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1. UVvOD

Antokyany jsou velmi vyznamna rostlinna barviva, kterd se vyskytuji
V bunéénych vakuolach rostlin a $tavach znich ziskanych a davaji charakteristické
zbarveni listim, kvétiim i plodim mnoha druhim rostlin. Tato barviva jsou vyznamna
piredevSim pro rostlinu samotnou, kterd diky pestrému zbarveni svych kvéti a ploda
laka zivoCichy a to zajiStuje jeji reprodukci, ale tato barviva se stala vyznamnymi
barvivy také pro ¢loveka.

Protoze barva potraviny je velmi dilezitou senzorickou vlastnosti a kromé chuti
je dulezity 1 vzhled jidla, které konzumujeme, vétSina naSich potravin se dodatecné
dobarvuje, aby byly pro spotiebitele piitazlivéjsi. Piedpoklada se, ze barva ovliviiuje
piitazlivost vyrobku skoro z poloviny. Zejména sladkosti, po kterych sahaji nejcastéji
déti, najdeme v obchodech v nejriznéjSich barevnych variacich. Synteticka barviva
poskytuji sice sytéj§i zbarveni nez ta ptirodni, ale Vv soucasnosti jsou tendence
nahrazovat uméla barviva praveé barvivy z pfirodnich zdroji. A pravé antokyany jsou
velmi Casto pouzivany diky jejich velké barevné Skdle od cervené po modrou.
V potravinach je nalezneme také pod oznaCenim E163. Antokyanova barviva vSak
snadno podléhaji chemické degradaci (coz miize byt problém pii zpracovani a
skladovani potravin s antokyanovymi barvivy) a proto syntetickd barviva z naSich
potravin jesté Uipln€ nevymizela.

Antokyany jsou také v posledni dobé velmi zkoumané latky z hlediska jejich
antioxidacni aktivity. Odstranuji v téle volné radikaly a piasobi v prevenci proti
oxidaénimu stresu. Pusobi pfiznivé proti vzniku rakoviny, cukrovky a pomahaji
Vv prevenci proti kardiovaskuldrnim a nervovym onemocnénim.

Cilem této prace je extrakce antokyanovych barviv z riznych ptirodnich zdroji a
z raznych ¢asti rostlin (kvéty, plody, listy) a také testovani jejich chemickych vlastnosti
a sledovani zmény zbarveni téchto latek v riznych prostiedich. Nékteré vlastnosti jsou
porovnavany také se syntetickymi barvivy a s vlastnostmi jinych ptirodnich barviv
(betalaini) a je zde popsan jednoduchy laboratorni postup, kterym se daji antokyanova
barviva odlisit od ostatnich skupin ptirodnich barviv a od umélych barviv.

V praktické casti své diplomové prace také navrhuji Skolni pokusy, které
vyuzivaji ptfevazné roztok antokyant z Cerveného zeli, ktery se v testovani ukézal jako

nejnazorn€jsi. V praci je popsano vyuziti extraktu ze zeli jako pH indikéatoru a pouZiti
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jednoduchych a ve skole dostupnych chromatografickych separa¢nich metod. Hlavnim
zamérem bylo zvolit takové postupy, které jsou ve Skolni laboratofi dobte proveditelné
a vyzaduji co nejmensi mnozstvi chemikalii. Methanol doporuCovany u vétSiny
laboratornich pfirucek pro extrakci antokyant byl pro jeho velkou toxicitu nahrazen
ethanolem nebo byly antokyany louhovany v teplé vodé. Pro ziskani zasaditého roztoku
byl pouzit roztok jedlé sody, pro vytvotreni kyselého prostiedi byla pouzita kyselina

citronova, piipadné ocet.



2. TEORETICKA CAST

Antokyany (v literatufe je najdeme také pod nazvem anthokyany, anthokyaniny
nebo antokyaniny) jsou latky glykosidické povahy a pocetné velmi rozsahla skupina
rostlinnych barviv. Z riznych rostlinnych zdrojii bylo do dnesni doby izolovano pies
300 riznych antokyanti. ! Antokyany jsou fazeny do skupiny flavonoidnich latek .2

Antokyany jsou velmi vyznamnda, ve vod¢ rozpustnd, rostlinna barviva, ktera
davaji charakteristické zbarveni mnoha druhtim ovoce, zeleniny a kvatam rostlin, 2
Podle pH prostfedi nabyvaji zbarveni od cCervené pies fialovou po modrou az
modrozelenou. Protoze toto zbarveni se t&8i velké spotiebitelské oblibé, byvaji
antokyany Gasto pouzivany k barveni potravin. *

Na obalech potravin jsou oznacovany pod nazvem E163. Diky tomu, ze
antokyany neposkytuji tak syté zbarveni, byvaji nékdy nahrazovany vyrazng&j$imi
syntetickymi barvivy.

Tato barviva maji vSak nejzdsadnéj$i vliv pro samotnou rostlinu. Pomahaji
rostliné prezit a mnozit se, vyznam téchto barviv je tedy fyziologicky i1 ekologicky.
Diky pestfe zbarvenym kvétim a plodim se rostlina stavd atraktivni pro ostatni
zivocCichy, kteti pomahaji rostlin€ s reprodukci. V rostliné€ se antokyany nachdzeji ptimo
v bun&ené §tave a zbarvuji listy (napf. Gervené zeli), kvéty i plody.

Sviij nazev ziskala tato skupina podle dvou feckych slov ,,anthos*, coZ znamena

kvét a ,,cyaneos* tedy modry. *
2. 1 Struktura antokyanu

Antokyany, které se ptirozené vyskytuji, jsou heteroglykosidy, které se skladaji
jak z cukerné slozky, tak z aglykonu (necukerné slozky)- antokyanidinu. °

Cukernou slozkou byva pét hlavnich sacharidi: D- glukéza, L- rhamndza,
D-galaktoza, D- xyloza a L- arabindza. Jsou vzdy glykosidovany v poloze C- 3. ! Dalsi
misto pro vytvoreni glykosidické vazby je poloha C-5, o néco méné castéjsi, je pak
poloha C-7. Podle poctu navazanych cukri na necukernou slozku rozliSujeme
monoglykosidy, diglykosidy a triglykosidy antokyanidinu. Pokud dojde ke ztraté
cukerné slozky v poloze C-3, dojde k rozkladu aglykonu, coZ zptisobi ztratu zabarveni. °

Vytvaieji interakce typu ion- ion s organickymi kyselinami jako je kyselina

malonova, citronova nebo jabletna. To je stabilizuje. *



Antokyanidiny jsou nestabilni a také maji menSi rozpustnost ve vod€¢ nez
antokyany. Pokud je tedy aglykon glykosidovéan, dochédzi ke zvySovani rozpustnosti

molekuly antokyanového barviva. °

2. 1. 1 Prehled a struktura vyznamnych antokyanidini

Antokyanidiny, tedy necukerné slozky (aglykony) antokyant, jsou po chemické
strance polyhydroxyderivaty a polymethoxyderivaty 2-fenylbenzopyryliového (nebo
také flavyliového) kationtu (viz obr. 1). ®

U vSech antokyanidinu je v poloze C-4° substituovana hydroxylova skupina.
Substituenty v polohach C-3, C-5, C-6, C-7, C-3¢ a C-5° se ligi. ° Vyjimkou je Sest
hlavnich a nejvyznamnéjSich antokyanidinti vyskytujicich se v potravinach (tabulka 1),

kde se substituenty 1i$i pouze v poloze C-3° a C-5°.

Obr. 1 Obecna struktura antokyanidini ’

Jak jiz bylo zminéno, V potravinach mé vyznam Sest hlavnich antokyaniding.
Jsou to kyanidin (ndzev dle latinského nazvu chrpy, Cyanus sp.), pelargonidin
(pleargonie, Pelargonium sp.), peonidin (pivonka, Paeonie sp.), delfinidin (stracka,
Delphinium sp.), petunidin (petunie, Petunia sp.) a malvidin (sléz, Malva sp.). °

Tyto vyznamné antokyanidiny se také odliSuji svym zbarvenim. Pelargonidin je
Sarlatovy, kyanidin a peonidin maji fialové zbarveni, delfinidin a petunidin poskytuji

v r ’ cqr s ;1
purpuroveé modré zabarveni a malvidin je purpurovy.



Tabulka 1 Poloha substituentii u vyznamnych antokyanidini *

skupina navazana v poloze:

C-3 C-5 C-6 C-7 C-3¢ C-5¢
pelargonidin OH OH H OH H H
kyanidin OH OH H OH OH H
peonidin OH OH H OH OCH; H
delfinidin OH OH H OH OH OH
petunidin OH OH H OH OCHg OH
malvidin OH OH H OH OCH; OCH3

Delphinidin Malvidin Petunidin

Obr. 2 Struktura nejvyznamnéjsich antokyanidini. ™

Zvelké c&asti ovliviiuje barva aglykon barvu materidlu, které je obsahuji.
V rostlinach se volné antokyanidiny objevuji ziidka (jen jako produkty hydrolyzy
antokyani), spiSe jsou v rostlinach hlavnimi pigmenty antokyany. *

Nékdy se vrostlinach objevuji antokyany odvozené jen od jednoho
antokyanidinu, nékdy se také vyskytuji antokyany odvozené znékolika riznych

antokyaniding. *



2. 1. 2. Déleni antokyant

Podle toho, kolik molekul cukru antokyany obsahuji, je délime do 18 skupin.

NejvyznamngjSimi skupinami jsou L.

3- monosidy: monosidy s monosacharidy (glukéza, rhamnoza, galaktoza c¢i
arabin6za) vazanymi v poloze C- 31

3-biosidy:  biosidy s disacharidy  (rutinéza, sambubioza, sofordza,
neohesperiddza, genciobidza, robinobidza, laminaribiéza) vazanymi v C- 3
poloze *

3 triosidy: triosidy obsahujici trisacharidy (linedrni nebo rozvétvené) navazané
v poloze C- 31

3, 5- diglykosidy s monosacharidy vazanymi v poloze C-3aC-5"

3, 7- diglykosidy s monosacharidy vazanymi v poloze C-3aC-7"*

3- Dbiosidy- 5- monosidy maji v polohach C- 3 navazan disacharid a

monosacharid v poloze C-5*

Nejcastéji se vyskytujici je kyanidin- 3- glykosid. Vice nez druh cukru, ma na barvu

. ;v L. roz 1
vliv pravé poloha, na které je cukr navazan.

2. 1. 3 Proantokyanidiny

Antokyanidiny, coz jsou pravé barevné slozky antokyani, se v pfirodé nachazi

také v oligomerni (tedy di-, tri-, tetra-, ...) form& jako takzvané proantokyanidiny.

Horkou chut’ udavaji také nékterym ovocnym §tavam nebo napiiklad &aji. ' Na rozdil

od antokyanidint, které se z proantokyanidinti tvofi, jsou to latky bezbarvé. Naleznout

je miizeme napiiklad v zrni¢kach hroznového vina nebo v kakau. %

Obr. 3 Struktura trimerniho proantokyanidinu. %°



Proantokyanidiny maji velky pocet fenolickych hydroxylovych skupin, maji
trpkou, sviravou chut’ a fadime je mezi tiisloviny. Velké uplatnéni maji v 1€kafstvi pro

svoje antioxidacni ucinky a jejich pozitivni vliv na kardiovaskularni systém ¢lovéka. 28
2. 2 Chemické vlastnosti antokyani

To, co nas z technologického hlediska na antokyanech nejvice zajima, je prave
jejich barva a také stabilita jejich barvy, kterd je vSak pomérné nizka. ! Absorp¢ni
spektra antokyant jsou charakteristicky ve dvou oblastech vlnového spektra, ve
viditelném spektru mezi 465 a 550 nm a v ultrafialovém spektru mezi 270 a 280 nm.
Barvu a stabilitu zbarveni ovliviiuje celkem velké mnoZstvi faktord. *

Hlavni vliv ma *:

e struktura jejich molekuly

e pH prostiedi

e pritomnost riznych enzymi
o teplota

e pusobeni zareni

e piitomnost kysliku

e reakce s jinymi slouc¢eninami

e pfitomnost malého mnozstvi kovu (Cu, Fe, Mn, Zn, Al ...)

2. 2.1 Vliv pH prostiedi

Existuje rovnovdha mezi péti strukturami aglykonl v zavislosti na pH prostiedi.
Jsouto *:

e cCerveny flavyliovy kationt

e bezbarva karbinolova pseudobaze

e purpurove ¢ervend neutralni chinoidni baze

e modra chinoidni baze

e 7luty chalkon

V prostiedi, které ma pH 1 a niz8i se vyskytuji antokyany jen jako flavyliové soli
Cerveného zbarveni. Pokud se pH o néco zvysi, zane se vice uplatiovat bezbarva
karbinolovéa pseudobaze a dochazi ke sldbnuti ¢ervené¢ho zbarveni roztoku. Pfi dalSim
zvySovani pH se zacind tvofit neutralni chinoidni baze, kterd vyvola purpurové cervené
zabarveni. Aby mohla tato baze vzniknout, je nutné, aby byla pfitomna volny

hydroxylova skupina na jednom uhliku v poloze C-5, C-7 nebo C-4‘. Kolem pH 8 se

7



V roztoku zacina tvofit modie zabarveny aniont chinoidni baze. Pokud pH nadéle roste,
modré zbarveni zadind slabnout a zane dochazet k vytvareni chalkonu, ktery dava
roztoku zluté zabarveni. Ze zlutého chalkonu se po okyseleni zpatky na pH 1 mizeme

dostat na ¢ervenou formu- flavyliovy kationt. Tato zména je vSak pomalejsi. !

Z 0 glykosyl

"0 ghykosyl gt
— olvk
O—ghvkosl L <] R pH 4,0-4.5
flavyvliovy kation (Cerveny) karbinolova pseudobize (bezb.)
/H’ 1 \H. 1 / - H!o
X OH
HO = R3 0] xn 0 = R:
3 OH
0— glykosyl NS0 glykosyl
o—ghkosyl | 4575 oO—glkosyl HO. -
neutralni chinoidni baze (tmavé ¢ervena) & ) 2z

o— glykosyl
+ — olvkosvl
H . / 0— glykosy pH=8§
o
| :
k-
|

J-= ] -
: chalkon (zluta)
0 X
7
b 0\221 = o #

\Q/\o glhykosyl I;/\\/\0— glykosyl

— glvkosyvl
0~ glykosyl O—FN pH 758

anion chinoidni baze (modra)

Obr. 4 Pifeména antokyanii v zavislosti na zméné pH prostiedi. 10

Jind situace je u zpracovaného ovoce a zeleniny. Zatimco V rostlinach se
vyskytuji antokyany ve form¢ neutrdlni chinoidni baze v prosttedi o pH 2,5 — 7,5, u
zpracovanych potravin se mohou vyskytovat v prostfedi s jinym pH nez je pfirozené.
Jsou vSak stabilizovany interakci s jinymi flavonoidy (interkopigmentace), vyskytuji se
jako acylované formy (intrakopigmentace) nebo jsou v interakci s jinymi slozkami
potravin. *

Pokud se né&jaky vyrobek déle skladuje, dochazi ke vzniku oligomeru, ktery ma
podobnou barvu piivodnimu antokyanu, ale tyhle pivodni antokyany nemuseji byt
pfitomny. !

VIiv pH na zbarveni antokyani mutzeme také pozorovat béhem vyvoje kvétu

%

rostlin. Pfi¢inou zmény zbarveni v riizném vyvoji je zména kyselosti bunééné Stavy.



V poupéti je kyseld, pfi rozvoji kvétu neutrdlni a pfi plné vyvinutém kvétu slabé
alkalicka. To miZzeme pozorovat napiiklad u plicniku tmavého (Pulmonaria obscura).

Poupata jsou Cervend, pfi rozvinu modrofialova a nakonec jsou kvéty modré. 1

Obr. 5 Zména zbarveni u kvétu plicniku tmavého béhem jeho vyvoje. '

2. 2. 2 Vliv struktury

Také struktura ma vliv na zbarveni antokyant. V kyselém prostiedi zavisi barva
na poétu a druhu navazanych antokyanidint. Cim vétsi pocet hydroxylovych skupin je
v antokyanidinu navazano, tim vic modry odstin antokyany ziskavaji. Pokud jsou
navazany spise methoxyskupiny, nabyva antokyan cerveného zbarveni.

Méné stabilni jsou derivaty, které obsahuji vétsi pocet hydroxylovych skupin.
Naopak derivaty s vét§im poc¢tem methoxylovych skupin, jsou stabilngjsi. Glykosidy,
tedy antokyany, jsou stabilnéjsi nez aglykony (antokyanidiny). Diglykosidy jsou vice
odolné pfi skladovani, pfi vystaveni slune€nimu svétlu a pii tepelném zpracovani nez

monoglykosidy. Vliv na barevnou stabilitu ma také druh cukru, ktery je navazany.

2. 2. 3 Vliv teploty

Zmeéna teploty je dalsim faktorem, ktery ovliviiuje stabilitu a rychlost degradace
antokyant. Vliv teploty navic zavisi také na struktute, pH prostfedi, vlivu kysliku nebo
na interakci s jinymi slozkami latek. VétSina antokyand pii vysSich teplotach ziskava
vétsi stabilitu. Tento proces se vyuziva naptiklad pfi zpracovavani ovoce a zeleniny. Pti
zvyseni teploty dochézi ke vzniku stabilngjsich oligomernich pigmentt a jsou hlavnimi

nositeli barvy. Toho se vyuZiva pii vyrob& Cervenych vin nebo ovocnych §tav. *



2. 2. 4 Vliv enzymu

Barvu mohou antokyany ztracet také diky enzymovym reakcim. Tyto reakce
mohou byt katalyzovany glykosidasami nebo polyfenoloxidasami. Glykosidasy
hydrolyzuji glykosidické vazby, které antokyany obsahuji a davaji vzniknout
pfislusnému cukru a aglykonu. Takova kombinace je nestabilni a pfechazi na bezbarvé
produkty. Polyfenoloxidasy nachazi svoje uplatnéni hlavné pti reakcich enzymového

hnédnuti. *

2. 2. 5 Vliv kysliku a peroxidi
Vzdusnym kyslikem se antokyany oxiduji na bezbarvé formy nebo na hnédé

produkty a to bud’ pfimo, nebo nepiimo prostiednictvim jinych nestabilnich sloucenin.

Prostiednikem téchto reakci miize byt napiiklad kyselina askorbova, ktera se oxiduje za

vzniku peroxidu vodiku, ktery vyvola destrukci antokyanii. *

1
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Obr. 6 Vliv peroxidu vodiku na antokyan a vznik bezbarvého produktu. 13

2. 2. 6 Vliv zareni

Pokud antokyany vystavime pusobeni viditelného svétla, ultrafialového nebo
1onizujiciho zareni, projevi se u nich jejich nestabilita. Rozklad probih4 hlavné formou
fotooxidace. Stabilnéjsi jsou antokyany, které jsou v poloze C-5 nesubstituovany.
Antokyany, které maji v poloze C-5 navazanou hydroxylovou skupinu a fluoreskuji,

jsou viii fotochemickému rozkladu mnohem citliv&jsi. *
2. 2.7 Vliv oxidu siri¢itého

Bezbarvé formy antokyanti vznikaji i diky plsobeni oxidu sifi¢itého. Tyto
reakce jsou vSak vratné (reverzibilni) a pokud dojde k jejich zahfati a okyseleni,

muizeme z velké Casti ziskat pivodni antokyany. *
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Obr. 7 Navazani oxidu siFi¢itého na antokyan za vzniku bezbarvych sulfonovych

kyselin. *2

2. 2. 8 Vliv cukri a jejich rozkladnych produkta

Pokud je ve vyrobku vétsi koncentrace cukrt (vyssi nez 20%), tomu je napiiklad
v ovocnych dZemech, pak se vyrazné snizi aktivita vody a to mé za nésledek stabilizaci
barvy antokyand. Degradaéni produkty cukrt poskytuji hnédé zbarveni a urychluji
degradaci antokyant. Jednim z téchto degradac¢nich produktt je furan-2-karbaldehyd a
tim druhym je 5-hydroxymethylfuran-2-karbaldehyd. *

2. 2.9 Reakce s jinymi slou¢eninami

Antokyany také reaguji s jinymi riznymi slou¢eninami a tvoti s nimi komplexy.
Vyznamné produkty ziskame pfi interakci s jinymi flavonoidy, bilkovinami nebo
polysacharidy. Takové interakci fikdme intermolekuldrni kopigmentace. VéEtSina latek,
se kterymi antokyany reaguji, jsou bezbarvé latky, ale po vzniku komplexu se diky nim
zvySuje stabilita zbarveni antokyant. Dojde k zabranéni nukleofilni reakce s vodou,
diky ¢emuz nedojde ke vzniku karbinolové pseudobéze a ztraté barvy. *

Komplexy antokyand s kovy (hlinik, draslik, Zelezo, méd’, vapnik, cin, ...)
mohou barvu ¢asteCné stabilizovat, nebo mohou naopak zpiisobit nezddouci zménu
zbarveni potravin. Tomu je pro ptiklad u cinu v konzervach, ktery méni pfirozenou
cervenou barvu plodl. Tuto zménu mizZeme pozorovat napiiklad u konzervovanych

jahod, které ztraci v konzervé svoje atraktivni &ervené zbarveni. !
2. 3 Vyskyt antokyani

Antokyany najdeme ve velkém poctu druhi rostlin. Konkrétné se vyskytuji ve
vakuolach bunék. Tato barviva najdeme nejen v kvétech a plodech, ale také v listech
nekterych rostlin. !

Hlavni zdroje antokyant, které vyuzivame jako potraviny, jsou plody rostlin

z riznych &eledi *:
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e Révovité (Vitaceae) kam patii vyznamné ovoce s antokyanovymi barvivy-
hrozny vinné révy. !

e Riuzovit¢é (Rosaceae) kam fadime visné, tfeSné, maliny, jahody, ostruziny,
$vestky, jablka nebo také hrusky. *

e Lilkovité (Solanaceae) S vyznamnym zastupcem s antokyanovymi barvivy
lilkem vejcoplodym s charakteristickou tmavé fialovou slupkou, ale také sem
fadime &ervené odridy brambor. *

e Srstkovité (Grossulariaceae) je celed vyznamna hlavné diky zastupci
ervenému rybizu, ale vyznamné jsou i Servené formy rybizu nebo angrestu.

e Viesovcovité (Ericaceae) diky boriivee a ostruzing. *

e Olivovité (Oleaceae) s ernymi olivami. *

e Brukvovité (Brassicaceae)- jejich cervené varianty obsahuji také velké mnozstvi

o w7 v oW /4 4 A v 1
anthokyant. Patii sem hlavné ¢ervené zeli nebo fedkvicka.

Tabulka 2 Piehled vyskytu antokyanidini ve vybraném ovoci a zelening.

Material Antokyanidin
Ovoce:
Boruvka kyanidin, petunidin
Hruska (slupka) kyanidin
Jablko (slupka) kyanidin
Jahoda pelargonidin, kyanidin
Malina kyanidin, pelargonidin
Oliva kyanidin
Ostruzina kyanidin, pelargonidin, malvidin,
delfinidin
Cerny rybiz kyanidin, delfinidin
Cerveny rybiz kyanidin
Svestka kyanidin, peonidin
TreSen kyanidin, peonidin
Vinné hrozny malvidin, kyanidin, peonidin, delfinidin,
petunidin
Zelenina:
Cervena cibule kyanidin, peonidin
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Lilek (slupka) delfinidin

Redkvicka (slupka) pelargonidin, kyanidin
Cervené zeli (listy) kyanidin
Cervené brambory pelargonidin, kyanidin, peonidin,

delfinidin, petunidin, malvidin

Kvét rostliny:

Ibisek delfinidin, kyanidin

Je znamo 500 raznych antokyant a 28 antokyanidind, ze kterych pouze Sest je
nejvice zastoupeno v cévnatych rostlinach (kyanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin,
petunidin a malvidin). Ztéchto Sesti se vyskytuje nejvétsim podilem kyanidin,
pelargonidin a delfinidin. Jsou z 80% v listech, z 69% v ovoci a z 50% v kvétech. Podil
Vv ovoci a zelening je *°;

e kyanidin: 50%

e delfinidin: 12%

e pelargonidin 12%

e peonidin: 12%

e petunidin: 7%

e malvidin: 7%

Hlavni potravinovy zdroj antokyanti jsou bobule, které obsahuji az 5000 mg/kg
(nejvice borivky, ostruziny a cerny rybiz) a cervené hrozny, kde je jejich obsah
dokonce vétsi nez 7500 mg/kg. V Cerveném viné se jejich mnoZstvi pohybuje kolem
350 mg/l. ** Na mnozstvi antokyand ve vzorku ma také vliv rostlinny druh a odrida,

mnozstvi slune¢niho zareni, teplota a také podminky poskliziiového dozravani. 20

2. 4 Barveni potravin

Antokyany maji sice obrovsky potencidl pro pouZiti v potravinaiském,
farmaceutickém a také kosmetickém primyslu, ale jejich vyuziti bylo velmi omezeno
kvali jejich relativni nestabilité. V soucasné dobé je vSak zijem o nahrazovani
syntetickych barviv, kterd mohou mit nepfiznivy aZz toxicky U¢inek na lidsky
organismus, a proto se opét zacinaji studovat rtiznd pfirodni barviva a je snaha
zamé&fovat se na problémy, které doprovazi pouziti antokyanti jako barevnych pigmentt

. 1
v potravinach. >
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Tato rostlinnd barviva déavaji charakteristické ¢ervené zbarveni mnoha druhiim
nasSich potravin. Nékdy byva tato barva oznacovana jako ,,radostna ¢erven* a mizeme ji
pozorovat u ovocnych kompotli, ovocnych $tav nebo sirupli. Nasledkem chemické
degradace antokyant vSak dochazi ke zmén¢, zhorSeni ¢i vyblednuti barvy a to se stava
velkym problémem pfi zpracovavani téchto potravin nebo pii jejich dlouhodobém
skladovani. ’ Jahody jsou popularni ovoce, které je asto pouZivano pro vyrobu dZzust a
jinych napoji diky jejich atraktivni barve, vynikajici chuti, pfijemnému aroma a jejich
nutri¢ni funkci. Svétle Cervena barva je dana antokyanidinem pelargonidinem, ktery je
Vv jahodach majoritni a tmavé Cervena barva je dana aglykonem kyanidinem, ktery je
minoritni slozkou. Tato pfirozena barva jahod a vyrobki z nich snadno bledne nebo se
naruSuje béhem zpracovani a skladovani. Teplota, pH a svétlo jsou nejvyznamnéjSimi
faktory, které stabilitu barvy ovliviiuji. Skladovéani téchto potravin, které obsahuji
antokyany, je tedy velkym problémem, protoze atraktivni Cervena barva byva po par
tydnech ¢i dokonce dnech skladovani nahrazena neatraktivnim nahnédlym zbarvenim.
Diky tomu se nckteré napoje uméle dobarvuji, aby byl vizualni vzhled potraviny
zachovan. *®

Na obalech potravin najdeme antokyany také pod oznacenim E163. Nejsou u
nich zndmé zadné nezadouci Gdinky a tvofi piirozenou soucst nasi potravy. V Ceské
republice i celé Evropské unii je pouziti tohoto barviva povolenou s vyjimkou détské

stravy. V USA je jeho uziti povoleno tplng. */

2. 4.1 Pribarvovani potravin

V Ceské republice se nejéastéji zpracovava ovoce jako jablka, hrusky, meruiiky,
broskve, vi§né, tfeSn€ nebo jahody a d¢€laji se z n€j St'avy, koncentraty, povidla, dzemy a
détska vyziva. Ostatni ovoce jako jsou bortivky, brusinky, ostruziny nebo maliny se
zejména vlivem technologického zpracovani, pouzitim aditivnich latek, balenim nebo
skladovanim. * U antokyanii néas zajima ptfevdzné¢ zména zbarveni béhem téchto
procest.

Nejen problém se zménou vlastnosti nas nuti potraviny dobarvovat, ale také stale
rostouci cena Cerstvého ovoce. Z tohoto diivodu se snizuje ovocny podil drazsiho ovoce
a nahrazuje se ovocem levnéjSim (naptiklad jablky). Zménou sloZeni, vSak vyrobky
ztrati svoji barevnost a zpétného intenzivniho zbarveni je mozné dosdhnout

ptibarvovanim. U vyrobkl z Cerveného a modrého ovoce se vyuZzivaji pro ptibarveni
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takzvané barvici potraviny. Jedna se o koncentraty, extrakty nebo $tavy z intenzivné
barevnych plodi- bezinka, Servend fepa, hroznové vino a jiné. 2°

Ptibarvovat nelze tehdy, pokud by doslo k mateni spotiebitele (napiiklad pro
skryti pouziti nevhodnych surovin). Lze dobarvit potravinu pro zlepSeni
organoleptickych vlastnosti, pro obnoveni plvodniho vzhledu potraviny, které se
ztratily béhem zpracovani, skladovani nebo baleni nebo pro obarveni bezbarvych

potravin. %

. . , . ¥ . . 20
Tabulka 3 Povolena barviva ve vyrobcich z ¢erveného a modrého ovoce.

Druh vyrobku Povolena Barviva Dals$i moZnosti
pridana barviva | pouZitelna pribarvovani

S omezenim

100% ovocné stavy zadna zadna -
Extra dZemy a rosoly | zadna 74dna cervené ovocné Stavy
Détska vyziva 7adna 74dna -

Dzemy, pomazanky, E160 a, E160c, E120, E122, ¢ervené ovocné §tavy,

zmrzliny, ochucené E162, E163, E124, E129 Stava z Cervené fepy
napoje E120, E122,
E124, E129

(E160a- karoteny, E160c- paprikovy extrakt, E162- betalain, E163- anthokyany,
E120- koSenila, E122- azorubin, E124- ponceau 4R, E129- allura red)

U nés na trhu miZzeme najit rizné falSované potraviny (§tavy, dzemy, détské
ptikrmy), které obsahuji mén¢ ovoce, nez vyrobci uvadeji na obalu. Také se objevuji
Vv potravinach druhy ovoce, které se v ptivodnim vyrobku vyskytovat nemaji. Nejéastéji
se nahrazuji vyrobky, které maji velkou cenu- maliny, jahody, boriivky, Cerny rybiz a

nahrazuji se levnéjSimi naptiklad jablky. 20
2.5 Porovnani s jinymi druhy barviv

Vyhody antokyanti spocivaji vtom, Ze pokud je uchovavame v chemicky
nezménéném prostiedi, doddvaji potravinou atraktivni jasnou ¢ervenou barvu a zejména
ovocnym vyrobkim dévaji pfirozeny vzhled. Nebyly u nich objeveny zadné pro zdravi
Skodlivé aspekty, ale naopak se mluvi o jejich ptiznivych fyziologickych ucincich

(zejména antioxida&nich). ’
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V porovnani s ostatnimi barvivy vSak maji i svoje nevyhody. Sem patii zejména
jejich nizka stabilita barvy a od toho se odvijejici problémy se skladovanim a
pramyslovym zpracovavanim. Ziskani cistych preparati je také velmi nakladné a
vetsinou se pouzivaji odpadni suroviny, jako jsou slupky nebo vylisky z ovoce. !

Dalsimi velmi pouzivanymi potravinovymi barvivy jsou betalainy ziskavané
zejména z Cervené fepy- E162. Je to barvivo o néco stabilngjsi nez jsou antokyanové
pigmenty a stejné jako u antokyand je tato latka v potravinach povolena s vyjimkou
détské vyzivy. Je taktéz zdravotné nezavadné, jen u malych déti mize byt problém
s velkym mnoZstvim dusi¢nant, které se vyskytuji v Gervené fep&.

Ne vsak kazdé ptirodni barvivo je zdravotné nezavadné. Dalsi hojné vyuzivany
cerveny pigment najdeme pod oznafenim E120 a nese nadzev KoSenila (tu je potieba
konzervovat benzoanem sodnym a takto upravené barvivo pak oznacujeme Karmin). Je
to barvivo zivocisného piavodu- ziskava se zvysuSenych t&l samicek hmyzu
Dactylopius Coccus. Vzhledem k jeho nezadoucim u¢inkiim je snaha od tohoto barviva
upoustet a nahrazovat ho jinym. KoSenila je alergen a mtze zpiisobit anafylaxi, astma,
kopfivku, sennou rymu a byva oznadovana za pfi¢inu détské hyperaktivity. *’

Synteticka barviva maji oproti tém piirodnim velikou vyhodu v tom, ze jsou
stabilni a poskytuji velmi syté zbarveni. Od dobarvovani potravin syntetickymi barvivy
se vsoucasné dobé snazi mnoho vyrobcli upoustét, protoze byly dokazany jejich
nezadouci U¢inky na lidské télo. Z t&ch cervenych bych jako ptiklad uvedla barvivo
E122- Azorubin, které je také zminovano v experimentalni ¢asti této prace. Azorubin
patii do skupiny azobarviv a vyrabi se z kamenouhelného dehtu. Muze vyvolavat
alergické kozni reakce a u déti mize podobné jako Kosenila zpisobovat hyperaktivitu.
Tato informace se také uvadi na obalech, které azorubin obsahuji. Pfed vstupem Ceské
republiky do Evropské unie bylo toto barvivo u nas zakazané. Nyni je jeho uZiti opét

povoleno.
2.6 Vyznam antokyani pro lidsky organismus

O antokyanech se v posledni dob¢ mluvi hlavné diky jejich vysoké antioxidacni
aktivité. Cela fada studii ukazuje, Zze pravidelna konzumace ovoce a zeleniny snizuje
riziko onemocnéni rakovinou, zabranuje vzniku neurologickych poruch a poméha
Vv prevenci proti kardiovaskularnim onemocnénim. 2 Je stale rostouci zdjem o stravu
pestrou, nutricni a funk¢ni. Tento z4jem se zvysil diky studiim jidel, které mohou byt

prospésné naSemu zdravi. Byly provedeny studie na ovoci, bylinach 1 semenech a
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zkoumala se pfedevSim jejich antioxidacni aktivita. Ztrata volnych radikalt a proti-
starnouci aktivity maji z4dsadni vyznam, protoze tyto vlastnosti jsou pevné spojeny
sprevenci proti chronickym onemocnénim, jako jsou rtzna kardiovaskularni
onemocnéni nebo rakovina. *°

V posledni dobé¢ je zajem vyuzit kvétiny jako velmi zdravy zdroj potravy. Tento
pfistup se vSak setkava s velkou neofobii- tedy strachu lidi zkouset nové véci. Nova
potravina vytvaii Casto vrozenou nedivéru zejména u déti a je tfeba lidi vzdélavat
VvV oblasti vyzivy a navrhnout jim castéji kvétiny jako zdroj potravy. Kvétiny byly
pouzivané jako potrava uz ve Starovékém Recku a Rimé& a pravé o to se opiraji nové
vznikajici nutricni vyzkumy, které se zaméfuji na nové agronomické a ekonomické
sméry. Bohaty pigment rostlin se ptivodné vyvinul k tomu, aby rostlina byla atraktivni a
lakala opylovace. Vyznacuje se ale také vysokou antioxidaéni aktivitou, ktera je velmi
dalezitou a zajimavou vlastnosti také pro lidsky organismus a vyzivu lidi. Pravé
mnozstvi antokyanti ¢ini z kvéti vyznamny zdroj, ktery by mohl byt vyuzit. U jedlych
kvéti bylo také prokazéano, Ze jsou U€inné v boji proti nddoriim, zanétim a mutagennim
vlivim. Antokyanové pigmenty jsou velmi dulezit¢ fytochemikalie V rostlinnych
potravinach vzhledem k jejich silnym antioxidacnim u¢inkim a dal§im fyzikalng-
chemickym a biologickym vlastnostem. I kdyz se pouziti kvétin jevi jako velmi slibny
zdroj potravy a jejich zdravi prospésné u€inky by nemély byt opomijeny, je tieba pfi
vybéru kvétin ke konzumaci postupovat opatrng, protoze nékteré druhy obsahuji i latky,
které nejsou pro nas§ organismus zcela vhodné, v nékterych ptipadech mohou byt i
zdravi gkodlivé. *°

Vysoce pigmentované ovoce, zejména malé bobule jako jsou bortvky,
ostruziny, tfe$n¢€, maliny a jahody byly velmi studovany kvuli jejich obsahu antokyant.
Zajem o tyto plodiny v poslednich letech vyznamné vzrostl diky dikazu, Ze obsahuji
fytochemikalie, které hraji kliCovou roli v boji proti oxida¢nimu stresu, ktery je spojen
se vznikem chronickych onemocnéni. 19

Studie ukazaly, ze antokyany vSak maji velmi malou biologickou dostupnost.
Z celkového piijmu je vytézek antokyanti pouze 1%. Absorpce probiha typicky v horni
Gasti gastrointestinalniho traktu. ** Pokud se nachazi ve stievé, piisobi p¥iznivé proti
vzniku rakoviny, cukrovce a pomahaji v prevenci proti kardiovaskularnim a nervovym

onemocnénim.,
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2. 6.1 Volné radikaly

Volné radikaly jsou takové atomy, molekula nebo ion, které maji
Vv elektronovém obalu jeden neparovy elektron a jsou schopné samostatné existence.
Maji snahu ziskat dalsi elektron, kterym si doplni elektronovy par a dostanou se tak do
stabilni konfigurace. Z toho také vychazi jejich vysoka reaktivita a tedy kratka doba
jejich existence. %

Volné radikaly reaguji bud’ sjinymi volnymi radikaly a také s inaktivnimi
molekulami. Touto reakci vznikne dal§i volny radikal a tento d¢j ma tendenci dale
pokracovat fetézovou reakci. Volné radikdly mohou napadat lipidy v membranach
buné¢k, sacharidy, nukleové kyseliny, ale také bilkoviny véetné¢ enzymi a to mulize vést
Kk rozsahlému poskozovani tkani i organt. 24

Aerobni zpusob Zivota a ziskavani energie vede K tomu, Ze se lidské télo muselo
naucit s volnymi radikaly vypotradat. Volné radikaly télo vyuziva ve svlij prospéch pii
ni¢eni mikroorganismu, pii oplodnéni vajicka, ale také volné radikaly mohou nase télo
vyznamné poskozovat. Mizou zptsobit nemoci jako je aterosklerdza, cukrovka, nadory
nebo zanéty. V boji proti témto neptiznivym vliviim volnych radikalti pomaha takzvana
antioxida¢ni ochrana t&la. * Antokyany jsou pravé jednémi z latek, které antioxidaéni
ucinky maji, podporuji antioxida¢ni ochranu téla a zabranuji vzniku radikalovych
fetézovych reaket.

Pro organismus jsou nejvyznamné&jsi volné radikaly kysliku a dusiku. Jejich
preménou pak mohou vznikat jiné reaktivni latky, které jiz nemaji neparovy elektron.
Tyto latky oznacujeme nazvem reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species)

nebo dusiku (RSN, reactive nitrogen species). %

Tabulka 4 Reaktivni formy kysliku a dusiky a neradikalové formy. ¥/

Reaktivni formy: Neradikalové formy:
Superoxid 05 peroxid vodiku H,0;
Hydroxyl HO singletovy kyslik 10,

Hydroperoxyl HOO ozon O3
Lipid L lipid hydroperoxid LOOH
Lipid peroxyl LOO kyselina chlorna HOCI
Peroxyl ROO peroxynitrit ONOO
Lipid alkoxyl LO oxid dusity N,O3
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Oxid dusicity NO, kyselina dusita HNO;
Oxid dusnaty NO nitryl chlorid NO,CI
Nitrosil NO* nitroxyl NO
Thiyl RS kyselina peroxydusita ONOOH
Protein P oxid dusny N,O

2. 6. 2 Oxidacni stres

Oxida¢ni stres nastava, pokud je v organismu pievaha volnych radikald nad
oxidacni obranou, tedy vznika vice reaktivnich forem kysliku a dusiku nez se stihne
odstrafiovat. 2 Reaktivni formy za norméalnich okolnosti nejsou pro nase télo Skodlivé.

Skodi jen v ptipadg, e se vymknou kontrole. ?’

2. 6. 3 Antioxidanty

Antioxidantii existuje velké mnozstvi. Jsou to molekuly, jejichz ptitomnost
v malé koncentraci zabranuje oxidaéni destrukci riznych latek v organismu. 2
V porovnani s latkami, které maji chranit, jich je jen velmi malo. Antioxidanty (nebo
také inhibitory oxidaci) maji velmi velky vyznam pfi likvidaci volnych radikali a to
hlavng kysliku a dusiku. %’

Antioxidanty vytvaii v naSem téle pfirozeny obranny systém a chrani tak latky,
které jsou pro naSe t€lo Zivotné dllezité, pred nejrliznéjSimi zménami. Jsou vSak také
prospésné, pokud se nachazeji v potravinach. Zabranuji nejriiznéjSim projeviim oxidace

potravin a prodluzuji jejich zivotnost. 27
2. 7 Chromatografické metody

Pti chromatografii se opakované ustaluje rovnovédha mezi dvéma nemisitelnymi
fazemi. Tato technika dokaze separovat smés na jednotlivé slozky. Podstatou tohoto
procesu je ptechod slozek smési mezi dvéma ruznymi fazemi. Jedna faze je oznaena
jako mobilni a druhd jako staciondrni. Mobilni fazi mize byt plyn nebo kapalina,
stacionarni fazi se odviji od typu chromatografie. Muze byt ve form¢ tuhé faze, tenké
vrstvy, Castecek a dalsi. 3

Nejcastéjsimi  typy délicich metod, které se uzivaji pro rozdélovani
flavonoidnich barviv (tedy i antokyanil) jsou sloupcova chromatografie, chromatografie

. 7 v 2
na papire a chromatografie na tenké vrstve.
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2. 7.1 Sloupcova chromatografie (kolonova)

Pii sloupcové chromatografii je stacionarni faze umisténa v trubici, tvori

sloupec. 3! podminkou pro sloupcovou chromatografii je to, aby adsorbent nereagoval

s mobilni fazi nebo se slozkami, které chceme délit. Adsorbent se také nesmi v mobilni

fazi rozpoustét a musi mit velkou adsorp¢ni kapacitu. Déleni je zalozena na rozdilnych

distribu¢nich konstantach jednotlivych slozek ve smési. *

2. 7.2 Papirova chromatografie

Pfi tomto typu chromatografie dochdzi k separaci na prouzku papiru. U

chromatografie na papiru volime tzv. sestupné uspoiadani. Pruh filtraCniho papiru ma

okraj smoc¢eny mobilni fazi v nadobce a je volné zavéSen pres jeji okraj. Prutok mobilni

faze pak zajistuje vzlinani a také gravitace. Aby se zabranilo vysychani mobilni faze

z papiru, provadime chromatografii v uzaviené nadobce, ktera je nasycena parami

mobilni faze. ¥

\

siéy
VyVi]

mobilni

faze

Ul

Obr. 8 Uspotadani papirové chromatografie.

Tabulka 5 Priklady hodnot

reten¢nich faktori (Rf) antokyanidinid

rv (] r b4 4 2
chromatografie na papife u riznych reten¢nich soustav.

u

Antokyanidin

Re- soustava:

1 2 3 4 5
pelargonidin 0,67 0,36 0,26 0,68 0,64
peonidin 0,64 0,29 0,20 0,50 0,64
malvidin 0,60 0,26 0,15 0,33 -
kyanidin 0,48 0,24 0,16 0,48 0,52
petunidin 0,45 0,20 0,12 0,33 0,60
delfinidin 0,35 0,14 0,09 - 0,46
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Soustava:

1: kyselina octova, kyselina chlorovodikova a voda- 30: 3: 10
2: kyselina mravenci, kyselina octovd a voda-5: 2: 3

3: kyselina propionova, kyselina chlorovodikova a voda- 3: 1: 8
4: isopropanol a 5% kyselina chlorovodikova- 55: 45

5: n- butanol, kyselina octova a voda- 4: 1: 5

2. 7. 3 Chromatografie na tenké vrstvé

Jedna se o jednoduchou variantu kapalinové chromatografie. K separaci dochazi
na stacionarni fazi tvofenou tenkou vrstvou sorbentu. U tohoto typu volime tzv.
vzestupné uspotadani, kdy spodni okraj staciondrni faze (tenké vrstvy) je smacen
mobilni fazi, kterd protékd tenkou vrstvou vzlinanim. Pro zabranéni vysychani mobilni
faze z tenké vrstvy ji uzavieme do nadobky, kterd se nasyti parami mobilni faze. 30

Jako tenké vrstvy se pro déleni flavonoidnich barviv uzivaji vrstvy celulozy,

polyamidu, silikagelu, polyvinylpyrrolidonu nebo oxidu hofe¢natého. >

e A

- smér
vyvijeni

1 — ~» mobilni
W — — faze

Obr. 9 Uspoiadani chromatografie na tenké vrstvé, ¥

Pii déleni antokyanovych barviv maji velké pouZziti metody dvourozmérné
chromatografie na celul6ze (stacionarni faze). 2 Piiklad takového d&leni je znazornén na
obrazku ¢. 10. Jako mobilni faze je pouzita v jednom sméru smés n- butanolu, kyseliny
chlorovodikové a vody v poméru 5: 2: 1 a v druhém sméru smés kyseliny mravenci,

kyseliny chlorovodikové a vody v poméru 1: 4: 8.
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Obr. 10 P¥iklad déleni antokyanii na tenké vrstvé celulézy. °

(S- start; 1: n- butanol- kyselina chlorovodikova- voda (5: 2: 1); 2: kyselina mravenci-
kyselina chlorovodikova- voda (1: 4: 8); po detekci ultrafialovym svétlem:

A: kyanidin- 3,5- diglukosid; B: delfinidin- 3- glukosid; C: delfinidin- 3- rutinosid;
D: kyanidin- 3- glukosid; E: kyanidin- 3- rutinosid; F: kyanidin- 3- soforosid,;
G: kyanidin- 3- sambubiosid; H: kyanidin- 3- sambubiosid- 5- glukosid;

J: delfinidin- 3,5- glukosid; K- delfinidin- 3- rutinosid- 5- glukosid;

L- kyanidin- 3- rutinosid- 5- glukosid.) ?

Tabulka 6 Priklady hodnot reten¢nich faktori tenkovrstevné chromatografie u

vybranych antokyanovych barviv v riznych soustavach. 2

Antokyan Reten¢ni soustava:

1 2 3
kyanidin- 3- glukosid 0,30 0,34 -
kyanidin- 3- rutinosid 0,50 0,26 -

pelargonidin- 3- glukosid 0,43 0,52 -

delfinidin- 3,5- diglukosid - - 0,20
petunidin- 3,5- diglukosid - - 0,32
malvidin- 3,5- diglukosid - - 0,40

Soustava:
1- celuloza: kyselina octova, voda, kyselina chlorovodikova (15: 82: 3)
2- celuloza: n- butanol, kyselina octova, voda (4: 1: 5)

3- silikagel: ethylacetat, methylethylketon, kyselina mravenci, voda (5: 3: 3: 1)
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3. PRAKTICKA CAST

3. 1 Priprava tlumivych roztoku

Pro upravu pH prostiedi jsem zvolila univerzalni pufr podle H. T. S. Brittona a
R. A. Robinsona, ktery upravuje pH v rozmezi 1,81 — 11,98.

Ve dvou 250 ml odmérnych bankach byly piipraveny 2 zdsobni roztoky.
Zasobni roztok 0,2M NaOH (roztok A) a zasobni roztok, ktery obsahoval 0,04M
H3POy4, 0,04M CH3COOH a 0,04M H3BO;3 (roztok B).

Pomoci téchto zasobnich roztokii bylo ptipraveno 12 dil¢ich roztoki pro Gpravu
pH od pfiblizné 2 do 12. K 25 ml roztoku kyselin (B) bylo pipetovano rizné mnozstvi
roztoku hydroxidu sodného (A) podle tabulky uvedené nize:

Tabulka 7 P¥iprava pufru podle Brittona a Robinsona *

x ml 0,2M NaOH
1,2 mi
4,4 ml
6,2 ml
8,7 ml
10,6 ml
13,1 ml
15 ml
16,9 ml
19,4 ml
21,2 ml
25 ml

°
T
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=
o

-
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3. 2 Extrakce antokyanu a priprava filtratu

Ovoce, zeleninu nebo kvéty jsem pied extrakci nejdiive rozmélnila na mensi
¢asti, poté zalila malym mnozstvim ethanolu a vSe zhomogenizovala ve tfeci misce.
Poté jsem dala sm¢s filtrovat a ziskala filtrat s antokyany. Ovocné dZusy a $t'avy jsem

pouze natedila destilovanou vodou a s timto roztokem dale pracovala.
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Jako extrak¢ni Cinidlo pro ziskani antokyant se v literatufe uvadi prevazné
methanol, ktery jsem vSak nahradila ethanolem kvli lepsi vyuzitelnosti tohoto postupu
ve Skolach a diky mensi toxicité a lepsi dostupnosti této chemikalie. Antokyany jsou
také latky dobfe rozpustné ve vod¢ a lze je extrahovat pouze vodou a kratkym

povarenim.
3. 3 Testovani chemickych vlastnosti antokyani

Z chemickych vlastnosti antokyanii bylo testovano hlavné jejich chovani
Vv prostiedi o rizném pH a to zejména jejich zména zbarveni. Tato vlastnost je velmi
hojné¢ vyuzivana zejména piti pouziti ethanolového vyluhu z Cerveného zeli jako
acidobazického indikatoru.

Dalsi sledovanou vlastnosti bylo jejich odbarvovani po piidani roztoku siti¢itanu
sodného. Pokud vyluh obsahoval pouze antokyanové pigmenty, doslo k okamzitému
odbarveni.

Posledni testovanou vlastnosti je jejich nestdlost barvy na viditelném svétle. Po
nckolika dnech na svétle zacal roztok s antokyany blednout a ztracet svoje zbarveni.

Stejné postupy byly vyzkouseny také na roztoku betalainii a u syntetického
barviva azorubinu. Oproti antokyanim nedoslo k Zadnym viditelnym reakcim, proto se
daji tyto metody povaZovat za jednoduché a orientacni laboratorni postupy, které odlisi

antokyany od ostatnich stejn€ barevnych pigmentu.

3. 3.1 Zména zbarveni v zavislosti na pH prostredi

Do kazdé z 11 zkumavek jsem pipetovala 3 ml filtratu antokyanti. Nasledné jsem
do kazdé zkumavky piidala jiny tlumivy roztok, abych vytvofila skalu pH od 2 do 12.
Vyslednou zménu zbarveni jsem zdokumentovala.

Jako prvni jsem pouZila extrakt z cerveného zeli. Ten byl ziskdn kratkym
povafenim listi cerveného zeli ve vode€. V neutralnim prostfedi byl tento extrakt
fialovy, vkyselém prosttedi nabyval rGzového az rGzovofialového zbarveni a

Vv zésaditém prostiedi pfechdzel v modrou az modrozelenou.
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Obr. 11 Roztok anthokyani z ¢erveného zeli (pH 2 — 11).
Anthokyany v cerveném zeli: Cy- 3- soforosid- 5- glukosid acylovany. *

Jako dal$i roztok pro porovnani zmény zbarveni v zavislosti na pH prostiedi
jsem pouzila ethanolovy extrakt ze slupky fedkvicky. Nejvyraznéjsi zabarveni- Cervené
se objevilo v prostredi o pH 2. Poté piechazelo v lehce nardzovélou, pii neutralnim pH

se objevilo opét fialové zbarveni, které se v zasaditém zménilo v modrou.

Obr. 12 Roztok antokyani ze slupky rFedkvi¢ky (pH 2 — 12).
Anthokyany v Fedkvicce: Pg a Cy- 3- soforosid- 5- glukosid *

Extrakt ostruzin se vrizném prostiedi, na rozdil od predchozich dvou
testovanych vzorki, tak vyrazné barevné neodliSoval. Nejsytéjsi zbarveni opét nabyva
Vv kyselém prostiedi pii pH o hodnoté 2, 3 a 4. Pti pH od 5 do 12 ztréci svoji sytost, ale

zachovava si riZzovy odstin.
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Obr. 13 Roztok antokyanii z ostruZin (pH 2 — 12).
Antokyany v ostruzinach: Cy- 3- glukosid, Cy- 3- rutinosid, Cy- 3- xylosid,
Pg-3-glukosid, (glykosidy Dp, biosidy Cy, MIv) *

U extraktu z jahod nastala podobna situace jako u extraktu z ostruzin. Nejsyt&jsi
zbarveni se objevuje v prostfedi o pH 2. Antokyany z jahod se zbarvuji od oranzové

(kyselé prostiedi) pies lehce rizovou (neutralni) az k hnédé (zasadité).

Obr. 14 Roztok antokyani z jahod (pH 2 — 11).
Antokyany v jahoddch: Pg a Cy- 3- glukosidy a 3,5- diglukosidy, triglykosidy Pg *

Stejny postup jsem provedla také u vyluhu z Cervené tepy, ktery obsahuje jiny
typ ptirodnich barviv- betaniny a také u roztoku s Cervenym syntetickym barvivem-
azorubin. V obou piipadech byla barva roztoku stala a zména pH neméla na barvu
roztoku vliv. Tento postup muzeme pouzit jako jednoduché odliSeni antokyanovych
barviv od ostatnich pfirodnich barviv, které se pouzivaji k dobarvovani potravin
(betaninil) a také stejné barevnych syntetickych pigmenti. Zména zbarveni na zakladé
zmény pH prostiedi je jednou z unikétnich chemickych vlastnosti, kterd se vyskytuje u

antokyand.
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3. 3. 2 Zména zbarveni piisobenim siFi¢itanu sodného

Pro lepsi nazornost a moznost porovnani jsem filtrat s antokyany nalila do dvou
zkumavek. V jedné jsem nechala pouze tento roztok a do druhé jsem navic piidala
roztok sific¢itanu sodného.

Tento roztok byl pfipraven smichanim 1 g sifi¢itanu sodného se 100 ml
destilované vody a okyseleny 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové.

K testovani odbarvovani roztoku sifi¢itanem sodnym jsem zvolila nékteré druhy
ovoce a zeleniny, kvéty rostlin a také potraviny jako ovocné dzusy, $tavy a jiné napoje,
a n¢které sladkosti.

Pokud roztok obsahoval pouze antokyany, ihned se odbarvil po pftidani
okyseleného roztoku sifi¢itanu sodného. Stalo se tak u jahod, ostruzin, fedkvicky,

lentilek, sirupu z malin a sirupu lesni ovoce (Jupi).

Obr. 15 Odbarveni extraktu antokyani z jahod, ostruZin a slupky z Fedkvicky.

Obr. 16 Odbarveni extraktu antokyani z malinového sirupu, sirupu Jupi lesni

ovoce a ruZovych lentilek.

U cervené cibule a vétSiny kvétin (listy nebo kvéty) doSlo vétSinou jen
k ¢astenému odbarveni na Zluty roztok. Zména se da vysvétlit piitomnosti i jinych

rostlinnych barviv nez jsou antokyany, které se sifi¢itanem sodnym nereaguji.
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Obr. 17 Odbarveni extraktu z ¢ervené cibule, listu $t'avelu purpurového a kvétu
tulipanu zahradniho.

Tento laboratorni postup byl opét testovan na extraktu betaninti zZ ¢ervené fepy a
na roztoku syntetického barviva azorubinu. V obou ptfipadech opét nedoslo ke zméné
barvy roztoku, ani k jeho odbarveni. Odbarvovani sifi¢itanem sodnym by tedy mohl byt

dalsi jednoduchy postup, jakym lze odlisit antokyany od ostatnich barviv.

3. 3.3 Zména zbarveni piisobenim viditelného svétla

Pro otestovani stability barvy antokyanti jsem zvolila vyluh z ¢erveného zeli.
Nadobu s timto roztokem jsem opatfila vickem a nechala stat na pfimém slunecnim
svétle po dobu jednoho mésice a pozorovala zménu zbarveni.

Po par dnech zacal roztok pomalu blednout. Po 14 dnech jiz bylo jasné vidét, jak
extrakt z ¢erveného zeli na pfimém svétle vybledl. Opét v porovnani s betaniny a
syntetickymi barvivy, maji antokyany velmi malou stabilitu barvy. Pravé tato nizka
stabilita barvy miiZe zplsobovat problémy pii skladovani ovocnych kompotl a jinych
ovocnych pochutin, které ¢asem ztraceji svoji jasnou barvu.

Po vice nez 14 dnech se u roztoku zacala objevovat hnéda barva a po mésici byl

tento vyluh uplné hnédy, zakaleny a dokonce tmavsi nez roztok pivodni.

Obr. 18 Cerstvy vyluh z &erveného zeli (vlevo), vyluh z erveného zeli po 14 dnech
na piimém svétle (uprosticed), vyluh z ¢erveného zeli po mésici na piimém svétle
(vpravo).
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3. 4. Cervené zeli jako pH indikator

Extrakt z ¢erveného zeli obsahuje velké mnozstvi antokyanti. Protoze antokyany
maji takové chemické vlastnosti, ze dokdZzou ménit zbarveni podle kyselosti prostiedi,
daji se vyuzit jako dalsi druh pH indikatoru. Pro tento pokus byla vybrana cervend
varianta zeli, diky jeho dostupnosti, snadnému vyluhovani i ve vod¢ a poskytnuti pestré
a dobte nazorné pH stupnice.

V prvni fad¢ si pripravime extrakt zeli. Listy na drobno nastiihAme a nechame
louhovat v ethanolu, pfipadné je kratce povafime ve vod€. Po vyluhovani tuto smés

prefiltrujeme, abychom ziskali Cisty filtrat, se kterym budeme dale pracovat.

3. 4.1 Vytvoreni vlastni barevné stupnice pH

Zaznamename si nebo vyfotime zbarveni plivodniho roztoku (Cisty vyluh ze
zeli). Postupné ptikapadvame ziedény hydroxid sodny (méné nez 2%) ptipadné roztok
jedlé sody, kazdou vyraznéjsi zménu zbarveni dokumentujeme nebo zapisujeme, ¢imz
vytvotime pH stupnici v zasadité¢ oblasti. Kyselou oblast pH stupnice vytvofime
stejnym stylem, jen pifikapavame ziedénou kyselinu chlorovodikovou (méné nez 10%),

ocet nebo roztok kyseliny citronové.

Obr. 19 Indikator z ¢erveného zeli.

1- vetsi mnozstvi kyseliny citronoveé, 2- mensi mnozstvi kyseliny citronové, 3- cisty vyluh
ze zeli, 4- mensi mnozstvi jedlé sody, 5- vétsi mnozstvi jedlé sody, 6- silnéjsi roztok

hydroxidu sodného

Cervené a rtizové roztoky svédci o kyselém prostiedi. V zdsaditém prostiedi je

barevna Skala o néco pestiejs$i od modré po modrozelenou, zelenou az Zlutou.

3. 4. 2 Vytvoreni vlastnich pH indikatori
Filtra¢ni papir rozstithdme na malé prouzky a napustime je vyluhem ze zeli.
Nechéame je uschnout a poté je pouzivame jako klasické lakmusové papirky. U roztoki

riznych latek z kuchyné a domacnosti urcujeme, zda se jedna o silngjsi kyselinu, slabsi
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kyselinu, slabsi zdsadu ¢i siln€jsi zdsadu. K ur€ovani pouzivdme ndmi pfipravenou

barevnou stupnici.

Obr. 20 Vyrobené indikatorové papirky z vyluhu z ¢erveného zeli.

Nejprve byl ptipraven nasyceny roztok kyseliny citronové, ktery byl zméfen
lakmusovym indikatorem i indikatorem z vyluhu z ¢erveného zeli. U obou papirkl se
objevilo zbarveni charakteristické pro pH 1. To samé bylo provedeno u nasyceného
roztoku jedlé sody. Vysledné pH se podle lakmusového indikatoru pohybuje mezi 9 a

10 a podle antokyanového indikatoru kolem 10 a 11.

Obr. 21 Meéieni pH univerzalnim lakmusovym papirkem a indikatorem
z ¢erveného zeli u roztoku kyseliny citronové (vlevo) a u roztoku jedlé sody

(vpravo).
Dale bylo méteno pH oblibenych napojli- erného Caje a cerné kavy. Opét byly

pro srovnani pouzity oba indikatory. V obou ptipadech se testované vzorky pohybovaly

kolem pH 6.
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Obr. 22 Meéfeni pH univerzalnim lakmusovym papirkem a indikatorem

z €erveného zeli u ¢erného ¢aje (vlevo) a erné kavy (vpravo).

Velmi Casto pouzivanou kyselinou v domacnosti je kyselina octova, tedy jeji 8%
roztok zndmy pod nazvem ocet. V hodné domacnostech se také nachazi velmi silna
zésada hydroxid sodny, pro testovani zde byl pouzit Cisti¢ odpadi (obchodni nazev
Krtek). Podle méfeni vySel Cisti¢ odpadi jako zasada o pH mezi 12 a 13 a ocet jako

kyselina kolem pH 4.

Obr. 23 Meéieni pH univerzalnim lakmusovym papirkem a indikatorem

z ¢erveného zeli u octu (vlevo) a €isti¢e odpadii- louhu (vpravo).

Dalsi porovnavanou dvojici je tuhé mydlo a tekuté mydlo. U mydla tuhého vyslo

v

pH podle obou indikatorti zésaditéjSi nez u tekutého mydla. Zatimco tekuté se

pohybovalo kolem neutralnich hodnot pH 7, tuhé bylo v zasaditéj$i oblasti kolem
hodnot pH 8 — 9.
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Obr. 24 Méieni pH univerzalnim lakmusovym papirkem a indikatorem

z ¢erveného zeli u tuhého mydla (vlevo) a tekutého mydla (vpravo).

Posledni testovanou dvojici jsou dva velmi oblibené alkoholické népoje a to pivo
a vino. RUzZové vino vyslo o néco kyselejsi, pohybovalo se kolem pH 4, zatimco pivo se

blizilo k neutralnimu pH s hodnotou kolem 5 — 6.

Obr. 25 Meéieni pH univerzalnim lakmusovym papirkem a indikatorem

Z €erveného zeli u piva (vlevo) a vina (vpravo).

3. 4. 3 Porovnani indikatoru z ¢erveného zeli S univerzalnim lakmusovym

Pokud budeme porovnavat stupnici indikdtoru z cerveného zeli a stupnici
univerzalniho lakmusového indikatoru, mtizeme pozorovat velké rozdily v barevnosti.
Zatimco neutralni barva u klasickych papirkil je Zluta, u ¢erveného zeli je tato barva
fialova. V kyselém prostfedi najdeme u lakmusu riizné barvy od rtizové, ptes cervenou
az po oranzovou a oranzovozlutou. U ¢erveného zeli najdeme spiSe ervenou a rizovou
barvu. Velké zmény jsou také v zasadité oblasti. Nejzasaditéjsi latky dokazeme

lakmusem modrym zbarvenim a ¢ervenym zelim v odstinech od zelené po zlutou. Slabé

zéasady barvi lakmusovy papirek zelenomodfie a Cervené zeli se zbarvuje fialovomodre.

32



Indikdtor z ¢erveného zeli

Obr. 26 Barevna stupnice pH u indikatoru z ¢erveného zeli. °

Univerzdlni indikdator

i 5 6

6

Obr. 27 Barevna stupnice pH u univerzalniho lakmusového indikatoru. 2

3. 5 Déleni barviv

K déleni barviv je nej€astéji uzivand chromatografie. Principem chromatografie
je déleni latek mezi stacionarni (nepohyblivou) fazi a mobilni (pohyblivou) fazi. 2
Staciondrni fzi mlZe zastupovat chromatograficky papir nebo tenkd vrstva, v naSem
ptipadé Skolni kiida a filtracni papir.

Pti déleni latek se nejnize na stacionarni fazi zachycuji takové latky, které maji
nejveétsi schopnost adsorpce. NejvySe se pak dostavaji takové latky, které jsou schopny
adsorpce nejméné. Vysledkem chromatografie je pak chromatogram, ze které¢ho cteme
vysledky.

Pfi volbé mobilnich a staciondrnich fazi byla snaha o to, aby material byl
dostupny a mohl s nim pracovat kazdy. Proto byly zvoleny jednoduché postupy, které
rozdéli antokyany od ostatnich barviv (chlorofyl, karotenoidy,...). Tento postup neni
sice upln¢ presny, ale mize zaktiim ukazat princip chromatografie a dat jim povédomi o

tom, ze se v rostlinach nevyskytuje pouze jeden typ barviv, ale i jiné, rizn¢ barevné.

3. 5.1 Chromatografie na §kolni kridé

Ethanolové vyluhy z rbznych rostlin pfefiltrujeme a ziskany cisty filtrat
nanasime sklenénou kapilarou na skolni kiidu (stacionarni faze) asi 1 cm od okraje.
Jako mobilni fazi pouzijeme ethanol. Malé mnozstvi ethanolu nalijeme do mensi
nadoby a postavime sem bilou kifidu s nanesenym vzorkem a ptikryjeme vétsi kadinkou.
Nechame mobilni fazi vzlinat, dokud se nedostane témét k druhému konci kiidy. Poté

kiidu vyjmeme a pozorujeme vznikly chromatogram.
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Obr. 28 Usporadani chromatografie na §kolni kiidé.

Obr. 29 Priibéh chromatografie na bilé Skolni tfidé z extraktu z kofene mrkve a

listi ¢erveného zeli.

Pii chromatografii tohoto vyluhu mizeme pozorovat rozdeleni zlutych

karotenoidi z mrkve od fialovych a modrych antokyanti z ¢erveného zeli.

3. 5. 2 Kruhova chromatografie na filtra¢nim papiie

Opét pripravime vyluh z ¢asti rostlin, ptefiltrujeme a tento filtrat nalijeme do
mensi Petriho misky. Tuto Petriho misku dame do dalsi vétsi proto, abychom na ni
mohli polozit kruh z filtraéniho papiru podle niZze uvedené¢ho schématu. Do filtra¢niho
papiru jsme si ptipravili malou dirku, do které jsme zasunuli rulicku z jiného kousku
filtratniho papiru jako knot, ktery bude nasavat nami ptipraveny extrakt. Na filtracnim

papiru pozorujeme na chromatogramu, jak se nam déli rtizné barviva.
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Obr. 30 Schéma kruhové chromatografie na filtraénim papire.

Obr. 31 Priibéh kruhové chromatografie z extraktu smési ruznych ¢asti rostlin.

(kvét plaménku (Clematis), listy bie¢t'anu popinavého a listy cerveného zeli)

Na filtraCnim papiru mizeme pozorovat tmavsi rizovy pruh antokyana z listi
¢erveného zeli, jemné fialovy pruh antokyanti z kvétu Clematisu a slabé zeleny nadech
chlorofylu z list bie¢tanu.

Podobného vysledku jsme docilili také u extraktu z mrkve a Cerveného zeli.
Nejblize knotu se odd¢lily oranzovo-zluté karotenoidy a za nimi silnéjsi rizovy prouzek

antokyand.
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Obr. 32 Pribéh kruhové chromatografie zextraktu kofenu mrkve a listu

¢erveného zeli.

3. 5.3 Nakapani vyluhu na filtra¢ni papir
Druhé varianta je pouhé nakapani tohoto vyluhu na filtrani papir. I v tomto
ptipad¢é mizZzeme pozorovat, Ze se nam barvy rozlozily. Objevilo se nam stejné rozlozeni

jako v ptipadé kruhové chromatografie, jen nebyly piechody tak vyrazné.

Obr. 33 Rozklad barev na filtra¢nim papiru z extraktu smési riznych ¢asti rostlin.

(kvét plaménku (Clematis), listy bfect'anu popinavého a listy ¢erveného zeli)

Stejny postup byl vyzkousen také na vyluhu z ¢erveného zeli a mrkve. Pti tomto
typu rozkladu barev jsou karotenoidy o néco vyraznéjsi nez u predchozi kruhové

chromatografie.
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Obr. 34 Rozklad barev na filtraénim papiru z extraktu z kofene mrkve a listi

cerveného zeli.

3. 5. 4 Chromatografie na pruhu filtra¢niho papiru

DalS8i moZnost je podobna jako u chromatografie na Skolni kiid¢, jen s pouZzitim
filtracniho papiru. Na filtrani papir kapneme 1 centimetr od okraje ptefiltrovany vyluh
z rostlin, ponofime filtrani papir do ethanolu, aby se nedotykal stén kadinky, kadinku
s filtraénim papirem uvnitf uzavieme a nechame vzlinat. Po ¢ase pozorujeme rozklad

barev.

Obr. 35 Priibéh chromatografie na prouzku filtra¢niho papiru.
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Na chromatografii na pruhu filtracniho papiru byl pouzit opét roztok z listii
cerveného zeli a kofenu mrkve. Oproti ostatnim typtim déleni barviv neposkytuje tento
postup vyrazné zbarveni. Oranzovozluté karotenoidy vytvotily tzky pruh kousek od
startu, zatimco fialové antokyany pouze velmi svétly a témét nevyrazny prouzek blize

k ¢elu chromatografie.
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4. ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo otestovat chemické vlastnosti
antokyand, porovnat tyto vlastnosti s vlastnostmi jinych ptirodnich barviv (betalaint) a
s vlastnostmi syntetickych barviv a navrhnout jednoduché laboratorni postupy pro
rozliSeni antokyanovych barviv od ostatnich.

V teoretické Casti popisuji hlavné chemické vlastnosti antokyant a vliv riznych
faktorti na zménu jejich zbarveni a faktory ovlivilujici stabilitu zbarveni, coz je také
jednim z cila této prace. Déle se zabyvam strukturou antokyanti a antokyanidina a
piehledem rostlin, které antokyanova barviva obsahuji. Protoze jsou tyto latky i
vyznamna potravinarska barviva, ktera jim dodavaji atraktivni zbarveni, je zde zafazena
I kapitola o barveni potravin. Kvili navrhnuti laboratornich postupi k odliseni
antokyant od ostatnich barviv jsou v teoretické ¢asti popsany také synteticka barviva a
betalainy- dalsi vyznamna barviva ziskana z ¢ervené fepy. Jsou zhodnocena jejich
pozitiva 1 negativa pii vyuziti té€chto latek jako aditiva v potravinach. Je zde také
zminéno, jaky vliv maji tyto latky na lidsky organismus a popsany hlavn¢ jejich
antioxida¢ni u¢inky. Posledni kapitola je vénovana chromatografickym metodam,
kterymi lze rozdélit rizné druhy antokyanovych barviv. Jsou zde popsany tii druhy
chromatografickych metod, kterymi se antokyany rozliSuji- chromatografie sloupcova,
chromatografie na papife a chromatografie na tenkych vrstvach.

V experimentalni ¢asti jsou popsany a zdokumentovany vysledky testovani
chemickych vlastnosti. Byla sledovana hlavné zména zbarveni pfi zmén¢ pH prostiedi,
vliv sifi¢itanu sodného na barvu roztoku a také vliv ptimého slune¢niho zafeni na roztok
antokyant. Stejné postupy byly vyzkouseny také na roztocich betalainti ziskanych
z Cervené fepy a na Cerveném syntetickém barvivu azorubinu. Chovani téchto latek
bylo zcela odlisné od chovani antokyant a lze tyto postupy povazovat za jednoduché
laboratorni metody k jejich rozliSeni.

Pro praktickou cast jsem se snazila vybrat takové metody, které jsou snadno
proveditelné, vyuzivaji co nejméné chemikalii a daji se proto vyuzit v kazdé skole. Pro
extrakci antokyanti ze vzorku se v laboratornich ptiruckach vyuziva methanol. Ten jsem
pro jeho velkou toxicitu a lepsi vyuzitelnost nahradila ethanolem, ktery je mnohem
dostupnéjsi. Vyzkousela jsem také extrakci vodou, kterd v mnoha piipadech také

poskytla extrakt, ktery se dal dale pouzit. I pfi vybéru chromatografickych metod jsem
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se snazila vybrat takové metody, které¢ jsou snadno dostupné- chromatografie na bilé
kiidé a kruhova chromatografie na filtraénim papiru.

Pomoci ¢erveného zeli, které je velmi dobrym zdrojem antokyant, jsem navrhla
jednoduchy Skolni pokus, ktery zavisi praveé na vlastnosti zmény zbarveni v zavislosti
na pH prostiedi. Tento postup opét neni naro¢ny na chemikalie a 1ze ho uskutecnit

pomoci riznych ptipravki a potravin, které se bézné vyskytuji v kazdé domacnosti.
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6. RESUME

Tato diplomova prace se zabyva extrakci antokyanovych barviv z rostlinnych
materiali a potravin a jejich ditkazem v téchto materialech. V praci je popsano nékolik
laboratornich postupt, kterymi lze odliSit antokyany od ostatnich pifirodnich barviv a od
barviv syntetickych, zaloZzenych na jejich unikatnich vlastnostech. Také navrhuji
jednoduché pokusy vyuzitelné ve Skole, které nejsou narocné na chemikalie a které
vyuzivaji pravé jejich chemickych vlastnosti. V teoretické ¢asti je popsdna struktura
antokyani, vyskyt a vyznam, vlivy, kter¢é maji vliv na jejich barevnost a také
problematika dobarvovani potravin a problémy suchovavanim potravin, které jsou

barveny antokyany.

This diploma thesis deals with the extraction of anthocyans pigments from plant
materials and foodstuffs and their proof in these materials. | describe several laboratory
experiments that distinguish anthoyanins from other natural pigments and synthetic
pigments. These methods are based on their unique chemical characteristics. | also
suggest simple experiments, which can be used in schools. These experiments require
only minimum chemicals. The theoretical part describes the structure of anthocyanins,
their occurence and importance and also factors affecting their color. There is also
mentioned the issue of food coloring and problems with storage of food which are

colored with anthocyanins pigments.
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