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Uvod
Vino jako kontrolovana komodita

Vino je jedinecny uslechtily napoj, ktery je pro svou
charakteristickou chut, barvu a viini spotiebitelsky velmi
zadany. Pro svou popularitu se jiz oded4vna stava cilem
napodobovani a falSovani. Proto i dnes je vino kontrolova-
né ze zdkona — jako révové vino se oznacuje jen vino vy-
robené vyhradné z hrozni révy vinné rodu Vitis L.; ostatni
napoje mohou byt nanejvysSe vinu podobné. Podle zdkona
321/2004 Sb. je pti vyrobé révového vina zakazano pouzi-
vat vyrobni postupy nebo latky, které umoznuji zmnozovat
vino (napf. pfidavanim vody) a nebo ovliviiovat jeho za-
kladni vlastnosti.

Vlivy na barvu ¢erveného vina

Mezi zékladni vlastnosti vina patii barva. Barva je
pocatek seznameni s vinem, prvni podrazdéni smysll
z tria: color, odor, sapor. Plati to obzvlasté pro vina Cerve-
na, i kdyZ ani u barvy $pi¢kového bilého vina dnes nevy-
stac¢ime jen s Cirosti a absenci necCistot. Intenzita zbarveni
Cerveného vina zavisi na odridé, fenolické zralosti révy,
ale také na technologickém postupu pfi zpracovani hroznt.
Tradi¢ni macerace, kdy je mos$t v dlouhodobém kontaktu
s pecickami a slupkami hroznd, uvoliuje vice flavonoidi
nez modernéjsi karbonicka macerace nebo termovinifika-
ce. Barva vina zalezi také na pH, stupni zasifeni a obsahu
ethanolu v mostu.
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Pifirodni barva ¢erveného vina

Prirozena barva Cerveného vina je zplsobena antho-
kyaniny, patficimi do velké skupiny polyfenolickych latek,
souhrnné nazyvanych flavonoidy. Anthokyaniny maji dvé
slozky: barevnou ¢ast nazyvanou aglykon nebo také antho-
kyanidin a ¢ast cukernou, kterd je navazana glykosidickou
vazbou na hydroxylové skupiny 3, 5 nebo 7 aglykonu.
Cukerna ¢ast muze byt acylovana kyselinou kumarovou,
kavovou, ferulovou, sinapovou, hydroxybenzoovou,
jablecnou, §tavelovou, maleinovou, jantarovou nebo octo-
vou. V modrych hroznech odrid Vitis vinifera nalézame
predevs§im 3-monoglukosidy a 3,5-diglukosidy aglykont
malvidinu a v men$i mife petunidinu, peonidinu, delfinidi-
nu, kyanidinu, pelargonidinu. Syntetizuji se od faze zamé-
kani hroznl (véraison) a pfispivaji k chuti vina, i kdyz
nepiimo — vazi tiisloviny a tim reguluji trpkost.

Bé&hem zrani vina fenolické latky podléhaji zasadnim
chemickym zménadm — polymeruji s taniny, kondenzuji
s cukry, acyluji se, navzajem asociuji a pigmentuji'* — coz
se projevi i ve zméné barvy, ktera mize dosahnout svij
vrchol — napf. oranZovohnédy nadech u portského — a pak
degradovat.

Piibarveni ¢erveného vina

V podminkach na severni hranici rozsifeni péstovani
révy vinné (coz je i pitipad Ceské republiky) je relativni
nedostatek slunecniho svitu, coz pii nedostatecné upravé
vinifika¢niho postupu vede ke svétlej§imu, méné odpovi-
dajicimu zabarveni Cerveného vina. Misto syntetickych
barviv mohou nepoctivi vinafi pouzit pfirodni barviva,
absorbujicich  viditelné  elektromagnetické¢  zafeni
v takovém rozsahu, ze to zplsobuje ¢ervené vnimani barvy
(pro vy&et ptirodnich barviv viz Copikova a spol.)’.
Z dlouhé fady piirodnich neanthokyanovych barviv jen
malo spliiuje podminku relativni dostupnosti, nizkych na-
kladt (ve srovnani s cenou kvalitnich hroznil), vysokého
absorpéniho koeficientu (>10 000 M™'cm™), netoxicity,
stalosti vaci oxidaci a (foto)chemickym zménam
v kyselém prostiedi, rozpustnosti v 10% az 15% roztoku
ethanolu ve vodé a absence nezadouciho pachu.

PrimocarejSim a bezpecnéj$im postupem je pouzit
pfirodni anthokyaniny, i kdyz ani ty se podle vyhlasky
304/2004 Sb., ¢asti 4 ,,Barviva“ v bod¢ 3 do vina nemo-
hou pridavat. Pfirodni anthokyaniny extrahované
z ¢erveného zeli nebo jinych zdroji (tab. I) jsou komercné
dostupné pod oznacenim E163, ale je nasnad¢€ i pfimé pfi-
dani bezinek (Sambucus nigra) nebo bezinkové stavy do
rmutu nebo vina.

Bez Cerny je v Evrop€ hojné rozsifeny. Historicky se
bezinky pouzivaly nejen proti chiipce a k barveni vlasl
starovékych Rimanek, ale i k pfibarveni vin Claret nebo
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Tabulka I
Pfirodni anthokyaniny
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Anthokyanidin Zdroj Substituenty na B a C kruhu
(-R1, -R2, -R3)

Kyanidin rize (Rosa), plody tfesné (Cerasus avium), brusinky OH, H, H

(Rhodococcum vitis-idaea), chrpa modrak (Cyanus

sequetum), zeli Cervené (Brassica oleracea)
Pelargonidin pelargonie (Pelargonium) H,H, H
Peonidin pivonka (Paeonia officinalis) OCH;, H, H
Malvidin prvosenka (Primula), sléz lesni (Malva sylvestris) OCH;, OCH3, H
Kvercetin jablon (Malus domestica), Svestka (Prunus domesti-  OH, H, O

ca), jinan, broskvon (Prunus persica), merunka

(Prunus armeniaca), ttesen praci (Cerasus avium)
Myrtilin, glukosid delfinidinu violka (Viola tricolor) OH, OH, H
Sambubiosid bez cerny (Sambucus nigra) OH, H,H

Obr. 1. Obecné schéma anthokyaninii; substituenty R1, R2

a R3 nejbéznéjsich barevnych aglykont uvadi tabulka |

Bordeaux. V Portugalsku bylo jednu dobu pfibarvovani
portského bezinkami tak Casté, ze vedlo k zékazu péstova-
ni bezu.

Anthokyaniny v bezu ¢erném patii mezi kyanidingly-
kosidy, fadime zde 3-sambubiosid-3-glukosid, 3-sambu-
biosid-5-glukosid a 3,5-diglukosid. Mnozstvi téchto pig-
mentii se pohybuje v rozmezi 2 az 10 mg g™ &erstvych
plodi*.

Detekce pfibarveni ¢erveného vina

V minulosti se k detekci potravinaiskych barviv pou-
zivaly papirové, tenkovrstvé nebo kolonové chromatogra-
fické metody”, v sougasnosti se pouziva prevazné metoda
HPLC™*?, ¢asto spfazena s hmotnostni spektrometrii® nebo
také s kapilarni elektroforézou’, popt. s jeji zonovou modi-
fikaci CZE (cit.®). Tyto metody detekce anthokyanini do-
sahuji citlivosti kolem 0,1-1 mg 1" (cit.”).
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Cil prace

Dosavadni chromatograficka detekce dobarveni vina
anthokyaniny bezu ¢erného je ztizena faktem, Ze relativni
pomér révovych anthokyaninti ve viné je dynamicka veli-
¢ina'”'" a piidavané bezinkové anthokyaniny jsou stejné
chemické povahy, jako pivodni barvivo ¢erveného vina.
V této praci si klademe za cil prozkoumat alternativni po-
stup detekce bezinek v ¢erveném viné — detekci pomoci
kvantitativni PCR (qPCR). Predpokladame, Ze takovy
postup by mohl slouzit jako komplementarni, poptipadé
potvrzovaci metoda k metodam chromatografickym.

Experimentalni ¢ast
Sbér vzorkt

Mladé zdravé listy bezu ¢erného byly sbirany na pod-
zim 2004 na 56 stanovistich na Moravé (obr. 2), bezinky
pak na jediném stanovisti v Olomouci.

Izolace DNA z listd bezu ¢erného

Ze zdravého listu bylo vickem 1,5 ml zkumavky vy-
tfiznuto 6 krouzki, ke kterym byl pfidan 1 ml extrak¢éniho
roztoku (CTAB 2 %, TrisCl 50 mM pH 8, EDTA 50 mM
pH 8,0 NaCl 1,1 M, LiCl 0,4 M, Tween 20 0,5 %, Tri-
ton X-100 0,5 %, PVP10 2 % (cit.'"'?). Spickou pipety
byla rozdrcena listové tkan a zkumavka byla kratce zami-
chéana na vortexu. Vzorek byl inkubovan 15 min pii 80 °C
a po ochlazeni na pokojovou teplotu dvakrat extrahovan
0,5 ml chloroformu (centrifugace 3 min 10 000xg a prene-
seni horni faze). Poté byla horni fize vysrdZzena jednim
objemem isopropanolu, promyta 70% ethanolem, resus-
pendovana ve 200 pl sterilni TrisCl — EDTA, pH 8 a skla-
dovéana v mraznic¢ce do dalsiho pouziti. Koncentrace DNA
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Obr. 2. Stanovisté sbéru listi bezu ¢erného (Sambucus nigra);
1. Hroznova Lhota (Jihomoravsky kraj) — 2 ks, 2. Krasnéves
(Kraj Vysocina) — 2 ks, 3. Olomouc (Olomoucky kraj) — 9 ks,
4. Milenov (Olomoucky kraj) — 4 ks, 5. Bystfice pod Hostynem
(Zlinsky kraj) — 5 ks, 6. Valasské Mezitici (Zlinsky kraj) — 4 ks,
7. Novy Ji¢in (Moravskoslezsky kraj) — 4 ks, 8. Kopfivnice
(Moravskoslezsky kraj) — 13 ks, 9. Pfibor (Moravskoslezsky kraj)
— 2 ks, 10. Hukvaldy (Moravskoslezsky kraj) — 1 ks, 11. Roznov
pod Radhostém (Moravskoslezsky kraj) — 4 ks, 12. Zakopci
(Zlinsky kraj) — 5 ks, 13. Cesky T&sin (Moravskoslezsky kraj) — 1
ks

byla meéfena fluorescenéné s barvivem PicoGreen
(kalibrovanym spektrofotometricky) a kvalita DNA byla
vyhodnocena elektroforézou na 2% agar6zovém gelu po
obarveni ethidium bromidem.
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Izolace DNA z bezinek

Pét zmrazenych plodd bezu — bezinek (£0,5 g) bylo
rozdrceno pipetovaci Spickou ve zkumavce. Tekutd Cast
byla odpipetovana za pfidavku 10 pl linearniho polyakry-
lamidu'. Ob& &asti byly lyzovany komerénim pufrem
DNAZzol (Invitrogen) obsahujicim guanidin isothiokyanat
(GuSCN) (cit."*) a extrahovany chloroformem podle fi-
remniho navodu.

Izolace DNA z vina pfibarveného
bezinkami

Zmrazené bezinky byly rozdrceny tloukem
v porcelanové misce. K20 ml vina Veltlinské zelené
(Igristoe CZ) bylo ptfidano 3,7 g rozdrcenych bezinek
(nebo 3,3 ml bezinkové §tavy) a 10 pul linearniho polya-
krylamidu. Pevné castice byly vysrazeny 20 ml isopropa-
nolu. DNA ze sedimentu byla extrahovana GuSCN a dva-
krat chloroformem, potom vysrdZena isopropanolem. Po
precisténi 80% ethanolem byl precipitat rozpustén ve 100
pl 10 mM TrisCI-EDTA pH 8.

Design PCR primert

Primery byly navrzeny pro vnitini pfepisovanou sek-
venci (Internal Transcribed Sequence, ITS) v rRNA podle
sekvence U88204 z databaze GenBank pomoci programu
Primer3 (cit."”). Primer ve sméru transkripce mél sekvenci
5-AAA CCT GCA CAG CAG AAT GAC-3’, primer
proti sméru transkripce sekvenci 5-CGC TCT TCA GTA
AAA ATT CCT TG-3".

|
M 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

M 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69

el 4 A A 2 A A A 4 R A B § ]
M 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
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Obr. 3. Testovani specifi‘nosti PCR: detekce na agarozové elektroforéze; M: délkovy standard (prouzek nejbliz§i amplikonu odpovi-
da 200 bp); ¢.1-60: amplikony DNA bezu ¢erného ze stanovist’ podle obr. 2; ¢.61-69: negativni kontroly, 61 — virus vyrustkové mozaiky
hrachu, 62 — Saccharomyces cerevisiae, 63 — bakteriofag lambda, 64 — Vitis vinifera odrida Zweigeltrebe, 65 — Vitis vinifera odruda
Svatovaviinecké, 66 — Vitis vinifera odrida Frankovka, 67 — Vitis vinifera odruda Pinot noir, 68 — Vitis vinifera odrada Portugalské mod-

ré, 69 — amplifikace bez templatu
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Pred syntézou byly sekvence primerd piekontrolova-
ny programem BLAST (cit.'®), zda-li se nemohou teoretic-
ky vazat i na templatovou DNA jinych organismid a po-
skytnout tak nespecifické amplikony.

Testovani specificity PCR in vitro

Polymerazova fetézova reakce probehla v cykléru
Biometra Gradient, v pufru TopBio Taq s t¢émito kompo-
nentami: 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 1,67 mU pl_l
Taq, 0,2 mg pl™' BSA, 1 uM primerd (sekvence viz vyse),
0,1 % Triton X-100. Parametry cykléru byly: 95 °C 5 min,
(96 °C 10 s, 55 °C 30, 72 °C 30 s)x45. Do reak¢éniho
roztoku bylo pfiddno po 5 ng DNA z 56 stanovist' bezu
¢erné¢ho (60 vzorki) a 9 negativnich kontrol (virova, révo-
va, kvasinkova DNA a voda, viz obr. 3).

Testovani citlivosti PCR in vitro

Citlivost PCR byla testovana v realném Case
v optickém kanalu FAM (gain 9,3) cykléru Rotor-Gene
3000 (Corbett Research) ve stejné reakéni smési a pfi stej-
nych parametrech jako pfi testovani specificity, ovSem
s pfidavkem 0,005% fluorescenéniho DNA interkalatoru
SYBR® Green I (cit."’). Pii analyze byl vyuzit firemni
software Rotor-Gene 6.0.23 s témito hodnotami nastaveni:
prahova hodnota 0,41, levd prahovad hodnota 1, zacatek
standardni normalizace prvnim cyklem, nepfitomnost ko-
rekce Sumu a prahu reak¢ni G¢innosti, lehky digitalni filtr
a 10% prahova hodnota pro negativni kontrolu bez templa-
tu. Méfenim fluorescence v pribéhu PCR u diluéni fady
s rozdilnymi koncentracemi DNA jsme sestrojili kfivku
z4vislosti riistu fluorescence na poctu cykli PCR a extra-
polaci zjistili pocatecni koncentraci templatové DNA

Tabulka II
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v testovanych vzorcich. Po PCR jsme otestovali teplotu
tani amplikonu (stoupani od 72 °C na 99 °C pii rychlosti
0,1 °C s™" pii kontinualnim méteni ve FAM kanalu).

Vysledky a diskuse

Izolovali jsme: a) DNA bezu ¢erného (Sambucus nig-
ra) z listt, ziskanych z 13 moravskych obci (56 stanovist,
60 vzorki) s fluorimetricky zjiSténym vytézkem 66,3 + 52,5
ng DNA krouzek listu™, b) DNA bezu &erného z bezinek
(69 + 13 pg DNA g') a bezinkové §tavy (41 + 19 pg
DNA g™).

Pfi zkoumani uméle pfibarveného vina jsme nenalezli
vyznamny rozdil ve vytéZzku DNA Sambucus nigra z vina
umeéle ptibarveného bezinkami (fluorimetricky 2,78 + 0,138
ug DNA g™ bezinek, pomoci qPCR 1,97 + 0,75 pg DNA
g_l bezinek) a bezinkovou $tavou (fluorimetricky 2,81 + 1,328
ug DNA g™ bezinkové $tavy, pomoci qPCR 1,24 + 0,67 pg
DNA g ' bezinkové §tavy), takZe je nase metoda pouZitel-
na na ob¢ alternativy falSovani.

Navrhli jsme PCR primery, specifické pro ITS sek-
venci Sambucus nigra, které poskytuji amplikon o délce
160 bp. Zatimco primer po sméru transkripce ma Sirsi spe-
cificitu (pfi hodnoté ocekdvani nahodné shody s danou
databazi E=0,01 jej bylo mozno pfilozit k sekvencim mno-
hych dvoudé€loZznych rostlin), primer proti sméru transkrip-
ce je specificky jen pro rod Sambucus (tab. II).

Do vina se muze potencialné dostat DNA organismul,
které se ptirozené na hroznech vyskytuji uz ve vinohradu
(Kloeckera apiculata, Candida stellata, Brettanomyces,
Candida, Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Nadsonia, Pichia, Oidium, Vitius vitifolii/

Vysledek BLAST analyzy pro zpétny primer s hodnotou o¢ekavani ndhodné shody s danou databéazi E nizsi nez 0,001

Oznacdeni sekvence v databazi GenBank

Druh

gi[33299973|gb|AY236171.1|
gi|33087025|gb|AY265158.1|
gi|1850577|gb|U88207.1|SRUS8207

gi[2226018|gb|U88558.1{U88558
gi|1850576|gb|U88206.1|SPU88206
gi|1850575|gb|U88205.1|SPU88205
gi]1850574|gb|U88204.1|SNU8S204
gi]1850573|gb|U88203.1|SMU88203
gi]1850572|gb|U88202.1|SMU88202

gi]18505692b|U88199.1|SCU88199
gi|33087024|gb|AY265157.1|

gi|1850568|gb|U88198.1/SCU88198
gi|1850567|gb|U88197.1|SCUS8197
gi|1850566|gb|U88196.1]SAUSS196
gi|1825461|gb|U41382.1|SGU41382

Sambucus racemosa

Sambucus sieboldiana
Sambucus pubens
Sambucus peruviana
Sambucus nigra
Sambucus melanocarpa
Sambucus maderensis

Sambucus canadensis

Sambucus callicarpa
Sambucus caerulea
Sambucus australis

Sambucus gaudichaudiana
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Daktulosphaira vitifoliae, Aspergillus, Botrytis, Penicili-
um, Plasmopara, Uncinula) a DNA organismi, podileji-
cich se mna vinifikaci (S. cerevisiae, S. bayanus,
S. pastorianus, S. uvarum pti kvaSeni, Quercus bulba
a Quercus robur pti barikovani, Huso huso z vyziny, Gal-
lus gallus f. domestica z bilku nebo Bos primigenius f.
dvoudéloznych rostlin mezi hrozny pfi pfipraveé vina nedo-
stane, proto mizeme teoretickou specifiénost nasich pri-
merd povazovat za dostacujici. Navic i jediny primer
z paru muze zabezpecit specificitu PCR reakce pii dosta-
teCné stringentni teploté nasedani primeru. Vysledky in
silico BLAST analyzy jsme testovali in vitro na nasi testo-
vaci sad¢ vzorkd. VSechny vzorky rodu Sambucus, které
byly sbirany bez odborného taxonomického dohledu
anemusely proto nutné byt druhu Sambucus nigra, byly
uspésné amplifikovany, coz potvrzuje robustnost metody.
Zaroven zadna z negativnich kontrol nebyla amplifikovana
(obr. 3).

Pomoci kvantitativni PCR s interkaldtorem SYBR-
Green I, kalibrované spektrofotometricky, jsme byli
schopni detegovat 60 pg bezové DNA na PCR reakci,
coz odpovida dvojnasobku diploidniho bezového geno-
mu (2C = 30,5 pg) nebo 1/3000 bezinky'®. Citlivost je
takto vysokd, protoze cilovd sekvence ITS1 se nachazi
v bezovém genomu ve stovkach, ne-li v tisicich kopii'.
Specificnost namnoZeni cilové sekvence byla déle ovéfena
shodou experimentalné zjisténé teploty tani amplikonu
(86,5 £ 0,5 °C) s teoretickou hodnotou (87 °C), vypoctené
programem OligoCalculator (http://www.basic.northwestern.
edu/biotools/oligocalc.html, pristup online 24.7.2006).

Pro zjisténi, nakolik nase citlivost koresponduje
s mnozstvim bezinkové DNA v pfibarvovaném ving, jsme
provedli simula¢ni pokus ,,pfemény* bilého vina na Cerve-
né. Potfebovali jsme vice nez 1000 bezinek (107 g), aby se
barva Veltlinského zeleného vina (Igristoe CZ; 0,7 1) pfi-
blizila barvé Svatovaviineckého. Tyto pokusy jsme pro-
vedli jen zrakovym srovnanim pfibarvovaného bilého vina
pro ziskani orientacni hodnoty cilové citlivosti detekéni
metody. O vé&tsSi presnost jsme se nesnazili, protoze
ani pfesné stanoveni XYZ tristimulu podle kolorimetrické-
ho standardu Commission Internationale de 1'Eclairage®
nepostihuje subjektivni faktor vnimani barvy. Jiny simu-
la¢ni pokus Bridleho* dosahl znatelného vylepseni barvy
Cerveného vina pfidanim 280 bezinek (30 g) do 700 ml
lahve vina. Dosazena citlivost qPCR je proto dostacujici
aplné srovnatelnd se souCasnymi chromatografickymi
metodami®’. Navic nase metoda testuje DNA misto antho-
kyaninti a miize proto slouzit jako nezévisla kontrola chro-
matografickych vysledk.

Pro ovéfeni vyuzitelnosti metody na redlnych vzor-
cich jsme testovali pfitomnost bezové DNA v podezielém
sudovém viné. Vysledky byly negativni (data neuvedena).
Je moZné, ze toto vino bylo pfibarveno synteticky, a proto
roz§ifujeme soubor vzorku k testovani.
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Zavér

Vyvinuli jsme qPCR metodu detekce nepovoleného
pfibarveni Cerveného vina bezinkami druhti rodu Sam-
bucus s limitem citlivosti odpovidajicim dvojnasobku be-
zového genomu. Nase metoda je dostatecné citliva pro
praktické vyuziti a zaroven postavena na jiném principu
neZ soudasné chromatografické metody”', a proto mize
slouzit i pro kontrolni tgely Ceské obchodni inspekce.
NaSe naméatkové testovani levnych cervenych vin vSak
bylo negativni. Je mozné, Ze nepoctivi vinafi pribarvuji
spise syntetickou tresti (diive se pouzival kancerogenni
a hemolyticky azorubin a briliantni modi*), nez netoxic-
kymi bezinkami.

Prace byla provedena za prispéni grantu 1K04104
MSMT.
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Laboratorni pfistroje a postupy

J. Drabek, M. Jaliivkova, and 1. Frébort (Faculty
of Science, Palacky University Olomouc): Quantitative
PCR Determination of Elderberries (Sambucus nigra),
an Illegal Additive to Wine

Low colour in red wine decreases its price on the
market. Therefore, illegal winemakers adulterate wine by
adding elderberries (Sambucus nigra), a natural colouring
additive. Elderberries contain anthocyanines which also
occur in red wine. Given the dynamic nature of the antho-
cyanine content in wine, it is sometimes difficult to distin-
guish wine and elderberry anthocyanines by chroma-
tographic methods. We describe a sensitive quantitative
PCR method of determination of elderberries based on
amplification of internal transcribed sequence. Our method
addresses a different target than traditional chromatogra-
phy, DNA instead of anthocyanines, and hence can serve
as a complementary method.
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