyrabét pouze z hroznt, které byly pied zpracovanim ulozeny
na slame ¢i rakosu nebo byly zavéseny v dobfe vétraném suchém prostoru po dobu 3 mési-
ct. Cast vody se z bobuli odpatuje a koncentruje se podil extraktivnich latek a pak se tepr-
ve lisuje odparem zahus$tény most, ktery musi mit cukernatost minimalné 27°NM. Na sla-
mova vina se vétSinou pouzivaji bilé odridy vin. Hrozny musi byt neposkozené a velmi
dobie vyzralé. Tento druh patii v Ceské republice mezi speciality sortimentu vin, které
muzeme nabidnout. VétSinou jsou to vina velmi sladkd, vzacna, a proto i draha. (KRAUS,

et al., 2006), (PAVLOUSEK, 2010), (VELKA VINOTEKA, 2017)

1.3 Polyfenolické latky ve viné

Polyfenoly jsou latky, které maji ve své molekule dvé a vice hydroxylovych skupin,
které jsou navazané na aromatickém jadie. Najdeme témct ve vSech rostlinach, kde plni
rizné funkce. Mohou chrénit rostliny pfed oxidacnim stresem, patogeny, UV zafenim, ta-
niny maji ochranou funkci v rostlinach pied bylozravci, polyfenoly funguji napiiklad jako
signalni molekuly a lignany maji za kol tvofit mechanickou vyztuhu rostlinného téla.

(VORISKOVA, 2017)

Ke konci 18. stoleti se zacalo s pokusy o izolaci u€innych latek z rostlin. Orienta¢ni
fenolovy charakter se ¢astecné stanovil podle kvalitativnich reakci u¢innych latek. K roz-
tiidéni fenolickych latek se zacaly provadét pokusy z botanické systematiky. Déle se moh-
ly zacit tiidit podle svych spolec¢nych vlastnosti, podle reakci s proteiny, podle fyziologic-
kych ucinkd, podle chemické reakce a také podle fyziologickych Uc¢inki na organismus.
Zatim poslednim stadiem vyvoje techniky se polyfenoly mohou d¢lit podle jejich struktury.
Dnes vime, Ze polyfenolické latky obsahuji kolem 8000 slou€enin. (STEIDL, et al., 2010),
(VORISKOVA, 2017)

Polyfenoly jsou déleny na flavonoidy a non-flavonoidy. Mezi flavonoidy patii fla-
vonoly, flavanoly nebo flavan-3- oly a anthokyany. Mezi non-flavonoidy patii stilbeny,
fenolové kyseliny, taniny a lignany. Proces extrakce polyfenolem usnadiiuje pfitomnost

ethanolu a jeho rozpoustéci vlastnost. (ROVER, et al., 2013)
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Fenolové kyseliny jsou primarn¢ antioxidanty. Fenolové kyseliny se fadi mezi hyd-
roxylové derivaty karboxylovych aromatickych kyselin. Tvoii se z kyseliny benzoové a
skoficové. Kyselina kavova, ferulova nebo p-kumarova se tvoii z kyseliny skoficové. Nao-
pak z kyseliny benzoové se tvoii kyselina gallova, ellagova a hydrolyovatelné taniny.

(VORISKOVA, 2017)

Stilbeny miizeme v ptirod¢ nalézt v kotenech a ve dieve. Stilbeny se fadi mezi 1at-
ky ptibuzné k flavonoidim. NejzndméjsSim je resveratrol. Jsou to obranné rostlinné latky.

(VORISKOVA, 2017)

Lignany jsou dimery, které vznikaji oxidativni dimerizaci dvou fenylpropanovych
jednotek. Nejvice je nalezneme v ke, dievé a pryskyfici, ale nalezneme je ve vSech ¢as-

tech rostlin. V medicing se vyuzivaji jako cytostatika a antivirotika. (VORISKOVA, 2017)

Flavonoidy jsou nejvyznaméjsi skupinou polyfenoll. Jsou tvoieny dvéma substitu-
ovanymi benzeovymi kruhy a jednim pyranovym kruhem. Nalezneme je v listech, kvétech
a plodech rostlin. V piirodé na sebe vazou rizné cukry a vyskytuji se jako flavonoidni gly-
kosidy. Jejich rozpustnost se zvySuje v pfitomnosti cukrii a hydroxylovych skupin. Naopak
methylové skupiny jejich rozpustnost snizi. Flavonoidy funguji jako antioxidanty. Flavo-
noidni slou¢eniny mizeme dé€lit na flavanoly, flavonoly, flavony, anthokyanidiny, isofla-

vony a flavan-3-oly. (VORISKOVA, 2017)

Cervené vino je bohatym zdrojem polyfenoli, které maji velmi potiebné biologické
vlastnosti. Mezi odrtidami ¢ervenych vin a bilych vin je velky rozdil ve sloZeni a podilu
fenolickych latek. Tyto latky najdeme nejvice v peci¢kach, to je pfiblizné 50 %
z celkového mnozstvi, kolem 40 % je v tfapinach, 6 % je ve slupkach a zbytek obsahuje
a kardioprotektivni vlastnosti. Tyto biologické vlastnosti jsou pfipisovany predevsim jejich
silné antioxidacni aktivit¢ a schopnosti ptsobit proti aktivité volnych radikalti. Mnoho pu-
blikovanych epidemiologickych studii naznacuje, Ze pravidelnd a mirnd davka Cerveného
vina miZe sniZit mnoho nemoci, jako je napfiklad ischemicka choroba srdec¢ni, atero-
skler6za nebo vyskyt rakoviny. Nejzajimavéjsi studie jsou ty, které uvadéeji spojeni mezi

spotiebou Gerveného vina a snizenim rizika vzniku rakoviny. (SERUGA, et al., 2011)

Polyfenolické latky ptisobi na hotkost, zabarveni vina, tfislovitost chuti, jimavost

kysliku a starnuti vina. Podil polyfenold v bilych odridach vin je mezi 150-250 m g/L.
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Podil téchto latek v Cerveném vin€ je nckolikandsobné vétsi, kolem 4500 m g/L, podle
zpusobu zpracovani. V pribéhu zrani a starnuti dochazi k riznym zménam, které ovlivni
barvu a chut’ vysledného produktu. Hydroxyskoticové kyseliny, které jsou fazeny mezi
fenolické latky, pisobi na hnédnuti mostd Gervenych i bilych odrad. (MICHLOVSKY,
2014), (PAVLOUSEK, 2010), (STEIDL, et al., 2010)

Obsah fenolti ve vin€ ovliviiuji péstitelské podminky, odrida, klimatické a pidni
vlastnosti oblasti a agrotechnické zasahy na vinici. SloZeni fenoli a jejich kvalita zavisi na
kvalité¢ hrozni, na pouzité vinifikaci, a pfedev§im na podminkach macerace. (PAVLOU-

SEK, 2010)

Flavonoidy tvofi vétSinu fenold v Cerveném ving. Pii klasické vyrobé vina se bé-
hem procesu macerace extrahuje piiblizn€ polovina fenolickych latek. Podle pouzité meto-
dy extrakce semen je ovlivnéno mnozstvi fenolti ve ving. Také je mnozstvi vyssi pfi rozsi-
fené maceraci. Pokud ma vino prodlouzenou dobu skladovani, mnozstvi polyfenolt klesa,

nebot’ se tvofi nerozpustné polymery. (ROVER, et al., 2013)

Polyfenoly maji rizné Grovné antioxidacnich u¢inkd, které zavisi na jejich chemic-
kych strukturach. Fenolova skupina je silnym donorem elektrond, ale také se snadno oxi-
duje. Cervené vino je bohaté i na slouceniny obsahujici katechol, které maji mensi antioxi-
daéni aktivitu nez polyfenoly. Naopak, anthokyany a taniny jsou velmi $patnymi antio-

xidanty. Taniny nemaji pro lidské télo zadny zdravotni u¢inek. (ROVER, et al., 2013)
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2 IMUNITNI SYSTEM

2.1 Zakladni funkce imunitniho systému

Jeden z hlavnich homeostatickych mechanismi organismu je imunitni systém ¢lo-
veka. Jeho zékladni funkci je rozpoznani ,,Skodlivého* od ,,neskodlivého* a branéni orga-
nismu ptred vnéj$imi i vnitinimi Skodlivinami. Diky této funkci v organismu probiha obra-
nyschopnost, coZ znamena, Ze imunitni systém dokdze poznat vnéjsi patogeny a chranit
organismus proti jejich toxickym ucinkiim. Daéle v téle probihé autotolerance, coz zname-
nd, ze imunitni systém dokéze rozpoznat své vlastni builky a nebojuje proti nim. Dal$im
dilezitym procesem v organismu je imunitni dohled, ktery imunitni systém zajistuje. Roz-
poznd vnitini Skodliviny v téle a prubézné je odstranuje, napiiklad staré, poskozené anebo
mutované buniky. Imunitni systém ma velmi blizko k systému endokrinnimu a k systému

nervovému. (HOREJSI, et al., 2009), (STERZL, 1993)

Latky, které imunitni systém rozpozna a bojuje proti nim, se nazyvaji antigeny.
Nejcastéji se mizeme setkat s patogeny z vnéjSiho prostredi, kterym se tika exoantigeny,
vétsinou to jsou infek¢éni mikroorganismy anebo jejich produkty. Autoantigeny jsou anti-
geny, které pochdzi z naseho organismu, nejsou tedy cizorodé. Alergen je exoantigen, kte-
ry jiz v malém mnozZstvi dokdze u jedince vyvolat alergickou reakci. Superantigen v téle
spousti intenzivni imunitni reakce, vyvola nezavisle na antigenni specifité¢ velké mnoZstvi
lymfocytl. Superantigen je velmi Casto produkt infekénich mikroorganismti. Antigeny
mohou mit jakoukoli chemickou strukturu. Antigeny musi byt ve formé¢ makromolekul,
aby na né nas imunitni systém mohl reagovat. Nej€ast&j$imi a nejvice vyznamnymi antige-
ny byvaji proteiny a komplexni polysacharidy, dale také lipoproteiny a lipidy. Epitop je
mald oblast antigenu, kterou dokazi imunitni receptory rozpoznat. Pokud komplexy antige-
nu s protilatkami a s komplementovymi fragmenty tvoii celek, nazyvame to jako imuno-

komplexy. (HOREJSI, et al., 2009), (STERZL, 1993)

Pokud v téle probiha imunitni reakce, slozky obrany, které bojuji s infekei, musi
byt zapojeny okamzité. Tento efekt zajisti builkky a humoralni slozky, které nemusi mit
specifickou rozpoznavaci schopnost. Rozpoznat antigen a vyprodukovat proti nému speci-
fickou protilatku a specifické T-lymfocyty trva nékolik hodin az dni. Abychom tyto schop-

nosti humoralnich a bunéénych slozek oddélily, rozdélujeme imunitu na nespecifickou a
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specifickou. Nespecificka imunita zapojuje komplement a pomocné bunky imunity, zatim-

co specificka imunita vyuziva T- a B-lymfocytt. (FUCIKOVA, 1995)

2.2 Nespecificka imunita

Nespecificka imunita je evolucné starsi, jde o imunitu vrozenou, neadaptivni. Vro-
zena imunita je predevsim zalozena na buiikach a molekulach, které jsou v téle pfipraveny
jiz ptfedem a jsou vétSinou ucinné proti mnoha riznym patogentim a to tak, ze reaguji na
funk¢ni nebo strukturni rysy, které maji spolecné. Nespecificka imunita se dale d€li na bu-
néénou a humoralni. Mezi bunééné slozky nespecifické imunity patii fagocytujici bunky a
ptirozené cytotoxické buiiky. Do humoralni slozky fadime komplement, lektiny, interfero-
ny a jiné sérové proteiny. Nespecifickd imunita je velmi pohotova, reaguje na patogen
v téle velmi rychle, v minutach. Na kazdé setkani s antigenem reaguje nespecificka imunita
stejné, protoze nema tzv. imunologickou pamét. Do nespecifické imunity fadime také ba-
riérové funkce téla, jako je povrch klize a sliznice. (FUCiKOVA, 1995), (HOREJ SI, et al.,
2009), (TRAVNICKOVA, 2003)

Pokud je kiize zdrava a neporusena tvoii spolu se sliznici velmi dobry obranny me-
chanismus proti proniknuti vnéj$iho antigenu. Tyto mechanismy se mohou délit na mecha-
nické, chemické a mikrobialni. Do mechanickych mechanism fadime naptiklad longitudi-
alni tok vzduchu v dychacich cestach, pohyb fasinek nebo tekutiny v mocovych cestach.
Chemické mechanismy jsou zplsobeny napiiklad mastnymi kyselinami na kiizi nebo en-
zymy. Enzym, ktery se vyskytuje ve slinach, potu a slzach se nazyva lysozym. Dal§im mi-
Ze byt enzym, ktery se nazyva pepsin a nalezneme ho v Zaludku a sttevé. Také mezi che-
mické mechanismy fadime antibakterialni peptidy, kterym fikdme defenziny a kyselé pH
moce a Zaludku. Mikrobialni mechanismus je normalni nepatogenni flora, kterd soutézi
S patogeny o Ziviny a o receptorova mista, ktera maji za ukol zprosttedkovat adhezi neboli
pfilnuti na epitelie a produkovat antibakterialni latky. (HOREJSI, et al., 2009), (TRAV-
NICKOVA, 2003)

2.2.1 Humoralni slozky nespecifické imunity
Mezi humoralni slozky fadime komplement, proteiny akutni faze a cytokiny.

(FUCIKOVA, 1995)

2211  Komplement

Komplementem oznacujeme soustavu pfiblizné 30 sérovych a membranovych pro-

teint, které spolupracuji jak mezi sebou, tak 1 s ostatnimi imunitnimi mechanismy. C1-C9
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jsou nazvy pro 9 hlavnich sérovych proteini v komplementu. Po podnétech dojde ke kas-
kadovité aktivaci slozek. Hlavni slozkou celého komplementu je komponenta C3.
V plazmé¢ ji nalezneme v nejvyssi koncentraci. Pii aktivaci komplementového systému
poskytuje tato slozka diilezité aktivacni a inhibi¢ni Stépy. Fragment slozky C3, ktery nazy-
vame C3b je pevné pfipevnén na mikrobidlni povrch. Hlavni funkce komplementu jsou
opsonizace, chemotaxe a osmoticka 1yza. Opsonizaci zajiStuje slozka C3b a je to proces,
pii kterém je buika nebo jeji ¢ast oznaCena a urcena k fagocytdéze. Chemotaxi zajistuji
slozky C3a a C5a a znamena to pohyb bunék urcitym smérem na podkladé chemického
podnétu. Nejéastéji se tak pohybuji makrofagy. Pii osmotické 1yze dojde k protrzeni nebo
prodéravéni membrany mikroorganismi a zpusobi to jejich lyzu, ¢imz je zabije. Nekteré
sloZzky komplementu jsou potiebné i pfi dalSich déjich imunitniho systému, imunokom-
plexy, které obsahuji fragmenty C3dg stimuluji aktivaci B-lymfocyti. (FUCIKOVA,
1995), (HOREJSI, et al., 2009), (SLOTTA, 2007)

Komplement mizeme aktivovat tfemi rdznymi cestami. Prvni z nich je klasicka
cesta, ktera se zahaji na povrchu bunky, a na kterou se nevazou protilatky. Vazbou na po-
vrch bakterie se pozméni konformace protilatky tak, ze se objevi vazebné misto pro protein
C1. Molekula C1 po spojeni s protilatkou pozméni také sviij tvar a ziska proteolytickou
aktivitu a zac¢ne Stépit proteiny C2 a C4. Pro to, aby se vytvofila klasicka C3-konvertaza,
musi se fragmenty C4b a C2a navazat na povrch napadeného patogenu. C3-konvertaza
Stépi velké mnozstvi C3 na C3a a C3b. Poté se vytvaii dalsi enzym a tim je C5-konvertaza.

(FUCIKOVA, 1995), (HOREJSI, et al., 2009), (SLOTTA, 2007)

Nespecifickou imunitni reakci neboli neadaptivni je alternativni cesta aktivace
komplementového systému. Hlavni slozka komplementu C3 se s nizkou frekvenci sama od
sebe §té€pi na fragment C3b, ktery je veétsi a na C3a, ktery je mensi. Ve fragmentu C3b se
objevi thioesterova skupina, ktera byla doposud v molekule C3 ukryta. Thioesterova sku-
pina velmi rychle zac¢ne reagovat s hydroxy a aminoskupinami v jejim okoli. Fragment
C3b se navaze na povrch ¢astic a za€ne probihat kaskada dalSich reakci. Dalsi ¢asti kaska-
dy je navazani dal§iho sérového proteinu, ktery se jmenuje faktor B. Ten je poté St€pen
sérovou proteazou, kterd se nazyva faktor D na dvé ¢asti Ba a Bb. Komplex, ktery vznikne,
je poté stabilizovan faktorem P a pisobi jako alternativni C3-konvertaza. Fragment C3b,
ktery vznikl, se zachyti na povrchu kolem enzymové aktivniho komplexu, ktery tento d¢j
vyvolal a poslouzi jako opsoniny. Z n¢kterych vznikaji dal$i molekuly C3-konvertazy a

dochazi k mnohonasobnému zesileni prvotniho podnétu. Fragmenty C3a namisto toho pi-
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sobi chemotakticky na fagocyty. Slozité komplexy, které vzniknou z molekul C3-
konvertazy, maji rozdilnou proteolytickou aktivitu a dokazou §tépit protein C5 na fragmen-
ty C5a a C5b. Fragment C5a ma velmi silné chemotaktické ucinky. Vznikly komplex je
vlastné alternativni C5-konvertaza. Terminalni faze kaskady komplementu za¢ne vznikem
C5b. Tyto déje jsou zprostredkovany spontanné, nespecifickym zptisobem. Toto se mlze
stat jak na povrchu exoantigentl, tak i na povrchu vlastnich bunék, coz mize byt pro orga-
nismus Skodlivé. Vlivem ochrannych regula¢nich proteint, které se vyskytuji na povrchu
vlastnich bun¢k, nemusi dojit k rozvoji kaskddy samovolnou reakci. Um¢lé materidly mo-
hou vyvolat nezadouci aktivaci alternativni cesty. Mohou to byt naptiklad umélé klouby,
umélé cévni chlopné a dalsi. Aktivace alternativni cesty komplementu mize vyvolat fadu

nezadoucich reakei. (FUCIKOVA, 1995), (HOREIJSI, et al., 2009), (SLOTTA, 2007)

Lektinova cesta aktivace komplementu je velmi podobna klasické cesté, jen s rozdi-
lem, Ze misto protilatky je zapojen sérovy lektin. Lektin se navéze na sacharidovou stavbu
povrchu patogenti pfimo a jeho funkce a sloZeni je velmi podobné C1. Také se po vazbé na
povrch mikrobu §t&pi na C2 a C4. (FUCIKOVA, 1995), (HOREJSI, et al., 2009), (SLOT-
TA, 2007)

2.2.1.2  Proteiny akutni faze

Proteiny akutni faze se Gi¢astni na obrané organismu a maji velké spektrum aktivit.
Tyto proteiny se podili na regeneraci tkani, pfi reparaci, neutralizuji zanétlivé antigeny a
slouzi k minimalizaci rozsahu lokalniho poskozeni tkan€. Pokud bude v téle probihat za-
nétliva odpoveéd’, v plasmé se zacnou zvySovat hladiny spousty slozek komplementu. Vy-
sledkem toho je lokalni aktivace makrofagi, neutrofilt a Zirnych bunék. Fibrinogen, ktery
je soucasti koagulace, hraje velkou roli pfi hojeni. Aktivitu prozanétovych enzymatickych
kaskad kontroluji a upravuji inhibitory protedz, které zneutralizuji lysozomalni hydrolazy
uvolnéné z jiz aktivovanych neutrofilti a makrofagl. Ztrat¢ zeleza zabranuji zvysené hladi-
ny proteind, které dokazou vazat kovy. Kazdy protein, ktery zajiStuje odpovéd’ akutni faze,
ma znacné rozdilné hladiny plazmatické koncentrace a liSi se 1 v mnoZstvi a tim se 1i$i 1
jeho efektivita. CRP neboli C-reaktivni protein je jeden z hlavnich proteint akutni faze,
ktery zvysi svou hladinu jiz nékolik hodin po infekci. Jeho hladina se dokaze zvysit az
1000x, ale zalezi na typu onemocnéni. Pokud je onemocnéni virového ptivodu, CRP neni
tolik zvySeno jako u bakteridlni infekce. Tento protein mé schopnost ptisobit jako opsonin
pro bakterie, imunni komplexy nebo parazity a je schopen aktivovat klasickou cestu kom-

plementu. Je schopen napodobit chovani neutrofild, monocyti, NK bun¢k a desticek a tim
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zvysit chemotaxi a fagocytoézu neutrofilii a makrofagl. Také zvySuje cytotoxicitu NK bu-
nek. Produkci znacné zvysi IL-6. Protein CRP se pouziva v praxi pro zjisténi zanétu v téle

a pii kontrole, zda je terapie uéinna. (STERZL, 2005)

2.2.1.3  Interferony

Interferony patii mezi cytokiny. Pokud v téle za¢nou pusobit stimuly, jako napfi-
klad virova infekce, jsou interferony vyprodukovany vSemi jadernymi bunkami. Interfero-
ny muzeme rozdé¢lit do tii skupin: Interferon a, interferon B a interferon y. Interferon a a f3
si télo vyrobi pomoci leukocytl, makrofagi, NK-bunék a fibroblastii, které se fadi mezi
pomocné buiky imunitni reakce. Interferon y je produkovan aktivnimi T-lymfocyty. Inter-
ferony indukuji vznik proteinl v buiice, a ty poté zabrani vniku patogenu do vnitra buiiky,
to se nazyva antivirovy stav. Vyssi aktivitu NK-bunék tvofii interferony, které maji vliv pfi
jejich cytotoxickém pusobeni na nadorem zménéné buiiky. Interferon y je hlavni cytokin

pro rozvoj bun&ené specifické imunitni odpovédi. (FUCIKOVA, 1995)

2.2.2 Bunécné slozky nespecifické imunity
2.2.2.1  Fagocyty a fagocytéza

Fagocytoza je déj, pti kterém dochazi k pohlcovani cizorodé ¢astice, naptiklad mi-
krobu butikou naseho organismu. Je to evolu¢né velmi stary d¢j. Mezi profesionalni fago-
cyty patii neutrofilni a eosinofilni granulocyty, monocyty i jejich tkanova forma neboli
makrofagy. Jsou hlavnimi buiikami nespecifické imunity a zaroven kli¢ovymi buiikami
zangtlivé reakce. Buniky dendritické jsou specidlnim druhem fagocytujicich bunék, které
maji za ukol zpracovat a prezentovat antigen. VétSina charakteristik pro tyto buiky je
shodna jak v enzymové, tak v receptorové vybaveé. Jednim z hlavnich rozdild je, Ze neutro-
filni granulocyty za normalnich podminek neexprimuji MHC proteiny II. tfidy a nejsou
tedy bunkami prezentujici antigen. Makrofagy fagocytuji pfedev§im pozustatky vlastni
bunky, které podlehnou apoptoéze. Maji rovnéz vliv pfi obrané proti intracelularnim pato-
genuim, zatimco granulocyty jsou potiebné v antiinfekéni obrané pfedevsim proti extrace-
lularnim bakteriim. Eosinofily maji vliv v obrané proti parazitarnim infekcim, které jsou
vyvolané mnohobunéénymi Cervy. Hlavni kol dendritickych bunék je zpracovani a pred-
kladani antigenu a tim tvofi spojeni mezi specifickou a nespecifickou imunitou. Makrofagy
se stanou funkéni aZ po aktivaci signdly, které maji od T-lymfocytl ve formé& cytosinu.
Granulocyty mohou svoji funkci vykonavat ihned. Dendritické bunky ziji v riznych mor-
fologickych a funkénich stupnich. Dendritické buniky a makrofagy ziji delsi dobu nez ne-

utrofily, ty maji polocas v krvi 6-12 hodin. Je to déno tim, ze makrofagy a dendritické
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buniky se mohou transformovat a ptechazet do rtiznych aktivacnich stadii. Neutrofily tvofi
50-60 % ze vSech leukocytd a jsou v prvni linii obrany, bojuji proti bakteriim, plisnim,
virim a nadorovym buikam. Fagocytdézu nejsou schopny opakovat, a proto zahynou
apoptozou-programovanou smrti bufiky. Oproti tomu monocyty mohou fagocytovou akti-
vitu opakovat. V krvi je jich mezi 5-8 % a cirkuluji. Maji také digestivni aktivitu. Monocy-
ty jsou fyziologickymi prekurzory pro tkanové makrofagové buiiky. Makrofagy jsou hlav-
nimi buiikami buné¢né imunity. Poskytuji dilezity amplifika¢ni mechanismus pro speci-
fickou, ziskanou imunitu, diky vzajemné kooperaci s T-lymfocyty, ktera spociva ve schop-

nosti oboustranné stimulace své funkce. (HOREJSI, et al., 2009), (STERZL, 2005)

Fagocytoza je d¢j, ktery potfebuje energii, kterou ziskd z metabolismu glukozy,
syntézu nové bunééné membrany, proteinovy systém bunék a aktivni cytoplasmaticky kon-
traktilni systém. Fagocytoza je vicestupfiova. Prvnim stupném je chemotaxe, rozpoznani
cizich partikuli, adheze fagocytil na cizi ¢astice, poté pohlceni ¢asti, metabolické zpraco-
vani usmrceni a degradace patogenu a posledni eliminace patogenu z organismu. (STER-

ZL, 2005)

2.2.2.2  Aktivovany makrofag

Aktivovany makrofag je funkéni efektorova bumnka vrozené imunity, kterd je
schopna zabit pohlcené patogeny. Klidové makrofagy se od aktivovanych lisi svou morfo-
logii, funkénimi a metabolickymi vlastnostmi. Aktivovana forma je vétsi, tvofi zvySené
pseudopodia, ma zvySeny metabolismus glukdzy, vyssi tvorbu enzymi a zvySené odpovi-
daji na chemotaktické stimuly. Aktivator je antigen-specificky Th lymfocyt. Aktivace je
v prvni fazi specificka, ale projevy jsou poté nespecifické. Takto aktivovany makrofag
velmi zvysi produkcei reaktivnich kyslikovych intermediati, oxidu dusnatého a lysozomal-
nich enzymu. Aktivované makrofagy zvysi sekreci cytokinii, TNF a, IL-1, které ptilakaji
bilé krvinky do mista zanétu a budou aktivovat buiky IL-12, které jsou diferenciacnim
faktorem pro pomocné T-lymfocyty a budou zvySovat také sekreci inteferonu y. Ten indu-
kuje specifickou imunitni odpovéd’ a aktivuje NK-bunky. Pokud aktivované makrofagy
nemohou patogen eliminovat, jejich produkty progresivné modifikuji tkan a to tak, ze jako

prvni dojde k destrukci a poté k pfeméné na fibrolitickou. (STERZL, 2005)

2.2.2.3  NK-buiiky
NK-bunky jsou pfirozeni zabijeci, ktefi tvoii velmi specifickou tieti populaci lym-
focytd. Jejich fenotypickymi znaky jsou molekuly CD 56 a CD 16. Tyto buiiky jsou velké

granularni lymfocyty, které nemaji svoje specifické receptory. V krvi tvoii ptiblizné 5-15
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% z celkového mnozstvi cirkulujicich lymfocyt. V naSem organismu jsou ptitomny jiz od
narozeni. Jejich dovednosti je spontanni cytotoxicita, hlavnim cilem virova a nadorova
buinika. NK-bunky nemaji imunologickou pamét. Jsou ranym zdrojem spousty citokint.
Rovnovaha mezi aktivacnimi a inhibiénimi receptory uruje a upravuje aktivaci NK-
bunck. Aktivaéni receptory dokazou rozpoznat cilové buiky, které MHC I molekuly ztrati.
Ptirozeni zabije¢i dokézou rozpoznat 3 typy bunck. Cilovymi buiitkami mohou byt buiiky,
které jsou napadené viry, nadorové buiiky a opsonifikované IgG1 a IgG3. Po aktivaci se
z granul NK-bun¢k cytolytické proteiny, kterymi jsou perforiny. Imunologicky dozor nad
imunitnim systémem, zabijeni nadorovych bunék, nebo lyza virem napadenych bunék jsou
hlavni funkce, které plni NK-bunky. NK-buiiky se mohou d¢lit na dvé skupiny. Prvni jsou
pfirozeni zabije¢i a druhou jsou pouhé zabijeCské buiiky. Rozdil téchto dvou skupin je

v aktivaci pro cytotoxickou schopnost. (FUCIKOVA, 1995), (STERZL, 2005)

2.2.2.4  Dalsi buiiky nespecifické imunity

V nespecifické imunité se uplatiuji 1 dalsi buiiky jako jsou naptiklad Zirné buiiky,
trombocyty, které¢ produkuji zdnétové medidtory a endotelové builky, které maji roli pfi
migraci leukocytii z krve do tkang. Zirné buiiky se také jinak nazyvaji mastocyty. Diferen-
cuji se z granulocytovych prekurzort v kostni dfeni. Jsou velmi podobné bazofilim. Mas-
tocyty se zapojuji jako sekrec¢ni buiiky. Podle lokalizace a struktury je mizeme délit na dva
zakladni typy- pojivové a slizni¢ni. Tyto podtypy vznikaji aZ vlivem mikroprostiedi. Hraji
dalezitou roli pfi regulaci imunitni odpovédi, pfi komunikaci mezi nervovym a imunitnim
systémem a brani organismus proti parazitdrnim infekcim. Pfispivaji k normalnimu meta-
bolismu pojivovych tkani a k zabezpeceni fyziologickych funkei sliznic. Pii zanétu jsou to

jedny z prvnich, co se aktivuji. (HOREJSI, et al., 2009)

2.3 Specificka imunita

Specifickd imunita je ziskand, ¢lovek se s ni nenarodi. Tento typ imunity je evoluc-
né¢ mladsi. Antigenné specifické mechanismy zareaguji na cizorodou ¢éstici prostfednic-
tvim velice specifickych a u¢innych molekul. Mezi tyto molekuly patfi naptiklad protilatky
a antigenn¢ specifické receptory T-lymfocyti. Specifickd imunita je tedy zajisténa T- a B-
lymfocyty za pomoci vS§ech pomocnych bunck imunity, cytokini a komplementu. Aby se
specifickd imunita aktivovala, je k tomu potfeba n€kolik dnt az tydnl. Specificka imunita
ma tzv. imunologickou pamét’, to znamend, Ze si dany antigen dokéze zapamatovat a pfi

dalSim shledani s nim uz vi, jak pfesné zareagovat. Diky tomu jiz nevznikne choroba, i
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kdyz se v téle patogen nachazi. (ADAMUS, 2007), (FUCIKOVA, 1995), (HOREJSI, et al.,
2009)

2.3.1 Humoralni slozky specifické imunity
Humoralni slozku tvofi protilatky a cytokiny. Protilatky jsou uvolnény z plazmocy-

tt (aktivované B-lymfocyty). Na imunitni odpovédi se dale Gcastni aktivované makrofagy
prezentujici antigen B-lymfocytim a subpopulace T-lymfocyti, kterou je Th2 (pomocné
lymfocyty). Th2 lymfocyty tvoii interleukiny 4,5,6,10 a 13. (BERNASKOVA, 2000),
(FUCIKOVA, 1995), (TRAVNICKOVA, 2003)

Kdyz B-lymfocyty opusti kostni dfen, zistanou vV lymfatickych tkanich, nez se set-
kaji s danym patogenem. Pokud dojde k tomuto setkani, makrofagy prezentuji patogen B-
lymfocytu a to tak, Ze ji fagocytuje, castecné stravi a na svém povrchu vyprodukuje slozky,
které maji antigenni povahu. Na receptor B-lymfocyti se tyto slozky navazou a tim je
zprovozni. Aktivované lymfocyty se zvétsi, dojde K jejich blastické transformaci, prolife-
raci a diferenciaci v plazmatickych bunkach, které produkuji specifické protilatky. Proti-
latky jsou pfenaSeny pies lymfatické cévy dél do krve. Aby proliferace B-lymfocytt pro-
béhla uspésng, je dulezity IL-4 a pro diferenciaci a sekreci protilatek je naopak dilezity IL-

6. (BERNASKOVA, 2000), (FUCIKOVA, 1995), (TRAVNICKOVA, 2003)

Pamétové buiky vznikaji tak, Ze ¢ast B-bun€k se po rozpoznani antigenu nepieme-
ni, ale za¢ne se diferencovat. Tyto bunky jsou prozatim neaktivni, jen cirkuluji t€lem a
vstupuji do lymfatickych tkani. Pokud se ovSem znovu setkaji s antigenem, se kterym se jiz
setkali, zanou tvofit velké mnoZstvi specifickych protilatek a reaguji velmi rychle. Na
tomto principu je zaloZena imunita po oékovani anebo po prodélané nemoci. (BERNAS-

KOVA, 2000), (FUCIKOVA, 1995), (TRAVNICKOVA, 2003)

2.3.1.1  Protilatky

Protilatky neboli imunoglobuliny patii z chemického hlediska mezi glykoproteiny.
To znamena, ze kromé své proteinové slozky tvoifené aminokyselinami obsahuji 1 slozku
cukernou. Kazdy monomer imunoglobulinu je sloZzen ze 2 lehkych a 2 tézkych fetézcu.
Protilatka ma tvar pismene Y pod elektronovym mikroskopem. Je brana jako zakladni sub-
podjednotka imunoglobulint. Lehké a tézké tetézce propojuji disulfidické mistky. Na jed-
nom konci protilatky je oblast konstantni, ktera se oznacuje jako Fc. Na opacném konci
najdeme ¢ast vysoce variabilni oznaGovanou jako Fab, ktera je vazebné misto pro antigeny.

Oblast, ktera se nachazi mezi prvni a druhou polovinou tézkych fetézct, je znacné flexibil-
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ni a nazyva se pantova oblast. Je velmi citlivd na chemicka ¢inidla a k plisobeni enzymi.
Pisobenim naptiklad trypsinu je mozné v misté skloubeni oddélit antigen, ktery vaze Fab-
fragment, na rozdil od Fc-fragmentu. Ten slouzi k vazbé¢ protilatky s Fc-receptorem nékte-

rych bunék, napiiklad mastocyti. (FUCIKOVA, 1995), (LOCHMANNOVA, 2006)

Obrazek 1: Popis protilatky

Lehké feldpos
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Tézke fetbrce

zdroj: https://labguide.cz/protilatky/

Tézké tetézce protilatek mizeme délit do péti tiid: IgG, IgM, IgA, IgM, IgE. Lehké
fetézce naopak muzeme délit pouze do dvou tiid: kappa a lambda. Jednotlivd molekula
lehkého fetézce nese vzdy jen jeden typ, ale obé varianty se vyskytuji ve vSech imunoglo-
bilinovych tfidach. Mezi jednotlivymi tfidami imunoglobulinii jsou rozdily v prostorovém

usporadani. (LOCHMANNOVA, 2006)
a) Imunoglobulin G (1gG)

U zdravych osob piedstavuje piiblizné 75 % celkovych imunoglobulini séra. IgG
se tvori extravaskularné i intravaskularné. Je tvotfen ¢tyfmi podtifidami-lgG1l, 19G2, IgG3 a
IgG4). 1gG inaktivuje viry, usnadiiuje fagocytdézu, nebot’ ma opsoniza¢ni schopnost, akti-
vuje komplement a je ucinny v neutralizaci bakterialnich toxint. Je jedinym imunoglobuli-
nem, ktery prochazi placentou a muze tedy branit nekojeného novorozence ptred infekci

Vv prvnich tydnech Zivota. Tvoii se pii sekundarni imunitni odpovédi. (FUCIKOVA, 1995)

IgG1 a IgG3 pusobi proti proteinim viri a bakterii a jejich tvorba zélezi na spolu-
praci s Th-lymfocyty. IgG2 se vytvaieji v odpovédi na ptisobeni polysacharidovych anti-
gend. Mlze to byt napfiklad proti opouzdienym bakteriim jako je skupina streptokokl A,
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pneumokokoktim, ale také pti infekci Haemophilus influenzae spolu s IgG3. Tato podtiida
nepotiebuje spolupraci s Th-lymfocyty ke své tvorbé. IgG4 je zaméten proti komplexnéj-
Sim strukturam, jako jsou napiiklad paraziti, slozky potravin, hmyzu nebo hadi jedy. Je
chronického charakteru. Vazi se na povrchové receptory zirnych bunék tkani a tim maji
podobné vlastnosti jako IgE. Tvorba vSech podtiid je regulovana a usmérnovana, také je
ovlivnéna interleukiny, které se tvoii lokaln€. V krvi se nejvice vyskytuji v B-lymfocytech
podtiidy IgG1 a IgG2, v tonzilach se vyskytuji nejcastéji IgG1 a IgG3. Biologicky polocas
rozpadu je vétSinu 21 dni, pii nizké syntéze se mize prodlouzit a pii vysoké zkratit. V séru

ho nalezneme ve form& monomeru. (FUCIKOVA, 1995)
b) Imunoglobulin A (IgA)

IgA tvofi pfiblizné 15-20 % imunoglobulini. Ma dvé podtidy-IgA1 a IgA2. Pfi-
blizné€ 90 % sérového IgA se tvoii v monomerech, ten zbyly se shlukuje a tvoii polymery a
vaze se na albumin nebo enzymy. Intravaskularné najdeme ptiblizné polovinu imunoglo-
bulinu A. 9:1 je pomér IgA1 a IgA2. V téle jasné prevlada podtiida 1, jen v tlustém stievé
najdeme pfevahu bungk, které tvoii podtiidu 2, kterd je vice rezistentni proti bakteridlnim
protedzam. Podtiida 1 je zaméfena proti bakteridlnim a potravinovym antigeniim, oproti
tomu IgA2 proti lipopolysacharidim. IgA neprochazi placentou. Tvoii se velmi pomalu.
Koncentrace IgA je srovnatelna s dospélymi hodnotami aZ pfiblizné v Sestnécti letech. Bio-
logickou funkci IgA nezname piesné, ale mize aktivovat alternativni cestu komplementu.

(FUCIKOVA, 1995)
c) Sekreéni IgA

Jedna se o hlavni humoralni obranny faktor na sliznicich. Je tvofen pfipojenou sekrecni
komponentou a dvéma J-fetezci spojenymi IgA molekulami. Produkovat ho mohou
plazmatické bunky ve sliznicich pfevazné traviciho ustroji, ale 1 v exokrinnich zlazach.
Poté prechazi do sliznic jako sekre¢ni IgA. Té€lo ho poté koncentruje v télnich sekretech,
slzach, slindch, hlenu nosni sliznice, stfev anebo prudusek. Muze byt koncentrovéan i
V matefském mléce. Tim padem je kojenec pasivné imunizovan proti sttevnim infekcim.
Sekrecni IgA mé pomérné velkou rezistenci proti proteolyze. Zabraiiuje adherenci bakterii
na slizni¢ni povrch, neutralizuje viry, vaze antigeny, které jsou pfitomné pod epitelovou
vrstvou, a tim ochranuje sliznici. Poté se bakterie a viry pfenasi ve form¢ imunokomplexti
zpét do lumen a jsou odstranény stolici. Polocas rozpadu je pfiblizné 7 dni a sérova kon-

centrace ho nemtize ovlivnit. (FUCIKOVA, 1995)
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d) Imunoglobulin M (IgM)

Je pfitomny na vSech neaktivovanych B-lymfocytech jako membranovy imunoglobulin.
Vyskytuje se jako sekretovany IgM intravaskuldrné a predstavuje ptiblizné¢ 10 % vsech
imunoglobulind. Je tvofen v pentamerech a ma 10 vazebnych mist na kazdé molekule.
Muze se také vyskytovat v sekretech, kde se propoji se sekrecni komponentou jako IgA. Je
pfedstavitelem primarni imunitni odpovédi, coz znamena, ze se tvoii az po prvnim setkédni
s antigenem. Aktivuje velmi u¢inné komplement a ma vyznam pro likvidaci bakterii, které
aglutinuje. Neprochazi placentou. Produkce IgM vyznamné stoupa az po porodu. Pokud
IgM nalezneme v pupe¢nikové krvi, odpovida to intrauterinni infekci fétu. Ptirozené proti-
latky, které mizeme naleznout v krvi, jsou vétSinou izotypu IgM. Mohou to byt naptiklad
heterofilni protilatky, izohemaglutininy krevnich skupin ABO a protilatky, které reaguji
S riznymi bakterialnimi antigeny. Je nezavisly na koncentraci v séru a jeho polocas rozpa-
du je pfiblizné 5 dni. Pfitomnost imunoglobulinu IgM své&d¢i pro akutni infekei v lidském

téle. (FUCIKOVA, 1995)
e) Imunoglobulin E (IgE)

IgE je pfitomny jen ve velmi malych koncentracich v séru. Koncentrace v séru neodrazi
jeho efektivni mnozstvi pro nas organismus, nebot’ je rozmistén 1 v jinych tkanich. Vaze se
svoji Fc Casti na bazofilni granulocyty a na zirné buniky ve tkénich, tomu se fikd homocyto-
tropni vlastnost. Vazba je biologicky zavazna, protoze pokud dojde k vazbé antigenu na
IgE, které jsou fixované na membrané mastocytd nebo bazofilt, dojde k degradaci a vy-
plavi se prozanétlivé substance. Plisobi na eozinofily, které jsou indukovany k cytotoxické
reakci vici nékterym parazitim a tim brani organismus proti parazitim. IgE se objevuje u
jedinct, ktefi maji sklon k alergickym reakcim zéavislym na IgE tim, ze plisobi ¢asné pie-
citlivosti. Nejcastéji se jedna o atopicky ekzém, polipozy a nékteré formy asthma bronchia-

le. V séru je biologicky polo&as pfiblizné 2 dny, v tkanich 3 tydny. (FUCIKOVA, 1995)
f) Imunoglobulin D (IgD)

V séru ma koncentraci IgD velmi nizkou a miiZzeme ho uplatnit jako membranovy

receptor B-lymfocyti. (FUCIKOVA, 1995)

2.3.1.2 Cytokiny
Cytokiny jsou heterogenni skupina biologicky t¢innych latek neboli polypeptidy.

Vytvaii je razné bunky, které se zapojuji do imunitni reakce, predevsim u zanétu. Maji
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velmi kratky polo€as rozpadu. Moduluji aktivitu bun¢k, které jsou zapojeny do imunitni
odpovédi ve fyziologickém zanétu a zprostiedkuji mezibunééné komunikace. Jsou pfi-
tomny ve spolutcasti na patogenezi imunopatologickych stavii, véetné autoimunitnich
onemocnéni. Aby vznikla autoimunita, podili se na tom interleukin 1, interferon a TNF.
Nejzavaznéjsi indukci autoimunity posilenim prezentace autoantigenli prostfednictvim
HLA 1L tfidy pfedstavuje mistni produkce interferonu vy. Interleukin 4 a TGF-B maji
V procesu opacnou ulohu, organismus ochranit. Je pro nas dulezité rozpoznat cytokiny nut-
né pro rust bunék, prozanétlivé, cytokiny s antiproliferacnim a antivirovym ptsobenim a
regulacni cytokiny v rdmci cytokinové sité. Mezi prozanétlivé cytokiny 1. faze patii inter-
leukin 1(IL 1) a TNF. Prozanétlivé cytokiny 2. faze jsou interleukin 2 (IL 2), IL 6, IL 4, IL
5, IL8. Cytokiny, které podporuji riist hemopoetickych bunék jsou IL 3, GM-CSF, M-CSF,
G-CSF, erytropoetin a thymové hormony. Oproti tomu mezi regula¢ni cytokiny fadime IL
2, IL 4, IL 10 a interferony. Cytokiny Casto pusobi v kaskad¢. Jeden indukuje tvorbu dru-
hého a cely systém je redundalni, jednotlivé cytokiny mohou byt nahrazeny jinymi. Vé&tsi-
na cytokinil je pleiotropni, piisobi na riizné druhy bungk. (FUCIKOVA, 1995), (HOREJSI,
et al., 2009)

2.3.2 Buné¢né slozky specifické imunity
Bunécnd specificka imunita je Ustfedni, efektorovou a regulac¢ni ¢asti imunitniho

systému. Bunééné slozky specifické imunity tvoii T-lymfocyty, B-lymfocyty a plazmatic-
ké buniky. Jejim tkolem je ochranit organismus proti infekcim, hlavné virovym, parazitic-
kym a nadorovym bunkédm. V thymu u nevyzralych T-lymfocyth a v kostni dfeni u B-
lymfocytd probiha pieskupeni genovych usekd za vzniku gend, které koduji T-, nebo B-
lymfocytarni receptory pro antigen neboli TCR a BCR. Tzv. aktivace kinazovych kaskad
neboli signalizace je u BCR a TCR velmi podobna. V kostni dieni pro B-lymfocyty a
v thymu pro T-lymfocyty se stanovuje centralni tolerance. Za normalnich podminek je to-
lerance drzena ve dvou urovnich, periferni a centralni. (KREJSEK, et al., 2004),

(LOCHMANNOVA, 2006), (TRAVNICKOVA, 2003)

2.3.21  T-lymfocyty

Vyvoj T-lymfocyti z prekurzorovych bunék v kostni dieni a v pribéhu embryonal-
niho vyvoje ve fetdlnich jatrech a Zloutkovém vaku, probihd v primérnim orgénu imunitni-
ho systému-thymu. Jen velmi mala cast T-lymfocytl se tvofi mimo thymus. K aktivovani a
diferenciaci v jednotlivé subpopulaci lymfocytt, rozpoznani a vazba imunogenniho pepti-

du, prostfednictvim receptoru nestaci. Vazba na receptor T-lymfocytu pro antigen musi
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spliiovat podminku, ze musi byt stabilni a lymfocyty musi dostat signal. Signal mtze byt
stimulacni nebo pomocny-kostimula¢ni. Aby vazba mezi lymfocytem a buiikou prezentuji-
ci antigen byla tésna, posili ji dalsi molekuly, které nalezneme na buice, co predklada an-
tigen 1 na lymfocytech. Nazyvame je adhezivni molekuly. Jeden z hlavnich rastovych hor-
mont lymfocytd interleukin 2 da stimulacni podnét. Interleukin 2 tvoii hlavné T-pomocné
lymfocyty (Th-lymfocyty), které nesou CD znak CD4+ a podporuje i jejich vlastni déleni.
Bunky, které ptredkladaji antigen a stimulované T-lymfocyty vytvari rizné mediatory (cy-
tokiny). Aby T-lymfocyty mohly projit diferenciaci a dale se zménit na bunky efektorové,
nebo zlstat v organismu jako pamét'ové builky, musi rozpoznat sviij antigen. Pamétové
buriky po dalsim setkani poznaji patogen diive a vi, jak na n&j zareagovat. (FUCIKOVA,
1995), (KREJSEK, et al., 2004)

Rozeznavame dvé zakladni funkce T-lymfocytl. Regulaéni pomocné s CD znakem
CD4+ a regulacni cytotoxické s CD8+. Regulacni vliv lymfocytl vidime pomoci cytokint.
Regulaéni Th-lymfocyty mizeme délit na dvé subpopulace-Thl a Th2. Thl-lymfocyty
zapojime, pokud chceme aktivovat makrofagy a obranné imunitni reakce pomoci tvorby

cytokintl. Mtizeme je vyuzit pii reakci pozdni precitlivélosti. (FUCIKOVA, 1995)

Subpopulaci Thlvyuzivame, pokud produkujeme interleukin 2, interferon y a faktor
nekrotizujici tumory (TNF). Thl slouzi v imunitni reakci IV. typu-oddalena precitlivélost,
diky své efektorové subpopulaci a pisobi jako pomocné bunky, kdyz chceme ovlivnit cy-
totoxické T-lymfocyty. Tuto subpopulaci jde povazovat za tlumici, nebot’ do urcité miry

cytokiny produkované Th1 potla¢uji protilatkovou imunitu. (FUCIKOVA, 1995)

Subpopulace Th2 je vlastné¢ pomocnd, protoze nabada k tvorbé protilatek. Produku-
je prevazné interleukiny 4,5,6,10 a 13. Jsou tedy typickymi pomocnymi lymfocyty, protoZe
zesiluji tvorbu IL 4-6. Ty za urcitych podminek podporuji tvorbu i eozinofilli a tvorbu
imunoglobulinu IgE. Dale napomahaji tvorb¢ protilatek. Uplatnime je naptiklad v imunitni

reakci |. typu-¢asna piecitlivélost,ale hlavng v protilatkové obrang. (FUCIKOVA, 1995)

Dale se mohou vyskytovat Ts-lymfocyty-supresorové. Ty potla¢i funkce Th a Tc a
odpovéd’ B-lymfocytli na antigen, tim utlumi imunitni reakci. Po odstranéni patogenu
Vv téle ukon¢i imunitni d¢j a tim zamezi aktivovanym imunokompetentnim buitkdm narusit

vlastni tkané. (BERNASKOVA, 2000), (TRAVNICKOVA, 2003)
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Cytotoxické T-lymfocyty (Tc-lymfocyty) jsou efektorové bunky, které mohou zne-
Skodnit jiné buniky cytotoxicky. Mohou rozeznat patogen na povrchu jakékoli buiky téla,
strukci virem napadenych buné€k, parazitii nebo bakterii. Také se ucastni niceni rakovin-
nych bun¢k. Prekurzory Tc-lymfocytl zareaguji na patogen, ktery je na antigen prezentuji-
ci buiice spolu s molekulami HLA 1. tiidy. (BERNASKOVA, 2000), (NECAS, 2005),
(TRAVNICKOVA, 2003)

2322 B-lymfocyty

B-lymfocyty vznikaji v kostni dfeni diky svym prekurzorim. Poté putuji budouci
B-lymfocyty k lymfoidnim organiim. Jsou diferencovany a stimulovany na protilatky pro-
dukujici plazmatické buiiky a buiiky pamétové, diky kontaktu s antigenem. Jejich stimula-
ce zavisi na spolupréci s T-lymfocyty. Poznat specifické antigeny B-lymfocytim poméhaji
molekuly protilatek, které jsou v jejich bunécné membrané a zaroven jsou bunikami produ-
kovany. T- a B-lymfocyty nejde chapat jako dvé oddé€lené ttidy, které jsou v jedné tiidé
specializované na specifickou buné¢nou imunitu a ve druhé tfidé na protilatkovou imunitu.
U obou tfid jejich konec¢na aktivita zavisi 1 na fad€ ostatnich slozek imunitniho systému.
Ob¢ tiidy se musi vzajemné podporovat. Podobné jako u T-lymfocytd se B-lymfocyt po
setkani s antigenem pfeméni na pamétovou bunku, kterd si ho zapamatuje a pii dalSim

setkani je reakce rychlejsi. (FUCTKOVA, 1995), (LOCHMANNOVA, 2006)

2.3.2.3  Plazmatické buiiky
Plazmatické bunky jsou kone¢nym stadiem diferenciace B-lymfocytd. Plazmocyty

tedy ztraceji schopnost mnozit se. Plazmatické buniky v sekundarni imunitni odpovédi jsou
zdrojem protilatek, které jsou jako humoralni sloZka specifické imunity. Plazmocyty tvofi
velké mnozstvi protilatek. (FUCIKOVA, 1995), (KREJSEK, et al., 2004), (HOREJSI, et
al., 2009)

2.4 Vliv alkoholu na imunitni systém

V ptipadé imunitniho systému je mirnd konzumace alkoholu spojena se snizenym
zanétem a zlepSenymi odpovéd’'mi na o€kovani, zatimco chronické nadmérné piti je spoje-
no se snizenou frekvenci lymfocytli a zvySenym rizikem bakteridlnich i virovych infekci.
Mechanismy, kterymi alkohol ovliviiuje imunitni systém v zavislosti na davce, vSak zlsta-
vaji Spatn¢ pochopeny kvuli nedostatku systematickych studii, které¢ zkoumaji €inek vice

davek a riznych ¢asovych pribéhi. (BARR, et al., 2016)
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Nékolik studii ukazuje, Ze ethanol moduluje funkci vrozenych imunitnich bunck
zpusobem zavislym na davce a Casu. Mirna spotieba alkoholu zvysuje fagocytézu a snizuje
produkci zéanétlivych cytokinli, zatimco chronickd konzumace velkych dévek alkoholu

tlumi fagocytézu a produkci rastovych faktorii. (BARR, et al., 2016)

Konzumace alkoholu mé rovnéz vliv na bunécnou a humorélni ziskanou imunitu.
Ve velmi rané studii bylo zneuzivani alkoholu spojeno se snizenim po¢tu CD4+ a CD8+ T-
lymfocytt. Tento nélez byl potvrzen v jiné studii u tézkych pijakti muzského pohlavi, ktefi
méli nizsi pocet B-lymfocyti nez pramérni nebo lehéi pijaci. Navic velké mnozstvi chro-
nickych alkoholikti (muzt i Zen) bez onemocnéni jater mélo snizeny pomér CD4+ nebo
CD8+ T-lymfocytd v periferni krvi. Zda se tedy, ze konzumace alkoholu mutize snizit pocet
lymfocytt a poklesy jsou nejzieteln€jsi u pacientil s chronickym alkoholismem. (BARR, et
al., 2016)

2.5 Francouzsky paradox

Alkohol nema vliv pouze na imunitni systém, ale na celé lidské t€lo. Francouzsky
paradox je nepopiratelny a lékarsky ovéfeny fakt. Ve francouzskych regionech, kde se
denné pije vino, je nizsi vyskyt infarktu, srde¢nich chorob a cukrovky nez v dalSich oblas-
tech Evropy, kde se vino tolik nepije. Regiony, kde denné piji vino, by mély vykazovat
vy$§i dlouhovékost. Vino si ¢im dél tim vice prosazuje povést zdravého napoje, pokud se
pije v mirné mife. Vyzkum ze Spojenych statd prokazal jiz pied lety, ze denni piti dvou az
tf decilitri u Zen a dvou az &tyF decilitri u muzi je prospéiny. Zeny maji nizsi davku diky
tomu, Ze obecné alkohol odbouravaji hlite neZ muzi. Dnesni pohled 1ékaiti na francouzsky
paradox je sice trochu pozménény, ale stale z toho vino vychazi velmi dobte. Diive se ob-
jevovalo, ze latka, ktera tento paradox zpisobuje, je resveratrol. Ten by m¢l mit pozitivni
ucinek spojeny v boji proti rakoving€ a vhodné tc¢inky na kardiovaskularni systém. Od toho-
to tvrzeni se postupem Casu ustoupilo, nebot’ védci zjistili, Ze resveratrol do téla alkoholem
dostdvame ve velmi malém mnoZstvi. Z poslednich vyzkumi vyplyva, Ze latka, ktera zpa-
sobuje francouzsky paradox je alkohol, ktery se ve viné vyskytuje. Vino je zdravé diky
tomu, Ze je idealnim nosi¢em alkoholu, kterého je tam tak akorat. Dodnes vSak neexistuje
zadny lékaisky vyzkum, ktery by prokazoval, ze alkohol ma pozitivni vliv na dlouhové-
kost. Podminkou tohoto efektu je, ze vino by se v takovéto mife mélo pit kazdy den. (Fran-

couzsky paradox, 2001), (ZELEZNY et al., 2010)
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3 METODY DETEKCE POLYFENOLU A FLAVONOIDU

3.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je jednou z nejrozsifenéjSich analytickych me-
tod pouzivanych v laboratofi organické chemie. Casto se vyuziva pro kvalitativni analyzu.
Jde o metodu, kterou se mohou méfit naptiklad polyfenoly a flavonoidy v biologickych
vzorcich, jako naptiklad ve vin€ nebo v ¢aji. Jedna se o levnou metodu, kterd spotiebovava
pouze malé mnozstvi vzorku i rozpoustédel. V pouziti rozpoustédla neexistuji témét zadna
omezeni a komer¢né je dostupna fada stacionarnich fézi, 1 kdyz SiO; je zdaleka nejpouZi-
vangj$i. Pii TLC se pouziva jednoduché a Siroce dostupné laboratorni vybaveni. Mtize byt
vyuzito v terénu diky snadné pienositelnosti. Kromé skenovani v UV oblasti existuje také
spousta vyvojovych metod, v¢etné absorpce par jodu a maceni, posttikovani naptiklad roz-
toky kyseliny sirové nebo manganistanu. Neexistuji zddné poZadavky na UV aktivitu, a
proto se stava TLC jednou z nejobecnéjSich analytickych metod. TLC pouziva chromato-
graficky povrch pouze jednou a detekuje se cely analyt, coz znamend, Zze nehrozi zadné
riziko akumulace analytu na chromatografickém povrchu. Pomoci tenkovrstvé chromato-

grafie miZeme stanovovat vice analyti najednou. (JOHNSON et al., 2007)

Zivame analyticky. Dnes zname 1 modernégjsi variantu TLC a to vysoko-U¢innou tenkovrst-
vou chromatografii (HPTLC). HPTLC dokaZe vyuzit u€inné stacionarni faze o jednotné a
malé velikosti ¢astic a pfisluSnou instrumentaci pro automatické davkovani, vyvijeni a de-
tekci. HPTLC je srovnatelnd s plynovou chromatografii nebo vysoko-tuc¢innou kapalinovou
chromatografii. Systém uloZeni stacionarni faze je u TLC umistén na plose. V TLC je na
vhodné desce, ktera je dodana dodavatelem, nanesena tuha stacionarni faze v tenké vrstve.
Mobilni faze je slozena ze smési rozpoustédel, nekdy s pridavky kyselin bazi anebo tlumi-
vych roztokli. TLC obsahuje ptipravu vzorku, davkovani vzorku, vyvijeni chromatogramu-
separa¢ni techniky a vyhodnoceni chromatogramu. Nejrozsitenéjsi stacionarni fazi je sili-
kagel, ktery je siln¢ polarni, slabé kysely absorbent s velkym mérnym povrchem. Déle se
mohou pouZzivat ménice iontli, chemicky vazané faze ¢i smésné faze nanesené v tenké
dodévaji z hlinikové folie. Doba analyzy se pohybuje piiblizné 2 hodiny. Uprava vzorku
pied stanovenim se vétSinou provadét nemusi. Musi se zastavit diive, nez dob¢hne od star-

tu desky do konce. (STULIK, 2004)
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3.2 Kolorimetricka stanoveni

Kolorimetrickd stanoveni nam pomahaji orienta¢né urcit koncentraci roztoku podle
intenzity jeho zabarveni. Pro tento ucel je vhodné si pfedem ud¢lat kolorimetrickou stupni-
ci, kterd bude obsahovat koncentrace zndmych latek a s témi poté porovnat vysledky. M-
zeme pouzit dvé nejvice pouzivané metody pro kvantifikaci flavonoidii. Tyto metody jsou
zalozeny na tvorbé komplexii flavonoid- AICI3 a nésledné spektrofotometrické stanoveni
barevného komplexu, ktery nam vznikl, a je pfimo umérny jejich koncentraci. Pro tvorbu
tohoto komplexu je rozhodujici naptiklad reakéni doba, ktera musi byt optimalni, aby se
zvysila ucinnost metody. (BARTA, et al., 2007), (da Silva, et al., 2015), (PEKAL, et al.,
2014)

Po pfidani roztoku AICI3 je tato metoda selektivni pouze pro flavonoly, které se
mefi pii 410-430 nm. Roztok ptiddme v rozmezi 2-10 %. Mize se vyuzit pouze v pfitom-
nosti kyseliny nebo acetatového roztoku, v né¢kterych ptipadech ptiddme pouze vodu nebo
methanol. Jako standardy zde mizeme vyuzit naptiklad rutin nebo kvercetin. (PEKAL, et

al., 2014)

Jako druhou mozZnost stanoveni miZeme vyuzit reakci s NaNO2, kterd probiha
v alkalickém prostfedi a je zaloZena na nitraci kteréhokoli aromatického kruhu nesouciho
katechinovou skupinu se tfemi nebo ¢tyfmi polohami, které nejsou blokované ani obsaze-
né. Roztok NaOH zervena ve chvili, kdy ptidame Zluty roztok AICI3. Absorbanci méfime

pii 510 nm. Jako standard zde pouzivame katechin. (PEKAL, et al., 2014)

3.3 Spektrofotometricka stanoveni

Stanoveni polyfenolt Foli-Ciocalteuovou metodou je velice jednoduché. Vyzaduje
jen bézné vybaveni laboratofe, je velmi pohodlné. Vysledky vyjadiujeme v m g/L kyseliny
gallové. Polyfenoly obsazené ve viné reaguji s €inidlem za vzniku modfe zbarveného
komplexu, ktery mizeme zhodnotit pomoci VIS spektrofotometrie. Maximalni absorbance
modrého komplexu je v oblasti od 750 nm. Cinidlo je tvofeno z kyseliny fosfowolframové
(H3PW12040) a kyseliny fosfomolybdenové (H3PMo12040), které se po oxidaci s poly-
fenoly zméni na smés modrych oxidi wolframu (W8023) a molybdenu (M08023). Nevy-
hodou této metody je, Ze mize byt ovlivnéna jinymi nespecifickymi redukujicimi latkami,

jako naptiklad cukry nebo bilkovinami. JAVORSKA, 2014)
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PRAKTICKA CAST

4 CIL A UKOLY PRACE

4.1 Hlavni cil

Cilem praktické Casti bakalaiské prace na toto téma bylo stanovit hodnoty latek
s polyfenolickym charakterem ve vzorcich, kterymi byla ¢ervena a bila vina. Pomoci me-

tody tenkovrstvé chromatografie nebo kolorimetrickym stanovenim.

4.2 Dil¢i cile
Dal$im cilem bakalatské prace bylo stanovit hodnoty flavonoidi ve vzorcich pomoci kolo-
rimetrického stanoveni. Dal§im cilem bylo stanovit hodnoty polyfenoli kolorimetrickym

stanovenim. Dal$im cilem bylo identifikovat polyfenoly na tenké vrstve.
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5 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1.

Jaka je koncentrace polyfenolil a flavonoidl v ¢ervenych vinech?
Jaka je koncentrace polyfenolil a flavonoidu v bilych vinech?
Jaké polyfenoly se daji identifikovat ve vzorcich na tenké vrstve?
Které vino ze stanovenych vzorka jde oznacit za nejkvalitngj$i?

Jak velky rozdil je mezi bilym a ¢ervenym vinem z hlediska stanoveni polyfe-

nolu a flavonoidu?
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6 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Stanovovala jsem 16 riznych Cervenych a bilych vin. Néktera byla z ¢eskych vinic
a néktera z ciziny. Vzorek Cislo 1 bylo bilé vino Chardonnay z vinafstvi Nové Sady, které
ma hrozny dovezené z Italie. Cislo 2 bylo také bilé vino Palava-vybér z hroznt z roku
2018 z vinafstvi Znovin Znojmo. Tieti vzorek bylo vino ¢ervené Merlot-vybér z hroznii
z roku 2017 z vinafstvi Stépan Manak. Cislo 4 jsem pouZila ¢ervené vino Rialto dovezené
ze Spanélska. Paté vino bylo ¢ervené Zweigeltrebe- jakostni vino z vinafstvi Chateau Val-
tice. DalSim vzorkem byl Cabernet Sauvignon z vinafstvi Vinafstvi panii z Lipé. Sedmym
vzorkem byl také Cabernet Sauvignon, tentokrat z vinaistvi Walmaduro, které je v Chile.
Osmy vzorek byl Cabernet Sauvignon z vinaistvi Chateau Valtery-Moldavie. Dalsim vzor-
kem bylo vino Cabernet Moravia z rodinného vinaistvi Sedlak. Modry Portugal z vinafstvi
Habanské sklepy bylo pouzito jako vzorek &islo deset. Vzorek ¢&islo jedenact bylo vino
Cabernet Sauvignon z vinafstvi Sarmentino, které je v Australii. Dal$im vzorkem bylo vino
Connoisseur Rouge, které se sklada z vétsiho dilu Merlotu a mensiho podilu Cabernetu
Sauvignon, které je z vinaistvi Domaine Haut-Marin z Francie. Cislo 13 bylo portské vino
z domaciho vinafstvi na Moravé. Dal§im vzorkem bylo vino Malbec z vinatstvi v Argenti-
n¢. Predposlednim testovanym vzorkem byla Frankovka z vinafstvi Habanské sklepy a
poslednim stanovovanym vzorkem bylo vino z vinafstvi Obelisk, které se jmenovalo Sva-
tomartinské rosé a bylo to vino lehce nariizovélé. VSechna vina jsem sbirala béhem jedno-

ho roku a jsou to vina, ktera se daji zakoupit v béZnych obchodech.
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7 METODIKA PRACE

7.1 Stanoveni polyfenolii pomoci fenolového ¢inidla

Timto stanovenim jsem zjistovala, jaké koncentrace polyfenoli se nachazeji ve

vzorcich vybranych vin.

Nejprve se pripravila kalibracni kiivka tim, ze se ziedil standard kyseliny gallové o
koncentraci 0,727 g/L dvojkovym fedénim od 1:1 do 1:32. Z divodu ptfedpokladané vyso-
ké koncentrace byly vzorky piediedény 5x. Do prvni jamky mikrotitraéni desti¢ky se napi-
petoval blank, ktery byl 10uL destilované vody. Vse bylo provadéno v doubletu. Do jamek
kalibra¢ni kiivky se napipetovalo 10uL roztoku kyseliny gallové v pfislusném fedéni. Do
jamek, které byly urCené pro vzorky, se napipetovalo 10uL vzorku. Do vSech jamek se
pridalo 100uL roztoku fenolového €inidla a nechalo se to inkubovat 5 minut. Po 5 minu-
tach inkubace se do kazdé jamky ptidalo 100uL nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a
inkubovalo se to 15 minut. Po ub&hnuti 15 minut se mikrotitracni desticka dala zméfit na
piistroj MRX2 pfi absorbanci 630 nm. Poté se vytvorila kalibra¢ni kiivka a vypocitaly jed-

notlivé koncentrace pro vzorky.

7.2 Stanoveni flavonoidii pomoci chloridu Zelezitého

DalSim praktickym ukol bylo zjistit, jak velké mnoZstvi zaujimaji flavonoidy z po-
lyfenolickych latek obsazenych ve vzorcich vin. Koncentrace flavonoidd se stanovila na
pristroji MRX2. Standardni roztok byl pfedem pfipraven rozpusténim 10 mg epikatechinu

ve 30 ml vody. Koncentrace standardniho roztoku byla 0,027 mol.

Do zkumavky se napipetovalo 0,5 ml standardniho roztoku, 1,5 ml vody a 0,2 ml
5% roztoku dusitanu sodného. Obsah zkumavky se promichal a nechal 5 minut inkubovat.
Po inkubaci se do zkumavky napipetovalo 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, zku-
mavku se promichala a nechala 5 minut inkubovat. Dale se do zkumavky napipetovalo 1,5
ml 1M roztoku hydroxidu sodného a 1 ml vody. Po 15 minutach se standard méfil fotome-
tricky proti slepému vzorku. Slepy vzorek neboli blank, byl ptipraven stejnym zplisobem,
jen s tim rozdilem, Ze misto standardniho roztoku a vody bylo do zkumavky napipetovano
pouze 2 ml vody. Pfi stanoveni flavonoida se do zkumavky napipetovalo 0,5 ml vzorku a

1,5 ml vody. Postup byl poté stejny jako pfi ptipravé standardniho roztoku. Vzorky se meé-
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fily v doubletu. Vysledné koncentrace se poté vypocitaly pomoci klasického vzorce pro

vypocet koncentrace vzorku.

7.3 Stanoveni pomoci tenkovrstvé chromatografie

Timto stanovenim se prokazovaly polyfenolické latky obsazené ve vinech. Ke sta-
noveni se pouzila TCL Silica gel 60 Fss. V této metodé jde o to, Ze rozdélujeme jednotlivé
latky mezi pohybovou (mobilni) fazi rozpoustédla a pevnou (stacionarni) fazi vrstvy. Nej-
prve se pripravila stacionarni faze, nejCastéji je to hlinikova desticka pokryta silikagelem.
Mobilni fazi je poté organické rozpoustédlo a oznacuje se jako takzvana vyvijeci soustava.
Jako mobilni faze byl pouzit roztok chloroformu: metanolu v poméru 9:1. Kazdéa desticka
se oznacila dle ptislusnych standardt a vzorki. Ud¢lala se jen mala ¢arka, aby se poznalo,
kam vzorek nanaSet. Desticka se popsala obycejnou tuzkou, nebot’ jeji povrch je velmi
citlivy a mohla by se poskodit. Na spodni ¢ast se napsalo pocateéni pismeno standardu
nebo ¢islo vzorku. Aby se mohlo sledovat, jak vysoko skvrna vystoupala, a k ¢emu ji pfi-
rovnat. Kazda desticka musela obsahovat své vlastni standardy, podle kterych se poté zm¢-
fily skvrny. Tyto standardy byly kyselina gallova, katechin a rutin. Na pfipravené desticky
se nakapala jedna kapka jednordzovou pipetou piisluSného standardu nebo vzorku a necha-
lo se to zaschnout. Tento krok se opakoval tfikrat. Tato skvrna se mize nazyvat start a
vSechny skvrny musi byt v pfimce. Desticky se daly do vyvijeci komory s organickym
rozpoustédlem, které zaCalo ihned reagovat se silikagelem smérem vzhtiru. Silikagel narazi
na skvrny a zacne je postupné délit. Tato faze trvala tii hodiny, aby tekutina mohla vystou-
pat co nejvySe po desticce. Po této fazi se desticka vytdhla, oznacila, kam mobilni faze
dosahla a nechala oschnout. Po oschnuti se mohl provést prvni odecet. Na normélnim den-
nim svétle skvrny neslo prakticky rozeznat. Po druhy odecet se pouzilo UV zéfeni, protoZe
tenka vrstva obsahovala luminifor, ktery je excitovany 254 nanometry a pomaha ke snad-
n¢j$i detekei excitovanych latek. Poté se desticka posttikala chloridem Zelezitym. Ten
slouzil k tietimu odectu, protoze chlorid Zelezity reaguje s latkami, které maji polyfenolic-
ky charakter za vzniku rizné barevnych skvrn. VSe se vyfotografovalo a poté se vypocital
retencni faktor Re. Ke zji§téni tohoto faktoru se pouZzil program Image 1.52a. Retencni
faktor 1ze vypocitat jako vzdalenost skvrny od startu, kterd se d€li vzdalenosti ¢ela skvrny
od startu. Jako vzdalenost ¢ela skvrny od startu zna¢ime vzdalenost, kam dovzlinala mo-
bilni faze. Retencni faktor zavisi na mnoha faktorech, jako je naptiklad teplota, vyvijeci

soustava, ktera byla pouZzita nebo mnozstvi nanesené¢ho vzorku. VSechny retencni faktory

o1



se poté¢ zaznamenaly do tabulky a podle standardii se mohlo porovnat, o které polyfenoly

se jednalo.

Obrazek 2: Silikageloveé desticky se vzorky ¢. 1-8 po postriku chloridem Zelezitym
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Zdroj: vlastni
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Obrazek 3: Silikagelové desticky se vzorky ¢. 9-16 po postriku chloridem Zelezitym
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Zdroj: vlastni
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8 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Tabulka 2: Vysledné koncentrace polyfenoli, flavonoidii a identifikované polyfenoly na
TLC

Cislo vzorku Koncetrace polyfe- Koncentrace flavo- Identifikované po-
nola v g/L noidu v g/L lyfenoly na TLC
1. 0,187 0,007 Nenalezeno nic
2. 0,280 0,006 Nenalezeno nic
&) 0,968 0,039 Rutin, kyselina gall-
ova
4, 1,318 0,034 Kyselina gallova,
epigalat katechin,
katechin
5. 1,164 0,039 Rutin, kyselina gall-
ova
6. 0,853 0,026 Kyselina gallova,
epigalat katechin,
neidentifikovano,
katechin
7. 1,264 0,032 Rutin, kyselina gall-
ova, epigalat ka-
techin, katechin
8. 1,144 0,036 Kyselina gallova,
epigalat katechin,
neidentifikovano,
katechin
9. 0,988 0,045 Rutin

o4



10. 0,685 0,020 Rutin, kyselina gall-
ova
11. 0,742 0,023 Rutin, kyselina gall-
ova
12. 0,516 0,018 Rutin, kyselina gall-
ova, katechin
13. 0,558 0,009 Rutin, kyselina gall-
ova, katechin
14. 1,168 0,033 Rutin, kyselina gall-
ova, katechin
15. 0,768 0,029 Rutin, kyselina gall-
ova, epigalat ka-
techin, katechin
16. 0,238 0,010 Rutin, neidentifiko-

vano, katechin

Zdroj: vlastni

V tabulce €. 1 jsou vypsany koncentrace polyfenold, které¢ vychazely u vSech vzorkl kolo-

rimetrickym stanovenim. Jsou tam vidét koncentrace flavonoidu, které vychazely také ko-

lorimetrickym stanovenim a veSkeré polyfenoly, které 1ze identifikovat na tenké vrstve.
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Graf 1: Kalibracni kiiivka standardu pro vypocet koncentrace polyfenolii pro vzorky 1-8
4 N

Kalibracni krivka standardu
/‘ y = 4,5806x - 0,009
] R? =0,9988
E /./ ¢ Ast
-‘gu Linearni (A st)
]
g P
) Koncentrace standardu
\_ J

Zdroj: vlastni

Na grafu ¢islo 1 je vidét kalibracni kiivka standardu pro stanoveni polyfenoli ve vzorcich,
kterym byla kyselina gallova pro vzorky 1-8. Hodnota spolehlivosti v tomto piipadé vysla
0,9988. Hodnota spolehlivosti udava, jak spolehliva metoda to je. Cim blize je 1, tim vice

spolehliva tato metoda je.

Graf 2: Kalibracni krivka standardu pro vypocet koncentrace polyfenolii pro vzorky 9- 16

4 N
Kalibra¢ni kfivka standardu kyseliny gallové
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R
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Zdroj: vlastni
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Na grafu ¢islo 2 je kalibra¢ni kiivka standardu pro stanoveni polyfenold ve vzorcich, kte-
rym byla kyselina gallova pro vzorky 9-16. Hodnota spolehlivosti je v tomto pfipad¢ také

velmi vysoka, 0,9997.

Tabulka 3: Retencni faktory vypocitané pomoci programu Image 1.52a

Cislo vzorku Cislo skvrny Retencni faktor
1. kyselina gallova 1. 0,31
Katechin 1. 0,81
rutin 1. 0,05
L 1. 0,05
2. 0,30
4. 1. 0,31
2. 0,49
3. 0,88
2. kyselina gallova 1. 0,31
katechin 1. 0,95
rutin 1. 0,05
5. 1. 0,05
2. 0,31
6. 1. 0,30
2. 0,43
3. 0,69
4. 0,93
7. 1. 0,05

o7



0,31

0,42

0,91

8. 0,29
0,42

0,70

0,90

kyselina gallova 0,40
katechin 0,92
rutin 0,06
9. 0,06
10. 0,05
0,36

11. 0,05
0,29

12. 0,05
0,29

0,86

kyselina gallova 0,40
katechin 0,92
rutin 0,06
13. 0,05
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2. 0,35
S 0,93
14. 1. 0,05
2. 0,35
<, 0,92
15. 1. 0,05
2. 0,32
3. 0,58
4. 0,89
16. 1. 0,05
2. 0,16
3. 0,84

Zdroj: vlastni

V tabulce ¢. 2 jsou vidét retencni faktory, které se vypocitaly podle skvrn vzorki a stan-

dardl z tenkovrstvé chromatografie.
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DISKUZE

Hlavnim cilem této bakalaiské prace a zaroven prvni vyzkumnou otdzkou bylo zjis-
téni koncentrace polyfenolu a flavonoidi v Cervenych vinech. VSechny koncentrace poly-
fenolti vychazely v miligramech. Nejvyssi koncentrace polyfenolt byly vétSinou ve vinech
dovezenych z cizich zemi. Podle vyzkumu Konrashova et al. (2009) mélo $panélské vino
Cabernet Sauvignon koncentraci polyfenolt 2414 m g/L, v mém vyzkumu mélo Spanélské
vino koncentraci 1318 m g/L, ktera vysla ze stanovovanych vin jako nejvyssi. Tento rozdil
mohl zptisobit rozdilny druh vin, ale také to mohlo zpusobit, Ze mé vino bylo konzumni.
Druhym vzorkem s vysokou koncentraci bylo vino Cabernet Sauvignon z Chile, které mélo
hodnotu 1264 m g/L. Dle vyzkumu Konrashova, ktery stanovoval 10 riznych ¢ervenych
vin, vysla koncentrace chilského Cabernet Sauvignon 1453 m g/L. V téchto dvou piipa-
dech se koncentrace od sebe piili§ nelisily. Naopak nejnizsi koncentrace polyfenolt byl u
vzorkt vin ¢islo 12 a ¢islo 13. Vzorek ¢islo 12 bylo vino Connoisseur Rouge, které je
kombinaci Merlotu a Cabernet Sauvignonu. Vzorek ¢islo 13 bylo domaci portské vino
z Moravy. Koncentrace flavonoidl byla oproti tomu nejvyssi u vzorku ¢islo 9, coz bylo
vino Cabernet Moravia, které je z rodinného vinatstvi Sedlak. Dalsi vino, které mélo vyso-
ky obsah flavonoidi, bylo vino Zweigeltrebe, to mélo 1 vyssi koncentraci polyfenolti. Nao-

cv v

seur Rouge.

Druhou vyzkumnou otazkou byla koncentrace polyfenola a flavonoidii v bilych vi-
nech. Testovala jsem dvé bila vina a jedno vino ruzové. Vyssi koncentraci polyfenolt mélo
bilé vino Palava a niz$i koncentrace byla u vina Chardonnay. Dle vyzkumu Pignatelliho
(2005) je koncentrace polyfenold 10krat mensi. Mij vyzkum to potvrdil pouze v nékterych
ptipadech. Rizové vino Svatomartinské rosé od firmy Obelisk mélo jen g/L nizsi koncen-
traci nez Pélava, ale vyssi nez Chardonnay. Koncentrace flavonoidil vysly u obou bilych
vin také velmi podobné a byly nizké. Vyssi koncentraci mélo v tomto piipadé Chardonnay,

ale jen 0 0,001 g/L. Razové vino mélo koncentraci 0,010 g/L.

Tteti vyzkumnou otazkou bylo, jaké polyfenoly Ize identifikovat na tenké vrstve.
Ve vzorcich bilych vin se mi nepodafilo identifikovat Zadné polyfenoly. V riZovém ving
jsem nalezla skvrny tfi, ale identifikovala jsem pouze dvé z nich. Prvni skvrnou byl rutin a
dalsim zndmym polyfenolem byl katechin. V Cervenych vinech se vétSinou objevovaly

skvrny rutinu, kyseliny gallové, epigalatu katechinu a samotny katechin. Ve dvou vzorcich

60



jsem nalezla dvé skvrny, které se mi bohuzel nepodatilo identifikovat, $lo o vzorky vin
Cabernet Sauvignon z vinafstvi panti z Lipé a Cabernet Sauvignon z moldavského vinai-
stvi. Rutin, kyselina gallova, epigalat katechin a katechin se podatilo identifikovat pouze
ve dvou vzorcich Cervenych vin. U Cabernetu Sauvignon z vinafstvi v Chile a poté u Fran-
kovky z Habanskych sklepti. Ve vzorku vina ¢islo 9 se mi naopak podafilo identifikovat
pouze jeden polyfenol, kterym byl rutin. Slo o vino Cabernet Moravia z vinaistvi Sedlak.
Zjisténé polyfenolické latky, které se podafilo identifikovat, se mohly porovnat s vysledky
vyzkumu Kanga et al. (2009), ktery se zabyval odd¢lenim skvrn katechint a flavind na
tenké vrstvé. Skvrny se shodovaly s jeho vyzkumem a tim se identifikované polyfenoly

potvrdily i v mém vyzkumu.

Ctvrta vyzkumna otazka je, které ze stanovenych vin lze oznagit jako nejkvalitngjsi.
Podle Steidla et al. (2010) by mélo ¢ervené vino obsahovat az 4500 m g/L polyfenolickych
latek. V mém piipadé vyslo jako nejkvalitngjsi vino Rialto, které bylo dovezené ze Spangl-
ska, které mélo koncentraci 1318 m g/L. To muze byt dano tim, Ze vina, ktera jsem stano-

vila, mohla byt méné kvalitni.

Posledni vyzkumna otdzka je, jak velky rozdil je mezi ¢ervenym a bilym vinem
z hlediska stanoveni polyfenolti a flavonoidii. Podle Seruga et al. (2011) ¢ervena vina ob-
sahuji velké mnozstvi polyfenolickych latek, ale bila vina tyto latky v takovém mnozstvi
neobsahuji. Je to ddno tim, Ze polyfenoly jsou latky, které jsou vysoce zastoupeny ve slup-
kéch barevnych plodin. Cervené vino se pii vyrobé slupek nezbavuje, ale bilé vino ano.
Tento rozdil znamena, ze Cervené vino ziskava svoji barvu pfedevsim diky slupce a jadér-
kiim. Ve vzorcich, které jsem pouzila ke stanoventi, je rozdil mnohondsobn¢ vétsi a dokaza-
lo to, Ze bilé vino obsahuje polyfenoli méné. Pokud jde o stanoveni samotné, rozdil
v tomto ohledu neni. Cervené vino se stanovuje na mnozstvi polyfenoli a flavonoidi stejné

jako vino bilé.
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ZAVER

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo stanovit hodnoty polyfenoll a flavonoidt
ve vzorcich vin pomoci tenkovrstvé chromatografie a pomoci kolorimetrickych stanoveni.
Koncentraci polyfenoltl jsem stanovovala v 16 riznych bilych a ¢ervenych vinech. V mém
ptipadé¢ m¢ vysledky tohoto vyzkumu velmi piekvapily. Koncentrace polyfenolickych 1a-
tek nebyly tak vysoké, jak by mély spravné byt. To mohlo zptisobit mnoho faktord, jako
naptiklad druh vinné révy, ro¢nik, sbér, cena a mnoho dalsich. Pro tvorbu kvalitniho vina
je potfeba mnoho podminek, jako naptiklad vhodné klima, vhodné ptida, slune¢ni zafeni a
dal3i. Myslela jsem si, Ze vina, ktera byla do Cech dovezena z cizich zemi, budou mit kon-
centraci polyfenolil nizsi, ale bylo tomu pravé naopak. DalSim dtlezitym faktorem ve viné
jsou flavonoidy, které jsou nedilnou souc¢ésti polyfenolil a jsou jeho nejvétsi slozkou. Po
tomto zjisténi jsem piedpokladala, Ze vina, kterd méla koncentraci polyfenoli nejvyssi,
budou mit i hodnoty flavonoidi vysoké. Po svém vyzkumu jsem se dozvédéla, ze tomu
neni vzdy tak. Vina, kterd méla podle mého stanoveni hodnoty polyfenoli nejvyssi, kon-
centraci flavonoidl nejvyssi neméla. Velmi mé také prekvapilo, které polyfenolické latky,
jako napftiklad kyselinu gallovou, rutin, katechin ¢i epigalat katechinu, 1ze vidét na tenké
vrstveé. Pfi normalnim dennim svétle nebylo na desti¢ce vidét nic, ale kdyz jsem desticku
dala pod UV zafeni, skvrny se objevily vyraznéjsi. AvSak dle mého nazoru byly skvrny
nejvyrazngjsi, kdyZ jsem na desticku rozprasila chlorid Zelezity. Poté se skvrny daly ode-

Cist snaze.

Jsem velmi rada, Ze jsem se mohla teoreticky 1 prakticky dozvédét mnoho zajima-
vych véci ohledné vyroby vin, jejich rozdéleni dle kvality a zajimavosti ohledn¢ vlivu al-
koholu na imunitni systém a celé lidské télo. Myslim, Ze v mém vyzkumu by se mohlo
pokracovat, zjiStovat dalS§i opravdu pozoruhodné véci ohledné polyfenolickych latek
ve vinech a jejich vysledné vlastnosti pfi urcovani kvality vin, které lze zakoupit
Vv restauracich ¢i obchodech. Ke stanoveni je potfeba malé mnozstvi vzorku, a proto by
nebyl problém vzorky vin ziskat a stanovit. Také by se tim mohla dokdzat kvalita vin do-
vezenych z cizich zemi. Polyfenolické latky se objevuji v mnoha dalSich rostlinnych lat-

kach, které by se mohly témito metodami stanovit.
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