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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni obsahu antokyanovych barviv
v technologicky zpracovanych rostlinnych matricich. Z technologickych uprav pro dané
vzorky byly pouzity lyofilizace a tepelnd tprava varem. Celkovy obsah antokyanovych
barviv byl stanoven spektrofotometricky a profil antokyanovych barviv metodou HPLC.
Nejvyssi obsah antokyanovych barviv u lyofilizovaného ovoce byl naméten ve vzorku bo-
ravek odrady ,,Fialka® a u vzorkl obilovin v syrovém zrnu u ryze s cernymi obalovymi
vrstvami z Ciny. Po tepelné upravé varem byl zaznamenan pokles antokyanovych barviv o

vice jak 60 %.

Kli¢ova slova: ovoce, obiloviny, flavonoidy, antokyany, tepelné tGprava, lyofilizace, spek-

trofotometrie, HPLC

ABSTRACT

This thesis was focused on the study of the content of anthocyanin dyes in technologically
processed plant matrices. Lyophilization and heat treatment were applied from the techno-
logical treatments for testing samples. The total anthocyanin dyes were determined by
spectrophotometry and individual antocyan dyes by HPLC. The highest content of antho-
cyanin dyes in lyophilized fruit was measured in Blueberries ,,Fialka* and in Chinese rice
cereal with black packing layers. After heat treatment of rice, the decrease of anthocyanin

dyes of more than 60 % was recorded.

Key words: fruit, cereals, flavonoids, anthocyanins, heat adjustment, lyophilization,

spectrophotometry, HPLC
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UvVOD

Antokyany jsou rostlinné pigmenty, které se fadi do skupiny flavonoidi. Chemicky se jed-
na o skupinu sekundarnich metabolitii polyfenoll, které jsou ve vyznamné mife zastoupeny
v potravé. Z hlediska chemické struktury je to rozmanitd struktura chemicky ptibuznych
latek, které se déli do n¢kolika tiid a podtiid. V béznych potravinach rostlinného ptivodu se
nachdzeji v riznych pomérech. Fyziologické piisobeni polyfenol je funkci jejich chemic-
kého charakteru a biologické dostupnosti. Uginky polyfenolti mohou byt pozitivni (antikar-
cinogenni, antioxida¢ni, antimutagenni, antibakterialni, antiparazitarni, atd.), ale i negativni
(karcinogenita, genotoxicita, tyreoidni toxicita, interakce s farmaky). Pfi technologickych
postupech pouzivanych pii vyrob¢ potravin, pti skladovani, anebo pii konecné tipravé po-
travin dochdzi ke zméné obsahu polyfenoli. VSechny faktory tak spole¢né ovliviuji za-

stoupeni polyfenolil v potrave a také jejich vyuzitelnost.

Z potravinatského hlediska jsou antokyany vyznamnou skupinou barviv, kterd se pouzivaji
vice jak sto let. Jejich vyznam se stoupajicim zdjmem spotiebitelli o pfirodni latky velice
roste.

Diplomovéa prace se zabyva stanovenim antokyanovych barviv v ovoci a v obilovinach.

Z technologického hlediska byly pouzity metody tepelna Giprava varem a lyofilizace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYFENOLICKE LATKY

Jednu z nejvétSich skupin rostlinnych metaboliti podilejicich se na ochrané rostliny pred
UV-zafenim a patogeny tvoii polyfenolické latky. Maji antioxidac¢ni, antikarcinogenni,
antimutagenni, antiparazitarni, antibakteridlni a antidiabeticky ucinek. Pisobi proti vzniku
zanétl, kardiovaskularnim a neurodegenerativnim onemocnénim, maji hepatoprotektivni a
antikariogenni G¢inek. V dnesni dob¢ jsou vSak vyznamné i nékteré negativni u€inky téchto
latek (karcinogenita/genotoxicita, tyreoidni toxicita, antinutritivni plsobeni, interakce
s 1é¢ivy), proto je dulezité pfistupovat ke konzumaci vyssiho mnozstvi polyfenolovych
latek s urcitou obezietnosti (Suli et al., 2014). Vyssi obsah polyfenolti obsahuji i netradi¢ni

druhy obilovin (Sumczynski et al., 2015).

1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti polyfenoli

Pro odpovidajici zaméteni polyfenolickych latek je vhodné znat jejich déleni do skupin,
které vS8e mohou ovlivnit. Polyfenoly lze rozd¢€lit na zdkladé chemické struktury, jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti a obsahu v potravinach (Manach, 2004). Ve struktufe mo-
lekuly je rozpustnost polyfenolovych sloucenin ddna pomérem polarnich a nepoldrnich
skupin. Rozpustnost ve vod¢ zvysuji polarni hydroxylové skupiny, zatimco nepolarni me-
toxy skupiny rozpustnost ve vod¢ snizuji. V lipidech se tim vSak rozpustnost zvySuje a také
stoupajici pH ve vod¢ rozpustnost zvysuje. Vice rozpustné ve vode jsou glykosidy polyfe-

noli (Franco et al., 2008).

Barva, chut’ a hotkost jsou organoleptické vlastnosti potravin, které¢ souvisi se strukturou
fenolii. Za vyznamny znak zralosti i kvality jakékoli rostlinné potravy se povazuje barev-
nost. Barevnou nestejnorodost kromé samotnych polyfenolti podminuji 1 konjugace
s riiznymi sacharidy nebo s dalSimi polyfenolickymi latkami a jejich vzajemné plisobeni s
kovy (Velisek a Hajslova, 2009). Antokyanova barviva jsou z polyfenolickych latek nej-

roz$ifenéjsi a v pfirode jsou to pigmenty zbarvené Cervené az modie (Rop a kol., 2005).

Casto uréuji barvu riznych druhii zeleniny a ovoce. V piirodé se vyskytuji antokyany bud’
volné, nebo glykosidicky vazané. Ob¢ formy jsou barevné a jejich stabilita je zhruba stejna.
V rostlinéch je mnoZstvi antokyanti rizné. Nejvétsi vyskyt antokyant se nachéazi u rostlin
v epidermalnich vrstvach (VeliSek a HajSlova, 2009). V ptirod¢ bylo jiz identifikovano
vice nez 635 antokyanii (He and Giusti, 2010).
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1.2 Rozdéleni polyfenolickych latek

Polyfenoly se d€li na 4 zakladni slupiny, které se dale rozd€luji do dalSich tfid (Manach,
2004; Velisek a Hajslova, 2009).

1.2.1 Fenolové kyseliny
a) Derivaty kyseliny benzoové

Kyselina gallova je vyznamnym derivatem kyseliny benzoové a je ze skupiny polyfenoli

nejvice zastoupena v potravinach (Velisek a HajSlova, 2009). Clifford and Scalbert (2000)

wewvr

ellagova (napf. elagotaniny v bobulovém ovoci, galotaniny v mangu). Jako dal$i vyznamné
derivaty kyseliny benzoové jsou kyselina gentisova, syringova, salicylova, veratrova, p-

hydroxybenzoova, vanillové a protokatechova.

COOH

HO OH
OH

Kyselina gallova Kyselina ellagova

b) Derivaty kyseliny skoficové

Tato skupina obsahuje kyseliny p-kumarovou, kdvovou, sinapovou a ferulovou. Tyto kyse-
liny se vyskytuji ve volném stavu ziidka. Nejvétsi vyskyt je ve zpracovavanych potravi-
nach, které byly podrobeny zmrazovani, sterilizaci nebo fermentaci. Formy vazané jsou
zejména glykosylované derivaty, nebo estery kyseliny chinové, Sikimové, resp. vinné.

Borivky, Svestky, kiwi, viSné€, tfeSn€¢ a jablka maji nejvy$si obsah derivati kyseliny
skoficové. Kyselina kdvova je zastoupena v potravinach nejvice, at’ uz ve volné nebo

esterifikované form¢. V odriidach ovoce zastupuje 75 — 100 % celkového obsahu derivati
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hydroxyskoticovych kyselin. Nejvyssi koncentrace derivati hydroxyskoticovych kyselin se
nachdzeji u zralého ovoce pod povrchem a ve slupce. Koncentrace v pritbéhu zrani klesa

(Manach, 2004).

Kvasnickova (2001) uvadi, Zze nejvétsi pozornost v posledni dobé je vénovéana kyseling
ferulové, ktera je obsazena v nizkych koncentracich v fadé zemédélskych produkta. Asi
nejvice zastoupena je v ceredlnich zrnech (patfi mezi derivaty kyseliny skoficové), mize
tvotit az 90 % z celkovych polyfenolid. Ve vyZzivé jsou proto obiloviny hlavnim zdrojem
kyseliny ferulové. Kyselina ferulova je obsazena ptedevsim ve vnéjsich ¢astech zrna. 98 %
z celkového obsahu kyseliny ferulové obsahuji aleuronové vrstvy a oplodi pseni¢ného zrna.
Na obsahu kyseliny ferulové v riznych psSeni¢nych moukéch se tedy pfimo podili troven
vymleti. Otruby jsou hlavnim zdrojem polyfenolickych latek. V pSenicné a ovesné mouce
je priblizné stejné mnoZstvi polyfenoli (70 — 90 mg.kg™! v susing), asi 3x vice obsahuje
mouka kukufi¢na. Nékolik dimerti kyseliny ferulové se vyskytuje v ceredliich, které tvofi
mustky mezi hemicelul6zovymi fetézci (Manach, 2004). Kyselina ferulova ma antioxidacni

1 antimikrobiani ¢inek (pomerance chrani pted zkazenim) (Kvasnic¢kova, 2001).

0
CHO ~>on

HO

Kyselina ferulova

1.2.2 Flavonoidy

Vodrazka (2007) uvadi, ze flavonoidy tvofi rozsahlou skupinu rostlinnych latek, jejichz
molekuly obsahuji flavanovy cyklicky skelet. V dnesni dobé¢ je zndmo vice nez 400 zastup-
ct flavonoidnich latek a stale se objevuji nové. Zakladem jejich struktury je tedy flavan,
ktery je sestaven ze dvou benzenovych jader spojenych pyranovym kruhem. Ve formé O-

glykosidl se nejcastéji vyskytuji pfirodni flavonoidy. Jejich molekula je tvofena aglykonem
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(zékladni struktura polyfenot) a cukernou slozkou (Sili et al., 2014). Rop a kol. (2005)

uvadi, Ze jsou to zluta barviva, kterd jsou svym sloZzenim nejvice ptibuzna antokyantim.

Zakladni struktura flavonoidu

a) Flavony

Flavony jsou zejména glykosidy luteolinu a apigeninu. N¢které obiloviny, napt. pSenice a
proso, obsahuji C-glykosidy flavoni. Ovoce citrusové obsahuje velké mnozstvi
polymetoxylovanych flavont hlavné ve slupce: nobiletin, tangeretin a sinensetin. Tyto
polymetoxylované flavony jsou vice hydrofobni (Siili et al., 2014). Vodrazka (2007) ve své
publikaci uvadi, Ze je znama struktura 300 pfirodnich flavonli. Pro obiloviny jsou
charakteristické kyslikaté a uhlikaté glykosidy flavont, pfedev§im odvozené od luteolinu,
chrysoeriolu a apigeninu. Na sloZeni polyfenolického komplexu pokukazuje silna
antioxida¢ni aktivita zrn je¢mene. Ta je v zdvislosti na odridé jeCmene zpisobena
pfedevSim tfemi hlavnimi fenolickymi typy sloucenin flavani-3-oli (vice jak 85 %),
hydroxyskoficovymi kyselinami (asi 10 %) a flavony (méné neZ 5 % celkového obsahu
polyfenol). Pravé vysokym obsahem flavanti-3-ola a flavani-3,4-diold se je¢men odliSuje

od ostatnich obilovin a tato skupina pfedstavuje hlavni slozku antioxidac¢ni aktivity.
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(OH)
(OH) 0

(OH) a

Flavony

Jedine¢nym zdrojem avenantramidil, které se v jinych obilovindch nevyskytuji je oves.
Vysoké koncentrace se nachédzeji ve wvnéjSich vrstvach zrna. Avenantramidy jsou
charakterizovany jako skupina novych alkaloidli, ktera obsahuje derivaty kyseliny
antranilové spojené s derivaty kyseliny hydroxyskoticové. V zrnu ovsa byly identifikovany
tf1 flavony — asperigin, tricin a luteolin (Brindzova et al. 2005). Avenantramidy vykazuji
antioxidacni a antiaterogenni ucinky (Dykes and Rooney, 2007). Také Brindzova (2005)
konstauje, ze pti konzumaci ovsa byly prokédzané vyrazné, zdavi prospesné Ucinky, jako je
napf. snizeni cholesterolu, Uprava hladiny glukézy v krvi, redukce rizika véncovych

onemocnéni srdee a sniZzeni pravdépodobnosti vzniku rakoviny.

b) Flavonoly

Mezi flavonoly jsou zafazeny kemferol, kvarcetin a myricetin, které se vyskytuji zejména
jako glykosidy. Zvlasté vysoky obsah kvarcetinu je v cibuli ve slupkach ¢ervenych odrtid.
(Velisek a Hajslova, 2009). Jinak jsou potravinach piitomny v nizkych koncentracich.
Dalsimi zdroji jsou kapusta, brokolice, porek a boriivky. Konjugované sacharidy jsou
nejcastéji glukdza nebo ramnoza, ale mohou byt navazany 1 jiné cukry nebo jejich derivaty,
napt galaktdza, xyloza, kyselina glukuronova. Flavonoidy se hromadi ve vnéjSich tkanich
(slupka a listy), protoze jejich biosyntézu stimuluje svétlo. Pravé toto je divod, kdy muize
byt u jednostlivych kust ovoce z téhoz stromu rozdilna koncentrace flavonoidti, dokonce 1
rizné strany téhoz druhu kusu ovoce se mohou liSit v zavislosti na expozici slune¢niho

zateni (Aguilera et al., 2011).
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¢) Izoflavony

Izoflavony jsou flavonoidy, které maji podobnou strukturou jako estrogen. Tato
strukturdlni podobnost je divodem, ze jsou Clenény jako fytoestrogeny. Izoflavony se
nachazeji témet vyhradné v luSténinach (Aguilera et al., 2011). Z potravinatského hlediska
je vyznamny jejich obsah pouze v so6jovych bobech a ve vyrobcih ze s6jovych bobl
(Velisek a Hajslova, 2009). Obsahuji tfi hlavni slouceniny: daidzein, genistein a glycitein,
obvykle v koncentracnim pomeéru 1,0:1,0:0,2. Tyto izoflavony se nachazeji ve 4 formach:
aglykon, 7-O-glukosid, 6-O-acetyl-7-O-glukosid a 6-O-malonyl-7-O-glukosid (Siili et al.,
2014).

HO O

OH O
OH

Izoflavony

d) Flavanony a flavanonoly

Flavanony se v potravinach nachézeji zfidka a jako barviva nemaji téméf Zadny vyznam
(Velisek a Hajslova, 2009). Nachazeji se v rajcatech a nékterych aromatickych rostlinach
(napt. mata), ale ve vysokych koncentracich jsou ptitomny pouze v citrusovych plodech.
Hlavnimi jsou naringenin v grapefruitech, hesperetin v pomerancich a eriodyktiol
v citronech (Siili et al., 2014). V ofeSich podzemnice se vyskytuji falvanonoly, jejichz

glykosidy nejsou pro potravinarstvi ptili§ vyznamné (Velisek a HajSlova, 2009).
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(OH)

(OH) O
(OH) | |
Flavanony

e) Flavanoly (katechiny a proantokyanidiny)

Katechiny jsou flavanoly ve formé monomeru a proantokyanidiny se nachazeji ve forme
polymerni. Katechiny jsou obsazeny v mnoha druzich ovoce a to zvIasté v bobulovém ovo-

ci (Lakenbrink et al., 2000).

Pekal et al.(2011) uvadi, Ze hlavnimi flavanoly v ovoci jsou katechin a epikatechin, zatim-
co gallokatechin, epigallokatechin a epigallokatechin-gallat se nachdzeji v semenech nékte-

rych druhti luSténin, v hroznech a také jsou obsazeny v Caji.

||

HO

Katechin

Proantokyanidiny byly izolovany u mnoha druhti rostlin a jsou soucasti lidské vyzivy
(Lakenbrink et al., 2000). Proantokyanidiny, vyznamné také jako kondenzované tfisloviny
(taniny), mohou byt dimery, oligomery a polymery. V jablkdch na vyrobu mostu je
primérny stupen jejich polymerace 4 — 11 a kondenzované tfisloviny tvofi komplexy
s bilkovinami slin a tim jsou zodpovédné za sviravy, trpky vjem chuti ovoce (aronie,

hrozny, broskve, jahody, jablka, hrusky aj.), napoju (vino, jable¢ny most, Caj, pivo atd.) a
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za hotkost ¢okolady (Santos-Buelga and Scalbert, 2000). V priib¢hu zrani se trpkost méni a
pfi dosaZeni zralosti ovoce ¢asto i mizi. Nejvyssi obsah byl stanoven v plodech aroénie
(6640 mg v Cerstvych bobulich). Spolu s velkym mnozstvim antokyant (14800 mg) jsou
tyto hodnoty nejvyssi, jaké kdy byly v rostlinach stanoveny (Wu et al., 2006).

(OH)

(OH)
(©H)

f__,ﬂ

Proantokyanidiny

f) Antokyany

Nejvyznamnéj$i rostlinna barviva flavonoidniho charakteru se nazyvaji antokyany a bylo
izolovéno a strukturné charakterizovano asi 100 jejich zastupct (Vodrazka, 2007). Jsou to
pigmenty, které jsou rozpusténé ve vakuolarni tekutin€ epidermalnich ploda a kvéti. Déava-
ji riZzovou, ¢ervenou, modrou nebo fialovou barvu. Jejich zbarveni zavisi na pH. Bezbarvé
jsou pii pH 4 — 4,5. Kazdy rostlinny druh m4 sva typicka antokyanova barviva (VeliSek a

Hajslova, 2009).

Antokyany v rostlinach relativné dobte odoldvaji degradaci svétlem, zménadm pH a oxidaci.
Glykosylace vyrazné zamezuje degradaci, obvykle glukézou v pozici 3 a také esterifikace
riznymi organickymi kyselinami (napi. kyselinou citronovou a jablecnou) a fenolickymi
kyselinami. Antokyany jsou stabilizované tvorbou komplext s jinymi flavonoidy. V lidské
stravé jsou antokyany zastoupeny v nékterych odrtidach obilovin a také v nékterych listo-
vych a kofenovych zeleninach (zeli, lilek, cibule, fazole, fedkvicky). Nejvice zastoupeny
jsou v ovoci, zvlasté v bobulovém, a z napojii v Cerveném ving. Kyanidin je nejbéznéjsi
antokyan v potravinach. Obsah antokyanil v potravinach je pfiméfeny intenzité zbarveni a

se zranim ovoce se hodnoty zvySuji. Antokyany se nachéazeji hlavné ve slupce, s vyjimkou
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nekterych druhli ovoce, kde je nalezneme 1 v duziné (tfeSn¢€ a jahody). Diky pozitivnim
ucinkiim na lidsky organizmus a také dobré rozpustnosti ve vodé¢ tvoii velice zajimavou

skupinu piirodnich pigmenti (Manach, 2004).

OH

OH

OH
OH

Kyanidin

g) Chalkony a dihydrochalkony

Chalkony a dihydrochalkony nejsou pfili§ zastoupeny v potravinaisky vyznamnych rostli-
nach. V alkalickém prostiedi z flavanont vznikaji chalkony a v kyselém prostfedi na né
konvertuji. Nejzndméjsim zastupcem dihydrochalkond je floridzin (floretin-6-O-B-D-
glukosid) nalezeny vyhradné v jablkach. Jako uméla sladidla se vyuzivaji dihydrochalkony
ptipravené redukci neohesperidinu a naringinu, které maji intenzivni sladkou chut’ (Velisek

a Hajslova, 2009).

1.2.3 Lignany

Lignany jsou polyfenolové latky. V rostlinach se vyskytuji v nizkych koncentracich.
V posledni dobé¢ se studie zabyvaji 1 protinadorovymi Uc¢inky lignant. V lidské straveé se
vyskytuje nejcastéji téchto 6 riiznych lignanti: pinorezinol, laricirezinol, mediorezinol, ma-
tairezinol, syringarezinol a sekoizolaricirezinol. Jako nejhojn€j$imi zdroji lignanii jsou In¢-
na a sezamova seminka. Stopové mnozstvi je nalezeno i v ovoci (broskve, merunky, jefab,

pomerance, ananas, brusinky, maliny, kiwi, jahody, Svestky a hrusky), v zelenin¢ (Cesnek,
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lilek, chfest, brokolice, raj¢ata, cibule, mrkev, okurky), v obilovindch (jeCmen, pSenice,
triticale, Zito) a z nich vyrobenych celozrnnych mouk, v napojich (¢aj, kava, zeleninové a
ovocné Stavy, pivo, vino), v lusténinach (fazole, CocCka, soja, cizrna), slunecnicovych se-
menech, keSu ofesich, rostlinnych olejich a v pohance (Manach, 2004). Pti technologickém
zpracovani, které vyuziva moderni techniky mleti je spolecné se slupkami a vlakninou od-
délena i frakce lignanl. Z toho vyplyva, ze lidska strava neni na lignany bohata (Machov-
ska, 2012). Lignany se nachazeji také v nékterych obilovinach a v zeleninovych semenech

(semena dyni). Piisobi jako antioxidanty a maji antimikrobidlni u¢inky (Perlin, 2006).

H,CO CH5;OH
HO CH5;OH
OCH,
OH
Sekoizolaricirezinol

1.2.4 Stilbeny

Strukturou jsou stilbeny velmi podobné flavonoidiim. Vyskytuji se pouze ztidka, a to volné
nebo vazané ve formé€ glykosidl. Znamé jsou jejich antioxidac¢ni a antikarcinogenni ucinky.
Nejvyznamnéj$im stilbenem je resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilben), je to pfirozené se vy-
skytujici fytoalexin. M4 dva geometrické izomery cis a trans. V rostlinach se vyskytuji obé
formy, ale ve v&tSim mnozstvi trans-izomer. Resveratrol je béznou soucasti lidské diety.
Nejvyssi obsah je ve vinné révé (Servené vino 2 — 6 mg-1"!, bilé vino 0,2 — 0,8 mg.1™!), zele-
niné (Cervené zeli, brokolice) a ofechach (arasidy). Slouzi jako prevence pied kardiovasku-
Gginky (Smidrkal et al., 2001). M4 mnohem vyrazngj$i antioxida¢ni a chemoprotektivni

ucinky nez cis-izomer. Trans-konfigurace derivati kyseliny skoficové miize prechdzet po
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expozici UV-zafenim na cis-izomer (Bajcan et al., 2011). Resveratrol se nachazi ve slup-
kach hroznd, ¢erveném viné, arasidech, bortivkach a brusinkach, pohance (Manach, 2004).
Vykazuje biologickou aktivitu, kterd se projevuje vyraznymi antikoagulacnimi vlastnostmi,
inhibuje oxidaci lipoproteintl s nizkou hustotou (LDL) a zvysuje podil lipoproteintl s vyso-
kou hustotou (HDL), ¢imz snizuje riziko kardiovaskularnich chorob, pohlcuje volné radi-

kaly ( Smidrkal et al., 2001).

H

ST

Resveratrol
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2 ANTOKYANOVA BARVIVA

Ptirozené vyskytujici se antokyany jsou heteroglykosidy a skladaji se ze dvou slozek. Tou
prvni je slozka cukernd, reprezentovana péti hlavnimi sacharidy (D-glukéza, D-galaktoza,
D-xyloza, L-ramndza a jako posledni L-arabindza). Druhou slozku antokyant tvoii necu-
kerné slozka (aglykon), kterd se nazyva antokyanidin a ten je barevnou ¢asti antokyant.
Tvofi se z proantokyanini a leukoantokyanint. Ve vétsi koncentraci se barvivo uklada v
exokarpu, nebo mezokarpu. Koncentrace antokyanii béhem vegetace vzrista a v obdobi
zralosti dosahuje maximalni hodnoty. Doposud bylo identifikovano 15 antokyanidint, z
nichz se v bobulovinach nejcastéji vyskytuji kyanidin, pelargonidin, peonidin, malvidin,
delfinidin a petunidin. NejvyznamnéjSim zdrojem antokyant je drobné, tmave zbarvené
ovoce jako jsou bezinky, jefab Cerny, cerny rybiz, modré kultivary vinné révy, bortivky,

tiesné, zimolez a maliny (Velisek, 2002).

R1
OH
HO N
SO0
= O—Gly
OH

Delfinidin OH OH
Kyanidin OH H
Malvidin OCH; OCH;
Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Petunidin OH OCH;

Antokyanidiny
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2.1 Chemické sloZeni antokyanii

Intenzitu a barevny ton ovliviluje stejné pH prostiedi antokyaninti. Pfi nizkych hodnotéach
pH (3,1 — 4,5) maji antokyaniny Cervenou barvu, pfi vyssich fialovou az modrou (pH 4,4 —
6,3), pti velmi vysokych Sedozelenou (pH 8,0 — 9,8). Antokyany jsou stabilnéjsi v kyselém
prostiedi nez v neutralnim a alkalickém. Piisobenim vysoké teploty se méni barva antokya-

ninid, pricemz vznikaji degradacni produkty.

Zmény v chemické struktufe jsou zpusobeny hlavné rozdilem v poctu hydroxylovych a
metoxylovych skupin v molekule, v mnozstvi cukernych ¢asti ptfipojenych na fenolické
molekuly a také do jisté miry v poctu a povaze alifatickych nebo aromatickych skupin s ni
souvisejicich. Skupiny cukri jsou nejCastéji pripojeny jako 3-monosidy, 3-biosidy, 3-

triosidy, 3,5-diglukosidy nebo 3,7-diglukosidy (Patras et al., 2010).

Antokyany, které jsou nejcitlivéjsi, reaguji na kyselost prostfedi. Postupnym zvySovanim
pH se posouva rovnovaha ve prospéch nebarvené karbonylové formy. Pti pH 4,0 — 4,5 do-
jde u antokyanl zcela k vyblednuti. I v prostfedi oxidu sifi¢itého dochazi k ¢astecnému
odbarveni, protoZe SO; se navaze na oxoniovy kyslik, ¢imz se zrusi chromoforni charakter
takto vzniklé slouceniny. Vazba sifi¢itého iontu na oxoniovy kyslik je vSak labilni a Casem,

zejména pii vyssi teploté, se pivodni struktura antokyanu obnovi ( Patras et al., 2010).

Kyslik je také dilezity v rozkladnych procesech antokyant. Jeho pfitomnost miize urychlit
degradaci antokyant bud’ pfimo, prostfednictvim pfimych oxida¢nich mechanizmi, nebo
pusobenim oxida¢nich enzymu. V pfitomnosti kysliku enzym polyfenoloxiddza katalyzuje
oxidaci kyseliny chlorogenové na chinon. Chinon reaguje s antokyany a tvoii hnédé kon-
denzacni produkty. Bylo prokazano, ze pelargonidin-3-glukosid je degradovdn mecha-
nizmem zahrnujicim reakci mezi chinonem nebo sekundarnimi produkty oxidace vytvote-

nymi z chinonu a antokyanovych pigmentt (Patras et al., 2010).

Soucasné poznatky dokazuji, Ze obecné konzervace za vysoké teploty mlize ovlivnit hladi-
nu antokyant v plodech. Dochézi k degradaci antokyant a k tvorbé polyfenolickych roz-
kladnych  produktii. Pfi degradaci kyanidin-3-glukosidu vznika kyselina 4-
hydroxybenzoova nebo, jako u pelargonidin-3-glukosidu, po hydrolyze dochazi k odStépeni
kruhu B a nasledné degradaci kruhu C za vzniku floroglucinalaldehydu (2,4,6-

trihydroxybenzaldehydu). Pii degradaci pelargonidinu vznika i1 protokachetova kyselina.
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Degradac¢ni produkty jsou postupné nahrazeny bezbarvymi produkty v disledku dalsi oxi-

dac¢ni degradace (Patras et al., 2010).

Béhem technologickych operaci je tedy nutné udrzet vhodné kyselé prostiedi pii pouziti
vys§i teploty, vyuzivat kratké tepelné zasahy a eliminovat piistup kysliku a svétla (Simko et

al., 2008).

Antokyany jsou velmi citlivé na ionizujici zéafeni, naptiklad ozafenim jahodového dzusu
davkou 5000 J.kg! poklesne koncentrace antokyanovych barviv aZ o 55 % (Mariassyova,

2002).

Oliveira et al. (2010) se zabyva zkoumanim obsahu antokyanii a antokyanidinii a zachova-
nim jejich antiradikalové aktivity u kultivart Vaccinium corymbosum L. pied a po uvareni.
Nejvétsi zastoupeni mél aglykon malvinidin, pak cyanidin, petunidin a delfinidin. Potvrdilo
se, Ze se zvysujici se teplotou se obsah antokyant snizoval. Nicméné varené plody si za-
chovaly, nebo dokonce méli zvySenou antiradikalovou aktivitu. Celkové vysledky potvrzu-

ji, ze varené plody mohou slouzit jako dobry zdroj bioaktivnich latek.

2.2 Stabilita antokyanovych barviv

Nestabilnim prostfedim pro antokyany je i vysoka koncentrace cukrii, z ¢ehoz vyplyva, ze
ovocné Stavy a rizné dZusy, do nichZ byl pfidan cukr, obsahuji sniZené mnoZstvi pfitom-

nych antokyanti oproti neslazenym (Zoldogova, 2003).

Antokyanova barviva se rozkladaji pii vysokych teplotach. S narlistem teploty na zacatku
lze zaznamenat rist barevné intenzity, ktery odpovida procesu Stépeni glykosidu na agly-
kony, jejich stabilita je vSak nizs$i nez u odpovidajicich glykosidi, a proto v pozdégjsich
fazich zahtivani dochdzi k rychlému poklesu intenzity zabarveni pod ptivodni hodnotu. V
prib&hu technologického zpracovani je nutné udrzet vhodné kyselé prostiedi pii pouziti
vyssi teploty, vyuzivat kratké tepelné zasahy a eliminovat p¥istup kysliku a svétla (Simko et

al., 2008).

Tepelna degradace antokyanti zavisi na povaze a mife zahfivani. Porozuménim mechani-
zmu rozkladu je pfedpokladem pro maximalizaci nutriéni kvality. Naptiklad mira degrada-
ce antokyant se zvySuje béhem zpracovani a skladovani s rostouci teplotou. Prvnim degra-
da¢nim krokem je hydrolyza cukerné slozky a tvorba aglykonu, coz umoznuje vznik cyk-

lickych adukth. Stabilita v 60 % roztoku sachar6zy nebo invertniho cukru je podstatné
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vyssi ve srovnani s alkoholickym roztokem. ZvySenim teploty se rozklada pyroliovy kruh a
vznikd z néj chalkon, pficemz déale vznikaji kumarinové glykosidové derivaty se ztratou
kruhu B. Zjistilo se, Ze vazba aglykon-cukr je labilnéjsi nez ostatni aminoglykosidové vaz-
by pii pH 2 — 4, avSak pti pH 1 jsou vSechny glykosidové vazby hydrolyze pristupné. Vy-
soka teplota v kombinaci s vysokym pH zhorSuje vysledny obsah antokyant v plodech (Pa-
tras et al., 2010). Z vyzkumt vyplyva, ze stabilita antokyant nachdzejicich se v pasterizo-
vané borivkové §t'ave, se béhem skladovani pfi teploté 4 °C po dobu 38 tydnii zmenSovala
minimalng, pti¢emz pii 20 °C se koncentrace za stejny ¢as snizila o 50 % (Hfines and Aa-

by, 2000).

Na stabilitu antokyanovych barviv pozitivné puisobi pfidavky organickych kyselin, napfi-
klad jable¢né, vinné, malonové, jantarové a citronové. Kvalitu antokyand a jejich stabilitu
ovlivituje 1 sloZeni antokyanového komplexu, z nichz byly ziskany. Jejich nejvyznamnéj-
$im zdrojem je drobné, tmavé zbarvené ovoce. I kdyz je zdroji ovoce s obsahem antokyanti
velké mnozstvi, u vétSiny z nich by byla primyslova vyroba barviv ekonomicky nezajima-
va. Ve svété se jako komeréni zdroje antokyanli pouzivaji hrozny, plody cerného bezu,
tteSné a Cerny rybiz. Barvivo se ze surovin extrahuje vodno-alkoholickym roztokem. Ex-
trakci ziskany roztok se po filtraci zahustuje vakuovou destilaci pfi teploté 35 — 45 °C na

koncentraci vice nez 50 hmot. % rozpustné susiny (Jefabkova a PSendkova, 2004).
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3 MOZNOSTI STANOVENI ANTOKYANOVYCH BARVIV

Dftive se pouzivala pro stanoveni antokyant papirova chromatografie a chromatografie na
tenké vrstvé (TLC). V soucasné dob¢ se pouzivaji bézné spektrofotometrické metody, které
jsou rychlé, levné a snadné. Stabilitu antokyanti 1ze hodnotit podle absorbance pied a po
degradaci barviva. Orientacné lze stabilitu antokyant hodnotit také podle rozdilu absorban-
ce pii rozdilnych hodnotach pH (diferenciaéni metoda), pfiCemz se vyjadiuje tzv. degra-
da¢ni index. Siroce pouzivana metoda pro stanoveni profilu antokyanii je HPLC, neboli
vysokoucinna kapalinovd chromatografie, detektorem s diodovym polem, spojeni

s hmotnostni detekci nebo s magnetickou rezonanci (Castaneda, 2009; Welch, 2008).

3.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je opticka analytickd metoda, kterd vyuziva interakce hmoty a elektro-
magnetického zafeni. Jde o metodu, pfi niz je sledovana absorpce zafeni po prichodu hmo-
tou. U spektrofotometrie je zkoumana absorpce prochdzejiciho zéfeni pti riiznych vlnovych
délkach (Kalina a kol., 2013). Pokud roztokem prochdzi spojité zatreni (tj. zafeni nejrizné;-
Sich vlnovych délek), dochazi v urcitych intervalech vlnovych délek ke sniZeni jeho inten-
zity. Mnozstvi absorbovaného zafeni je pfimo Uumérné mnozstvi analyzované latky. Pfi
spektrofotometrii se méfi vlastnosti vzorku napt. koncentrace. Jako blank se pouZziva roz-
tok neobsahujici analyzovanou latku. Mécfend veliina se nazyva transmitance (propust-
nost), coz je pomér intenzity zafeni proSlého (I) k intenzité¢ zafeni dopadajiciho (I,). Pti
pruchodu zateni vzorkem dochdzi k zeslabeni jeho intenzity. Intenzita proSlého zatfeni je
tedy mensi neZ intenzita zafeni dopadajiciho (Klouda, 2003).

Nejcastéjsimi typy vzorkdl proméfovanych v absorpéni spektofotometrii jsou ziedéné roz-

toky jednoho druhu absorbujicich molekul v neabsorbujicim rozpoustédle (Kalina a kol.,

2013).
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Obrazek 1 — Prichod paprsku pies kyvetu se vzorkem

T =1/l (1)

Kde:
T = transmitance (propustnost)
I = Intenzita proslého zareni

Ip = Intenzita dopadajiciho zafeni

T nabyvéa hodnot 0 — 1 (0 — 100 %) a udava, jaké cast vstupujiciho zéfeni vychézi ze
zkoumaného prostredi. Latky, u nichz se T (v oblasti VIS) blizi 100 %, jsou prahledné, a ty
které jsou blize 0 %, jsou neprtihledné. Transmitance je neptfimo umérna koncentraci. To
znamena, ze ¢im vyssi je koncentrace latky, tim méné zareni vzorek propusti, tj. méné za-

feni projde kyvetou a méné zatreni dopadne na detektor (Rovenska, 2005).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

gama zafeni | rentgencve U || infradervend zafeni | mikroviny radiové viny
Zafeni

Rodar TV FM AM

viditelné svitio

AQ0 nm 500 nm

Obrazek 2 — Spektrum elektromagnetického zateni (Rovenska, 2005)

Velic¢ina popisujici zeslabeni intenzity svétla pii prichodu materidlem se nazyvé absorban-
ce. Je nejcastéji métrenou veliinou, protoze je ve valné vétsing pripada linearné zavisla na
koncentraci. Absorbance 1 transmitance jsou bezrozmérné veli¢iny (Rovenska, 2005).

A =—logT =logly/I 2)

Kde:

A = absorbance

Latkam s vysokou transmitanci pfislusi mald absorbance a naopak. Dle Lambert-Beerova
zakona je absorbance pfi dané A imérna tloust'ce absorbujici vrstvy (1) a molarni koncen-

traci (c) absorbujici latky:

A = =acl (3)
Kde:

& = molarni absorpéni koeficient [dm™mol-1ecm™] = [M-1cm™']
A = vlnova délka dané latky

¢ = koncentrace [mol.dm™]

1 = tloust’ka absorbujici vrstvy [cm].
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Lambert-Beertiv zdkon plati pro monochromatické elektromagnetické zatreni nizkych kon-
centraci. Absorbance nabyva hodnot od nuly a vyse. Pro praktickd méfeni mivaji vyznam
hodnoty A < 1, protoze vyssi hodnoty jiz byvaji malo pfesné. Hodnoty pro optimalni oblast

absorbanci jsou od 0,2 — 0,8 (Klouda, 2003).

Metoda kalibracni kfivky je zaloZzena na porovnavani signalu vzorku se sérii standardt
obsahujicich vhodné zvolené koncentrace vzorku. V celém jejim rozsahu je nejvyhodnéjsi

linearni tvar kiivky. Rovnice kalibra¢ni pfimky je dana vztahem:

S=a+b=xc (4)
Kde:
S = hodnota signalu
a = usek urceny ptfimkou na ose y
b = smérnice piimky

¢ = koncentrace

Kalibraéni zavislosti stanovime koncentraci vzorku tim, ze do rovnice ptimky dosadime

hodnotu signalu vzorku a vypocteme jeho koncentraci (Machalicek, 2010).

Pro stanoveni antokyanti pfi hodnoceni barevnych roztokd se nejéastéji pouziva spektrofo-
tometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra. Absorpéni charakteristiky zavisi na
hodnoté pH, pfitomnosti a polohy acylové skupiny a polarity rozpoustédla. Podle obsahu
rusivych latek v roztocich lze pouzit ptimé nebo diferenciacni metody (Takacsova a Pavel-

kova, 2009).

3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie se velmi Casto pouziva k separaci a identifikaci jednotlivych
antokyanil. Je to separa¢ni metoda, pfi které se oddé€luji — separuji slozky obsazené ve
vzorku. Papirovéa a tenkovrstvd chromatografie patii mezi historicky pouzivané techniky
k separaci antokyant (Balik, 2010). Nejcast¢ji pouzivanou metodu ke stanoveni jednotli-
vych antokyanl pfedstavuje vysokoucinna kapalinova chromatografie neboli HPLC (High

Performace Liquid Chromatography). Vysokych ucinnosti se dosahuje pouzitim stacionar-
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nich fazi, které obsahuji malé Castice pravidelného tvaru a jednotné velikosti, které homo-
genné vypliuji kolonu. Tim se dosahuje ti¢innosti fadove desitek tisic pater na metr kolony
Metoda je zalozena na principu separace analytl na zakladé jejich distribuce mezi mobilni
a stacionarni fazi. Nejpouzivanéjsi druhy stacionarnich fazi jsou chemicky modifikované
faze na bazi silikagelu s C8 (oktylovy uhlikovy fetézec), s C18 (oktadecylovy uhlikovy
fetézec) a s CN (kyanoskupina) fetézci, které jsou stabilni v §irSim rozsahu pH (Welch et

al., 2008).

CHFEORLA TGRS B
B 1
=]
g:u:-
pumpa 2 o piky
=, o o
mobﬂm[E) B e T
faze [ eErird Sae [mmin]
i s
déwlzen ac pocitac
kohout se —
smyclou separacni B

kolona detelctor -

Obrazek 3 — Systém kapalinové chromatografie (Coufal, 1996)

SloZeni chromatografu je nésledujici: zdsobnik mobilni faze, vysokotlakd pumpa, davko-
vaci kohout, separa¢ni kolona, detektor, vyhodnocovaci zatizeni - pocita. Mobilni faze je
Cerpana ze zasobniku do vysokotlaké pumpy. Pti gradientové eluci aparatura obsahuje za-
sobniky s vice kapalinami a tzv. sméSovaci zafizeni, které urcuje vysledné sloZzeni mobilni
faze. Ta protéka z vysokotlaké pumpy do davkovaciho zatfizeni umisténého pied vstupem
do kolony (Bobrikova, 2016). Diky mens$i naro¢nosti se preferuje pouziti autosamplerii
(Coufal, 1996). Po vystupu z kolony jsou jednotlivé separované slozky vzorku prevadény
do detektoru. Ziskané informace z detektoru jsou pfivadény do vyhodnocovaciho zafizeni.

(Bobrikova, 2016).

Metodu HPLC lze rozdélit na normalni a reversni, pfi¢emz pii normalni metodé HPLC je

stacionarni faze polarngjsi nez faze mobilni a pfi reversni metodé HPLC je stacionarni faze
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naopak méné polarni nez fdze mobilni. Pro reversni metodu HPLC se uziva oznaceni RP

HPLC (Reverse Phase HPLC) a je nejpouzivanéjsi metodou v praxi (Michalkové, 2011).

3.2.1 Charakteristika chromatografického procesu

Tento proces je zaloZen na rozdilné distribuci délenych latek ve smési mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze; pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni). Mobilni fazi je kapa-
lina, ktera je privadéna do chromatografického systému pomoci vysokotlaké pumpy za vy-
sokého tlaku. Stacionarni fazi byva tuha latka, poptipad¢ kapalina ukotvena na tuhém nosi-
¢i. Délenim jednotlivych komponent smési dochazi k opakovanému ustavovani rovnovahy
délenych latek mezi mobilni a staciondrni fazi. Slozky mezi témito dvéma fazemi lze po-

psat distribu¢ni konstantou (Bobrikova, 2016).

Pti gradientové eluci se sloZeni mobilni faze programové méni ve prospéch elucni slozky,
ktera je siln€jsi. Pro separaci slozek smési, které maji odlisné fyzikalné-chemické vlastnos-

ti je tento typ eluce nejvhodnéjsi (Bobrikova, 2016).

3.2.2 Veli¢iny charakterizujici chromatograficky proces

ZadrZzovani rozpusténé latky stacionarni fazi zpsobuje, Ze migruje mensi rychlosti, nez je
prumérna rychlost mobilni faze. Molekula slozky stravi v koloné urcitou dobu, kterd se
nazyva retencni Cas tr. Tato doba se déli na cas, ktery molekula setrvava v mobilni fazi —
mrtvy retencéni €as tv a Cas straveny ve stacionarni fadzi — redukovany reten¢ni Cas t'r.

(Bobrikova, 2016))

A. Retenc¢ni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou od nésttiku vzorku

na kolonu do dosaZeni maxima chromatografického piku.

B. Retencni ¢as je celkovy cas, ktery uplyne od nastfiku vzorku na kolonu do dosazeni

maxima chromatografického piku.

C. Kapacitni faktor, udava pomér latkového mnozstvi rozpusténé latky ve stacionarni
fazi k jejimu latkovému mnoZstvi v mobilni fazi a urCuje miru zadrZovéani solutu
v koloné¢.

_ () s Q)

k= (nd) m
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Kde:
k¢ = kapacitni faktor
(nA) s = latkové mnozstvi rozpusténé latky ve fazi stacionarni

(nA) m = latkové mnozstvi rozpusténé latky ve fazi mobilni

D. Distribu¢ni konstanta Kbp je konstanta, kterda udava pomér rovnovaznych koncentraci

solutu ve fazi stacionarni a ve fazi mobilni.

_ s (mds Vi (6)
0% Wm ™ s Vs

Kde:

Kp = distribu¢ni konstanta

(na)s = latkové mnozstvi slozky A ve fazi stacionarni
(na)m = latkové mnozstvi sloZzky A ve fazi mobilni
Vm = objem faze mobilni

Vs = objem faze stacionarni (Bobrikova, 2016)

Pro pokrocilejsi separaci monomernich antokyanti, kondenzovanych struktur barviv a deri-
vatl se vyuziva i mikroseparacnich technik, jako je kapilarni chromatografie (CLC, Ca-
pillary Liquid Chromatography) nebo kapilarni zonova elektroforéza (CZE, Capillary
ZoneElectrophoresis) (Balik, 2010).
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Obrazek 4 — Ukéazkovy chromatograficky zaznam

(Bobrikova, 2016)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIL EXPERIMENTALNI PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace bylo popsat chemickou strukturu a stabilitu polyfenolickych
latek s blizsi charakterizaci antokyanovych barviv, zaméfit se na rostlinné matrice ovoce a

obilovin a nasledné moznosti stanoveni antokyanovych barviv.

Cilem experimentalni ¢asti prace byla pfiprava vzork ovoce a obilovin pro néasledné sta-
noveni antokyanovych barviv. Pro jejich stanoveni bylo nutno zavést metodiku spektrofo-
tometrickou 1 HPLC. Pro dosazeni cile bylo nezbytné provést optimalizace extrakce a
podminek pro metodiky spektrofotometrie a HPLC. Vybrané druhy ovoce byly nejprve
lyofilizovany a nasledné probehlo stanoveni antokyant. V obilovinach byly stanovovany

antokyany pted a po tepelné upraveé varem.
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5 MATERIAL A METODIKA PRACE

5.1 Chemikalie
Metanol (Ing. Petr Lukes, Penta, CR)
Kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Svec, Penta, CR)
Chlorid draselny (Chemapol, Praha)
Trihydrat octanu sodného (Ing. Petr Svec, Penta, CR)
Acetonitril (SIGMA ALDRICH, Némecko)
Kyselina mravenci (SIGMA ALDRICH, Némecko)
Kyselina octova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
Destilovana voda (AQUAOSMOTIC systém, Tisnov, CR)
Standardy antokyanti (CHROMSERVIS, s.r.0.)

e myrtilin-3-glukosid

e keracyanin-3-glukosid

e callistephin-3-glukosid

e peonidin-5-glukosid

e kyanidin-3-glukosid

e pelargonidin-3-glukosid

e peonidin-3-glukosid

e malvidin-3-glukosid
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5.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy Kern (Alfa 210 LC, Schoeller, CZ)

Temperovana vodni lazen s tfepaCkou Memmert (Némecko)
Ultrazvukova lazen (PS 04000A), (Notus Powersonic, SK)

Laboratorni tiepacka LT2 (Kavalier, CR)

Elektricky mlynek a vlo¢kova¢ Combi-Star (Waldner, Biotech, Rakousko)
UV/VIS spektrofotometr (Lambda 25, Perkin Elmer, USA)

HPLC (HPLC Dionex UltiMate 3000, detektor — UV/VIS)

Obrazek 5 — Kapalinovy chromatograf

pH metr (Hanna Instrument, USA)
Centrifuga (Dinamica, Velocity 13, )
Automaticka pipeta 1000 pl
Dévkovac Brand Handy Step

Vortex

Nylonovy mikrofiltr Lut Syringe (13mm, 0,45ul)
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Kolona YMC-Triart C18

Bézné laboratorni vybaveni

Obrazek 6 — Elektricky mlynek a vlo¢kovac
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5.3 Charakteristika vzorkua

5.3.1 Ovoce

Vzorky ovoce byly poskytnuty Skolnim zemé&d&lskym podnikem v Zabé&icich, pracovisté

Lednice — Mendelova univerzita v Brné.

Mezi analyzovanymi druhy ovoce byly rybiz ‘Ben Hope’, diin ‘Fruchtal’, zimolez

‘Remont’, jefdb "Granatnaja’, aronie ‘Nero’, angrest ‘Negu§™ a bortivka ‘Fialka’.

5.3.2 Obiloviny

Vzorek psenice Ceské s Cervenymi obalovymi vrstvami byl zakoupen v ramci obchodni sité
CR s deklaraci BIO produktu. PSenice eska Gervena byla vypéstovana na ekofarm& pana

Jana Hlavace v oblasti jihomoravské Palavy.

Obrazek 7 — PSenice s Cervenymi obalovymi vrstvami
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Vzorky pSenice Rotkorn a Rothalm byly poskytnuty Hochschule fiir Wirtschaft und
Umwelt Niirtingen-Geislingen, Stuttgart, Némecko a Bickerhaus Veit, GmbH, Bempflin-

gen, Némecko. Oba druhy pSenice pochézi ze sklizné 2016.

~EY 5
1,1%

\

Obrazek 8 — PSenice ‘Rothalm” (vlevo) a ‘Richard” (vpravo)

Vzorek lila ryze byl zakoupen v obchodni siti CR. Je to smé&s ryzi, ktera pochazi z Laosu.

Obrazek 9 — Ryze “Lila’
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Vzorek ryze s éernymi obalovymi vrstvami natural byl zakoupen v obchodni siti CR.

e

(ERNA NATURAL B
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Obrazek 10 — RyZe natural s ¢ernymi obalovymi vrstvami

Vzorek ryze s ernymi obalovymi vrstvami z Ciny byl zakoupen v USA. Pochazi z Purcell

Mountain farms.
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Obréazek 11 — Cinska ryze s Gernymi obalovymi vrstvami
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Tabulka 1 — Popis a oznac¢eni vzorka

Vzorek Oznaceni vzorku
Rybiz ‘Ben Hope’, Ol
Dfin "Fruchtal’ 02
Zimolez 'Remont’ O3
Jetab "Granatnaja’ 04
Aronie ‘Nero’, 05
Angrest ‘Negu$’ 06
Bortivky "Fialka’ o7
PSenice s cervenymi obalovymi vrstvami P1
PSenice ‘Rothalm’ P2
PSenice 'Richard’ P3
Ryze ‘Lila R1
RyzZe natural s ¢ernymi obalovymi vrstvami R2
Cinska ryze s éernymi obalovymi vrstvami R3

5.4 Priprava vzorki

5.4.1 Priprava ovoce — postup lyofilizace

Ptipravené vzorky byly zhomogenizovany ve tfeci misce a nasledné navazeny do hliniko-
vych misek. Poté byly vzorky ovoce zmrazeny rychlym zmrazenim vzorku na teplotu - 60
°C aby nedoslo k naruSeni struktury ovoce tvorbou krystalkli ledu. DalS$im krokem byla
lyofilizace vzorku po dobu 48 hod v lyofilizatoru ALPHA 1-4LSC. Pii teploté - 60 °C do-
Slo k sublima¢nimu suseni vzorkli ovoce. Nakonec byly vzorky pfipraveny k analyze ve
form¢ suSené¢ho ovoce a uskladnény v chladnickové teploté uzaviené v PE sacku na vzor-

ky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

5.4.2 Priprava obilovin

Vsechny vzorky obilovin urcené k analyze pted tepelnou upravou byly rozemlety na mlyn-
ku Combi Star. Zhomogenizované vzorky byli ulozeny do PP lahvi k néslednému stanove-
ni antokyanovych barviv. Vzorky urené k analyze po tepelné upravé byly navazeny
v mnozstvi 20 g a pfipraveny tak, ze k pfislusSnému vzorku byla pfidana destilovana voda a
vzorek se varil po dobu uvedenou v tabulce, nez byl dovaten. Pfi vafeni byla naméfena
teplota 80 — 85 °C. Vzorek byl ponechan v Petriho misce na ususeni a nasledné byl roze-
mlet do praskové konzistence a ulozen k analyze na suchém misté v PP lahvich. V tabulce
¢. 2 a €. 3 jsou uvedeny jednotlivé vzorky s konkrétnimi navazkami, mnozstvim pouzité

destilované vody a dobou varu vzorku.

Tabulka 2 — Technologické udaje vzorku pSenic

Vzorek Navazka na vareni (g) Voda (ml) Var 85 (°C)
P1 20,0023 380 50 min
P2 20,0099 320 41 min
P3 20,0017 330 37 min

Tabulka 3 — Technologické tidaje vzorku ryzi

Vzorek Navazka na vareni (g) Voda (ml) Var 85 (°C)
R1 20,0053 250 29 min
R2 20,0055 210 21 min
R3 20,0054 260 34 min

5.5 Priprava extrakta pro nasledné spektrofotometrické stanoveni

Ptipravené vzorky k analyze byly navézeny na analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg.
Od kazdého vzorku bylo navédzeno ptislusné mnoZstvi v rozmezi 1 — 5 g do 1ékovek. Kazdy
vzorek byl navazovan minimalné 3x a dale byl smichan s extrakénim ¢inidlem v mnoZzstvi

10 ml.
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Obrazek 12 — Ptipravené vzorky v lékovkach

ZkousSené extrakéni smési byly nasledujici:

Metanol : HCI (1 mol.dm™) 99:1 (%)
Metanol : HCI (0,5 mol.dm™) 70:30 (%)
Metanol : HCI (1 mol.dm™) 85:15 (%)
Metanol : H20 : HCI (0,5 mol.dm™) 70:29:1 (%)

Zkousené zplsoby extrakce v kombinaci s pfisluSnym extrakénim ¢inidlem — optimalizace

extrakce:

30 minutova extrakce na tfepacce po dobu 10 minut v ultrazvuku a 8 minut v odstfe-

divee (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 99 % Met : 1 % HCI (1 mol.dm™)

30 minutovd extrakce na tfepacce po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut
v odstfedivce (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 85 % Met : 15 % HCI (1

mol.dm™)

30 minutova extrakce na tfepacce po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstfe-
divce (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 70 % Met : 30 % HCI (0,5

mol.dm™)
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1 hodinova extrakce na tfepacce po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstie-
divece (12300g) s pouzitou extrakéni smesi v poméru 85 % Met : 15 % HCI (1 mol.dm’
%)

1 hodinova extrakce na tfepacce po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstie-

divee (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 70 % Met : 30 % HCI (0,5

mol.dm™)

1 hodinova extrakce ve vodni lazni po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstie-
divece (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 70 % Met : 29 % H>O : 1 % HCI
(0,5 mol.dm™)

30 minutova extrakce ve vodni ldzni po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v od-
sttedivce (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 85 % Met : 15 % HCI (1

mol.dm™)

30 minutova extrakce ve vodni lazni po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v od-
sttedivce (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 70 % MET : 30 % HCI (0,5

mol.dm™)

1 hodinova extrakce ve vodni lazni po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstie-
divece (12300g) s pouZzitou extrakéni smesi v poméru 85 % Met : 15 % HCI (1 mol.dm’
%)

1 hodinova extrakce ve vodni ldzni po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut

v odstfedivce (12300g) s pouzitou extrakéni smési v poméru 70 % Met : 30 % HCI
(0,5 mol.dm™)

5.6 Spektrofotometrické stanoveni celkovych antokyant

5.6.1 Priprava pufri

A) 0,4 mol.dm™ pufr octanu sodného byl pfipraven rozpusténim piesné navazky 5,443 g

octanu sodného v 96 ml destilované vody

B) 0,025 mol.dm™ pufr chloridu draselného byl pfipraven rozpusténim piesné navazky

0,186 g chloridu draselného v 98 ml destilované vody
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Piipravené roztoky byly nasledné upraveny pomoci koncentrované HCI a 0,5 mol.dm™
HCL na pozadované pH. Pufr octanu sodného byl upraven na pH 4,5 a pufr chloridu dra-
selného na pH 1.

5.6.2 Spektrofotometrické stanoveni TAC pro matrice ovoce

Celkové antokyany jsou znaceny zkratkou TAC (total anthocyanin content). Pro kazdy ana-
lyzovany vzorek byly pouzity 4 zkumavky. U vzorkti bylo pouzito fedéni 5 — 30x.
Z extraktu bylo do kazdé zkumavky napipetovano 0,5 ml vzorku. Do prvnich dvou zkuma-
vek bylo napipetovano ke vzorku 2,5 ml pufru octanu sodného a do dalSich dvou bylo pfi-
dano 2,5 ml chloridu draselného. Obsah zkumavek byl promichén na vortexu. Absorbance
vzorkd byla métfena na spektrofotometru Lambda 25 pii vinovych délkach 510 nm (ab-
sorpéni maximum majoritniho antokyanu — kyanidin-3-glukosidu) a 700 nm. Jako blank

byla pouzita extrakéni smés.

Obrazek 13 — Pipravené roztoky pro néasledné spektrofotometrické stanoveni

TAC pted jejich odsttedénim

Z kazdého analyzovaného vzorku byly naméfeny hodnoty absorbance a néasledné byla vy-
poctena koncentrace TAC v ekvivalentech kyanidin-3-glukosidu. Vysledné koncentrace
byly vyjadfeny v mg.I"!, nasledné pfepocteny na navazku vzorku a poté vyjadieny v mg.100

g-l..
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5.6.3 Spektrofotometrické stanoveni TAC pro matrice obilovin
Vzorky pSenice byly pfipraveny bez fedéni. U vzorki ryze bylo pouzito fedéni 10x.

Nasledna piiprava je stejnd jako u kapitoly 5.6.2.

Vypocet korekce absorbance (A) Fedénych vzorkii:
A = (A510 — A700); — (A510 — A700),, .- 7)
Kde:
A = absorbance zfedéného vzorku
(A510)pu 1 = absorbance vzorku v pufru o pH 1 pfi vinové délce 510 nm
(A510)pn 4,5 = absorbance vzorku v pufru o pH 4,5 pti vinové délce 510 nm
(A700)pH 1 = absorbance vzorku v pufru o pH 1 pfi vinové délce 700 nm

(A700)pH 4,5 = absorbance vzorku v pufru o pH 4,5 pfi vinové délce 700 nm

Vypocet TAC v extraktu

TAC[mg.l™1] =

A.M.
f.ll:ll:ll:l ®)
gl

Kde:

A = absorbance zfedéného vzorku

M = molarni hmotnost kyanidin-3-glukosidu [449,2 g.mol™]
f = faktor fedéni

£ = molarni extinkéni koeficient [26 900 cm™. mol L. 1]

1 = délka optické drahy [1cm]

Ziskana koncentrace byla pfepocitana na mg celkovych antokyant (TAC) ve 100 g ovoce a

obilovin.
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5.7 Stanoveni jednotlivych antokyani pomoci HPLC

Vzorky ovoce a obilovin byly analyzovany pomoci vysokotc¢inné kapalinové chromatogra-
fie s cilem identifikovat jednotlivé pfitomné antokyany. K dispozici byly standardy an-
tokyant, pro kazdy standard antokyanu byla sestrojena kalibra¢ni kiivka. Kalibra¢ni kiivka

byla sestrojena jako zavislost plochy piku (mAU.s) na koncentraci standardu (ug.ml™).

5.7.1 Chromatograficka analyza antokyani

K separaci jednotlivych slozek antokyant byla pouZita kolona YMC-Triart C18 (150 x 3,0
mm; 5 pm). Nastiik vzorku byl nastaven na 20 pl. Jako mobilni faze A byla pouzita voda a
85% kyselina mraven¢i v poméru 90:10. Mobilni fazi B byl acetonitril. Rychlost priitoku
mobilni fize byla nastavena na 1 ml.min™!. P¥i méfeni byla regulovana teplota termostatu
na 25 °C a celkova doba analyzy trvala 35 minut. Pfi vlnové délce 520 nm se odecitaly

plochy piku v porovnani s reten¢nimi Casy.

5.7.2 Kalibraéni kiivky

Pro analyzu antokyani v realnych vzorcich byly nejdiive proméfeny standardy vSech an-
tokyand. Obsah byl zjiStén proméfenim kalibracni zavislosti metodou externi kalibrace.
Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych standarda jsou uvedeny v kapitole 6.3.1. Identita jednot-
livych antokyanil byla potvrzena se standardem a obsah TAC byl vypocitan z regresni rov-

nice.

5.8 Statisticka analyza

Namétené vysledky byly podrobeny statistickému vyhodnoceni s vyuZzitim parametrického
testu, ktery srovnava stiedni hodnoty dvou nezavislych soubort (Studentiiv t-test). Zjisténé

vysledky byly vyhodnoceny v programu StatK25. Hladina vyznamnosti a = 0,05.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Stanoveni antokyanovych barviv

Antokyanova barviva byla stanovovana pomoci metod popsanych v kapitolach 5.6 a 5.7.
V diplomové praci jsou vysledky prezentovany jako aritmetické pruméry + SD (smérodatna

odchylka).

6.2 Vysledky spektrofotometrického stanoveni celkovych antokyano-
vych barviv (TAC)

6.2.1 Postup extrakce pro matrici ovoce

Pro matrice ovoce byla vyhodnocena jako nejvhodnéj$i metoda 1 hodinové extrakce ve
vodni 14zni po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstfedivce (12300g) s pouzitim

extrakéni smési v poméru 70 % Met : 29 % H,0 : 1% HCI (0,5 mol.dm™).

6.2.2 Vysledky stanoveni celkovych antokyani vzorkii lyofilizovaného ovoce

Vysledné hodnoty obsahu celkovych antokyani stanovenych v lyofilizovaném ovoci jsou
uvedeny v Tabulce €. 4 a jsou prezentovany jako ekvivalenty kyanidin-3-glukosidu a jsou

uvedeny na gram lyofilizatu.

Tabulka 4 — Obsah celkovych antokyant v lyofilizovaném ovoci

Oznaceni vzorku TAC=SD
[mg C3G.100 g']

o1 238,6 + 2,45
02 58,1 +£0,12°
03 216,5 + 1,06
04 86,2+ 0,81°
05 179,7 + 1,02¢
06 72,1 +0,26°
07 358,4 +2.27°

Hodnoty ve sloupci se stejnym pisemnym indexem se vzajemné statisticky nelisi (p=>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (p<0,05).
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Z vysledkl uvedenych v Tabulce 4 je patrné, ze nejvyssi mnozstvi antokyanovych barviv
vykazuje vzorek O7 — bortivky ‘Fialka” a to 358,4 mg C3G.100 g a nejnizsi mnozstvi vzo-
rek s oznadenim O2 — diin ‘Fruchtal” a to 58,1 mg C3G.100 g!. Vzorky O1 a O3 nevyka-
zuji statisticky vyznamny rozdil a proto miizeme fict, Zze hodnoty celkovych antokyanti jsou
pro tyto vzorky shodné. Jednd se o vzorek Ol — rybiz ‘Ben Hope” a O3 — zimolez
‘Remont’. U vzorku O5 — arénie ‘Nero” byl naméfen TAC 179,7 mg C3G.100 g!. Hora-
kova (2016) uvadi, ze TAC v lyofilizovaném vzorku aronie ‘Nero” byl v rozmezi 218 — 236
mg C3G.100 g'. Pro vzorek O1 — rybiz ‘Ben Hope” byla hodnota TAC naméfena 238,6
C3G.100 g!, zatimco Horakova (2016) ve své praci uvadi, ze TAC pro odriidy rybizu ‘Ben
Lemond” a ‘Ben Gairn" byly vrozmezi 52 — 188 mg C3G.100 g'. Hodnoty stanovené
v lyofilizovanych vzorcich mohou mit velké rozpéti z divodu nedostate€ného zlyofilizova-
ni vzorkll nebo nabirani vzdusné vlhkosti vzorky. Adamczak (2009) uvadi, Zze dostupna
data TAC v ovocnych druzich je obtizné porovnavat z divodu riznych analytickych metod,

metod vypoctl a riiznych laboratornich podminek pfi skladovani a suSeni.

Sojka et al. (2013) uvadi, Ze naméfené hodnoty TAC v Cerstvém stavu u Aronie ‘Nero™ se
pohybuji v rozmezi 616 — 1239 mg C3G.100 g! a Pedersen (2008) uvadi hodnotu TAC pro
gerny rybiz v Cerstvém stavu 168 — 613 mg C3G.100 g'!. Dostalova (2016) ve své praci
uvadi, Ze hodnoty TAC se nachézeji v rozmezi 38,99 - 113,76 mg C3G.100g™.

6.2.3 Postup extrakce pro obilné matrice

Pro matrice obilovin byla zvolena nejvhodnéj$i metoda 1 hodinové extrakce ve vodni 1azni
po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut v odstfedivce (12300g) s pouZzitim extrak¢ni

smési v poméru 85 % Met : 15 % HCI (1 mol.dm™).

6.2.3.1 Vysledky stanoveni obsahu celkovych antokyanii u vzorki syrovych obilnych

irn

Vysledné hodnoty obsahu celkovych antokyanti (TAC) v zrnech obilnin pfed tepelnou

upravou jsou uvedeny v Tabulkéach €. 5 a 6.
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Tabulka 5 — Obsah celkovych antokyant v pSenici pied tepelnou upravou

TAC
Oznaceni vzorku
[ mg C3G.100 g'']
P1 1,1+£0,012
P2 6,3 +0,03°
P3 2,5+0,05°

Hodnoty ve sloupci se stejnym pisemnym indexem se vzajemn¢ statisticky nelisi (p>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (»p<0,05).

Mnozstvi celkovych antokyantl v pSenici pred tepelnou Gpravou se pohybuje v rozmezi 1,1
— 6,3 mg C3G.100 g'. Mezi vzorky P1 a P3 neni statisticky vyznamny rozdil (p>0,05),
oproti vzorku P2, kde byl naméten nejvyssi podil antokyanovych barviv (p<0,05). Celkova
naméfena hodnota TAC u vzorku P2 — 'Rothalm” byla 6,3 mg C3G.100 g!. Bailon et al.
(2004) porovnaval hodnotu TAC pro jarni pSenici modrou aleuronovou, fialovou pSenici a
pSenici s ¢ervenymi obalovymi vrstvami béhem tfi sklizni. Ve fialové pSenici naméfili
hodnoty TAC 16 mg C3G.100 g!. U psenice s dervenymi obalovymi vrstvami naméfili
hodnotu TAC 0,5 mg C3G.100 g'. V diplomové préci byla namétena hodnota TAC pSeni-

ce s Gervenymi obalovymi vrstvami s oznac¢enim vzorku P1 v hodnoté 1,1 mg C3G.100 g™!.

Abdel-Aal et al.(2006) uvadi primérny obsah antokyanti 10,6 — 15.3 mg C3G.100 g a
uvadi rozsah u odridy modré a purpurové pSenici 1,3 — 13,9 mg C3G.100 g'.
Pti porovnéni hodnot naméfenych vzorki s literaturou je patrné, ze vysledky se od sebe

1i8i.

Tabulka 6 — Obsah celkovych antokyanii v ryzi pred tepelnou upravou

TAC
Oznacdeni vzorku
[ mg C3G.100 g]
R1 23,540,082
R2 71,7 +0,18%¢
R3 81,8 £0,21°¢

Hodnoty ve sloupci se stejnym pisemnym indexem se vzajemn¢ statisticky nelisi (p>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (»p<0,05).
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Ve vzorcich ryzi s barevnymi obalovymi vrstvami byla detekovana vyrazné vyssi hodnota
celkovych antokyanil v porovnani s hodnotami vzorka pSenice. Hodnoty TAC se pohybuji
v rozmezi 2,35 — 8,18 mg C3G.100 g'!'. Mezi vzorky R2 a R3 nebyl zjistén statisticky vy-
znamny rozdil (p=0,05). U vzorku R3 — ryZe s Gernymi obalovymi vrstvami z Ciny byla
detekovana statisticky nejvyssi hodnota TAC 8,18 mg C3G.100 g! (p<0,05). Nejmensi
mnozstvi bylo stanoveno u vzorku R1 — ryze Lila” 2,35 mg C3G.100 g'. Pedro et al.
(2016) ve své studii uvadi, Ze naméfené hodnoty TAC se u ryzi pohybuji nad 10 mg
C3G.100 g!. Dalsi studie, kterou uvedl Frank et al. (2016) ukazuje, Ze hodnoty TAC jsou
velice variabilni a naméfené hodnoty ryZe s Cernymi obalovymi vrstvami v rozmezi 22,3 —
140,3 mg C3G.100 g!. P#i porovnani hodnot naméfenych vzorki s literaturou je patrné, Ze

vysledky se od sebe lisi.

6.2.3.2 Vysledky stanoveni obsahu celkovych antokyanii u tepelné opracovanych obil-

nych zrn

Vysledné hodnoty celkovych antokyanil po tepelné Upravé jsou uvedeny v tabulkach ¢. 7 a

8.

Tabulka 7 — Obsah celkovych antokyant v pSenici po tepelné prave

Oznadeni vzorku TAC [ mg C3G.100 g']
P1 0,7+0,017
P2 1,3+0,01°
P3 0,6 £0,017

Hodnoty ve sloupci se stejnym pisemnym indexem se vzajemné¢ statisticky nelisi (p>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (»p<0,05).

Mnozstvi antokyand v pSenici po tepelné Upravé se pohybuje v rozmezi 0,6 — 1,3 mg
C3G.100 g'. Mezi vzorky P1, P2 i P3 neni statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).
Z vysledkl je patrné, ze pfti tepelné uprave dochazi k degradaci antokyanovych barviv.
Celkové hodnoty antokyanovych barviv u vzorkt ryzi byly vyssi i po tepelné Gipravé nez u

pSenice. Primérné mnozstvi TAC ve vzorcich ryze se pohyboval v rozmezi 32,5 - 9,8 mg
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C3G.100 g!. Statisticky stejné mnozstvi bylo detekovano ve vzorcich R1 a R2. Nejvyssi
mnoZstvi TAC bylo stanoveno ve vzorku R3 — ryze s éernymi obalovymi vrstvami z Ciny
a to v mnozstvi 32,5 mg C3G.100 g'!'. Nejniz$i mnozstvi vykazoval vzorek R2 — ryze natu-

ral s ¢ernymi obalovymi vrstvami v mnozstvi 9,8 mg C3G.100 g
Ditlezitym vlivem pii tepelné uprave je voda pii vareni, do které jsou antokyanova barviva
vyluhovény a tim vznika jejich nésledna ztrata ve vzorku. Dalsi dualezity faktor je kyslik,

ktery urychluje degradaci antokyanii. Kucerova (2014) ve své praci uvedla, ze po upravé

pecenim zlstane v pecivu 33% antokyant.

Tabulka 8 — Obsah celkovych antokyant v ryzi po tepelné Gpravé varem

Oznaceni vzorku Mnozstvi antokyani [ mg C3G.100 g!]
R1 11,7+0,11*
R2 9,8 £0,01°
R3 32,5+0,14°

Hodnoty ve sloupci se stejnym pisemnym indexem se vzajemné statisticky nelisi (p>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (p<0,05).
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Graf 1 — Srovnévaci graf pSenice pfed a po tepelné Gprave varem
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Graf 2 — Srovnavaci graf ryze pted a po tepelné tpraveé varem

Graf 1 a 2 ukazuji hodnoty TAC pied a po tepelné uprave. Z grafii je patrné, Ze celkovy
pokles antokyanovych barviv je vysoky. U vzorku P1 poklesl TAC o 36,3 % , u vzorku P2
byl zaznamenén nejvyssi pokles, a to 0 79,3 %. Vzorek P3 vykazal hodnoty poklesu TAC o
76 %. U vzorku R3 byl zaznamenan pokles TAC o 60,3 %. Nejvyssi pokles hodnot TAC je

v
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50,2 %. Dle Bailon et al. (2004) je patrné, Ze pokles antokyanovych barviv po tepelné
uprave je znacny. Uvedl, ze vzorek psSenice s Cervenymi obalovymi vrstvami po degradaci

antokyanti obsahoval z 0,5 mg C3G.100 g™ 0,2 mg C3G.100 g

6.3 Vysledky méreni profilu vybranych antokyanovych barviv metodou

HPLC

6.3.1 Kalibracni kiivky jednotlivych standarda antokyani

Kalibraéni kiivka predstavuje zavislost plochy piku na (mAU.s) na koncentraci dan¢ho

standardu antokyanu (ug.ml™?).
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Graf 3 — Kalibra¢ni kiivka myrtillin-3-glukosidu
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Graf 4 — Kalibra¢ni kiivka keracyanin-3-glukosidu
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Graf 5 — Kalibra¢ni kiivka callistephin-3-glukosidu
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6.3.2 Vysledky stanoveni obsahu jednotlivych antokyani metodou HPLC u vzor-

ki ovoce

Vysledky stanoveni obsahu jednotlivych antokyanii vzorki lyofilizovaného ovoce jsou

uvedeny v tabulce €. 9 a jsou uvedeny na gram lyofilizatu.

Tabulka 9 — Koncentrace jednotlivych antokyanti v ovoci

Antokyany | 02 03 04 05 06 07
[ng-g”]
33,77 5,60 1,17
Myrtl““.l-S_ + n.d n.d. + n.d. + n.d.
glukosid
6,01 0,68 0,58
382,97 3098 253,65 255,87 774,5 458,26
Keracyanin-
+ + + + + +
3-glukosid nd.
19,29 12,11 8,08 27,56 5,63 3,93
1467,66 | 39,97 324,05 645 29,57 2697,84 159,34
Calllsteph.m- + N N N N 4 n
3-glukosid
52,56 | 0,41 13,39 18,64 63,40 19,60 1,27
28,39 1,80 2,80 0,11 8,39 0,85 672,98
Pe0n1d11.1—5- N " " N N " N
glukosid
3,16 0,04 0,14 0,01 1,66 0,02 8,92
1,44 + 0,68 0,06 1,28 0,07
Kyanidin-3-
+ + + +
T 0, n.d. n.d.
0,08 0,06 0,01 0,15 0,01
0,10 0,03 0,73 0,16 0,52
Pelargonidin-
+ + + + +
3-glukosid nd nd
0,03 0,01 0,05 0,07 0,34
0,24 1,03 8,20 0,94
Peonidin-3-
+ + + +
Tl n.d. n.d. n.d.
0,01 0,21 0,24 0,07
0,56 0,61 0,41 68,08 0,22
Malvidin-3-
+ + + + +
T n.d. n.d.
0,03 0,01 0,15 0,76 0,06

n.d. = nebylo detekovano
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Z Tabulky 9 vyplyvaji nésledujici vysledky.

Myrtillin-3-glukosid byl detekovan ve vzorcich O1, O4 a O6. Jeho nejvyssi mnozstvi 33,77

ng.g! vykazoval vzorek Ol — rybiz ‘Ben Hope” a nejnizsi mnozstvi 1,17 pg.g™! vzorek O6

—angrest ‘Negus$™ . U vzorkt O2, O3, O5 a O7 nebyl tento antokyan detekovan.

Keracyanin-3-glukosid byl naméfen u vzorkti O1, 02, O4, OS5, O6 a O7. Nejvyssi mnozstvi
3098,85 ng.g! bylo naméfeno u vzorku O2 — diin ‘Fruchtal” a nejniz$i mnozstvi 253,65

ng.g! uvzorku O4 — jefab ‘Granatnaja’. U vzorku O3 nebyl tento antokyan detekovan.

Callistephin-3-glukosid byl detekovan u kazdého zkoumaného vzorku. Nejvyssi naméteni
mnozstvi 2957,31 pg.g”! bylo u vzorku O5 — arénie ‘Nero” a nejniz$i mnozstvi 39,97 u

vzorku O2 — dfin “Fruchtal’.

Peonidin-5-glukosid byl detekovan u vSech vzorki. Jeho nejvyssi mnozstvi 672,98 pg.g’!
bylo naméfeno u vzorku O7 — boriivka “Fialka” a nejniz$i mnozstvi 0,11 pg.g' bylo namé-

feno u vzorku O4 — jetab "Granatnaja’.

Kyaninidin-3-glukosid nebyl detekovan u vzorkd O4 a O7. Nejvyssi mnozstvi tohoto an-
tokyanu 1,44 pg.g! bylo naméfeno u vzorku Ol — rybiz ‘Ben Hope™ a nejniz8i mnozstvi

0,06 ug.g"! bylo naméfeno u vzorku 06 — angrest ‘Negus'.

Pelargonidin-3-glukosid nebyl detekovan pouze u jednoho vzorku, a to u vzorku O4. U

ostatnich vzork, kde byl detekovan, byla koncentrace v rozsahu 0,01 — 0,73 pg.g™.

Peonidin-3-glukosid byl nedetekovéan u dvou vzorki, a to u vzorki O4 a O5. Nejvyssi kon-
centrace 8,2 pg.g!' byla naméfena u vzorku O6 — angrest ‘Negu$'. NejniZ$i koncentrace

tohoto antokyanu byla naméfena u vzorku O1 — rybiz ‘Ben Hope’, a to 0,04 pg.g.

Nejvyssi naméfena hodnota malvidin-3-glukosidu byla u vzorku O6 — angrest ‘Negus’, a to
68,08 pg.g'. U vzorku O4 nebyl tento antokyan detekovan. U ostatnich vzorki se koncen-
trace pohybovala v rozmezi 0,02 — 0,61 pg.g.

Horéakova (2016) ve své praci uvadi, ze lyofilizované plody ardnie obsahuji pfevazné ky-

nidiny.
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6.3.3 Vysledky stanoveni jednotlivych antokyani metodou HPLC u vzorki pSe-

nice

Vysledky pSenice jednotlivych antokyant jsou uvedeny v Tabulce €. 10.

Tabulka 10 — Koncentrace jednotlivych antokyanii v pSenici

Antokyany [ug.g™] P1 P2 P3
Myrtillin-3-glukosid n.d. n.d. n.d.
Keracyanin-3-glukosid 0,11 +0,06* 1,55+0,11% 0,28 £ 0,04%
Callistephin-3-glukosid 0,05+ 0,01* 0,33 +0,02° n.d.
Peonidin-5-glukosid 0,12+ 0,01* 1,57 +0,15° 0,04 +0,02°¢
Kyanidin-3-glukosid n.d. 0,14 +0,03 n.d.
Pelargonidin-3-glukosid 0,01 +£0,01* 0,02 +0,01* n.d.
Peonidin-3-glukosid n.d. 1,93 £0,18 n.d.
Malvidin-3-glukosid 0,06 +£0,01* 2,5+0,18° n.d.

Hodnoty v fadcich se stejnym pisemnym indexem se vzdjemné statisticky nelisi (p>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (p<0,05). n.d. = nebylo detekovano

Z namétenych vysledki z Tabulky 10 je patrné:
Myrtilin-3-glukosid byl jediny antokyan, ktery nebyl detekovan v zddném vzorku.

Nejvyssi koncentrace keracyanin-3-glukosidu 1,55 pg.g™! byla naméfena u vzorku P2 —

obalovymi vrstvami.

Callistephin-3-glukosid nebyl detekovan u vzorku P3 — pSenice "Richard’. Nejvyssi hodno-

naméfena u vzorku P1 — pSenice s ¢ervenymi obalovymi vrstvami.

Peonidin-5-glukosid byl detekovan u vSech vzorkd. Jeho nejvyssi hodnota 1,57 pg.g!
byla naméfena u vzorku P2 — p3enice ‘Rothalm” a nejnizsi hodnota 0,04 pg.g”' u vzorku P3
— pSenice ‘Richard’".

Kyanidin-3-glukosid byl detekovan pouze u vzorku P2 — pSenice ‘Rothalm’, a to

v koncentraci 0,14 pg.g™.
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Pelargonidin-3-glukosid byl detekovan u vzorku P1 — pSenice s ¢ervenymi obalovymi vrst-
vami a P2 — pSenice ‘Rothalm’. U vzorku P1 byla koncentrace 0,01 pg.g”'. U vzorku P2

byla naméfena koncentrace 0,02 pg.g.
Peonidin-3-glukosidu byl detekovan pouze u vzorku P2 — pSenice ‘Rothalm” s koncentraci
1,93 ug.gl.

Malvidin-3-glukosid byl nedetekovan u vzorku P3 — pSenice Richard’. Vzorek P1 — pSeni-
ce s Cervenymi obalovymi vrstvami vykazoval koncentraci 0,06 pg.g' a u vzorku P2 —

pSenice ‘Rothalm” byla naméiena koncentrace 2,5 pg.g™.

ABDEL-AAL and HUCL (2003) stanovili hlavni antokyany v purpurové pSenici: kyanidin-
3-glukosid, pelargonidin-3-glukosid, peonidin-3-glukosid a peonidin-3-rutinosid. Kya-
nidin-3-glukosid a peonidin-3-rutinosid byly stanoveny i ve vzorku pSenice s modrym zr-
nem.

6.3.4 Vysledky stanoveni jednotlivych antokyani metodou HPLC u vzorkii ryzZe

Nameétené koncentrace jednotlivych antokyanti jsou uvedeny v Tabulce €. 11.

Tabulka 11 — Koncentrace jednotlivych antokyanii v ryzi

Antokyany [pg.g™] R1 R2 R3
Myrtillin-3-glukosid 3,08+0,33? 12,32+0,51°¢ 11,82+0,61¢
Keracyanin-3-glukosid 6,07+0,07% 2,61+0,22° 12,08+0,81¢
Callistephin-3-glukosid 3,51+0,33% 17,98+0,28° 15,51+0,47¢
Peonidin-5-glukosid 41,86+1,50° 61,85+2,19° 90,76+0,89°
Cyanidin-3-glukosid 0,45+0,08* 1,23+0,12b¢ 1,15+0,70°¢
Pelargonidin-3-glukosid 0,18+0,01* 0,37+0,30* 0,47+0,37%

Peonidin-3-glukosid 0,17+0,02 n.d. n.d.
Malvidin-3-glukosid 0,33+0,04* 0,19+0,05° 0,84+0,03¢

Hodnoty v fadcich se stejnym pisemnym indexem se vzajemné¢ statisticky nelisi (p>0,05),

hodnoty s riznymi indexy se navzajem lisi (p<0,05). n.d. = nebylo detekovano
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Z Tabulky 11 vyplyvaji nasledujici hodnoty:

Myrtilin-3-glukosid byl detekovan u viech vzorki. Nejvyssi koncentrace 12,32 pg.g! byla
ryze ‘Lila’.

Nejvyssi koncentrace Keracyanin-3-glukosidu 12,08 pg.g™! byla naméfena u vzorku R3 —
ryze s Gernymi obalovymi vrstvami z Ciny, nejnizsi koncentrace 2,61 pg.g”' u vzorku R2 —

ryze natural s cernymi obalovymi vrstvami.

U callistephin-3-glukosidu byla nejvyssi hodnota 17,98 pg.g™! tohoto antokyanu naméfena
u vzorku R2 — ryZe natural s ¢ernymi obalovymi vrstvami, nejniz$i hodnota 3,51 pg.g’

byla naméfena u vzorku R1 — ryze “Lila”.

Peonidin-5-glukosid byl detekovan u vsech vzork®. Jeho nejvys$si hodnota 90,76 ng.g’
byla naméfena u vzorku R3 — ryZe s ¢ernymi obalovymi vrstvami z Ciny a nejnizsi hodnota
41,86 pg.g' uvzorku R1 —ryze “Lila".

Kyanidin-3-glukosid byl detekovan u vSech vzorkl. Nejvyssi koncentrace byla namétena u

cvwr

trace byla naméfena u vzorku R1 —ryze ‘Lila’, a to 0,45 pug.g’'.

Pro pelargonidin-3-glukosid byla detekovana u vzorku R3 — ryze s ¢ernymi obalovymi

vrstvami z Ciny nejvyssi koncentrace 0,47 pg.g”'. U vzorku R1 — ryze “Lila’ byla naméfena

v

Peonidin-3-glukosid byl detekovan pouze u vzorku R1 —ryze “Lila” s koncentraci 0,17 pg.g”
1.
Nejvyssi koncentrace malvidin-3-glukosidu byla naméfena u vzorku R3 — ryze s Cernymi

obalovymi vrstvami z Ciny, a to 0,84 pg.g”'. Nejnizsi koncentrace byla u tohoto antokyanu

u vzorku R2 — ryze natural s ernymi obalovymi vrstvami, a to 0,19 pg.g™.
Abdel et al. (2003) konstatuji, Ze v ryzi s ernymi obalovymi vrstvami byly detekovany
kyanidin-3-glukosid a peonidin-3-glukosid. Dale konstatuji, Ze ryZe s ¢ernymi obalovymi

vrstvami obsahuje nejvice antokyanii mezi v§emi zkoumanymi obilovinami.
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ZAVER

Tato diplomové prace se zabyva vyhodnocenim extrakénich postupli pro stanoveni an-
tokyanovych barviv v technologicky zpracovanych rostlinnych matricich. Jako nejvhodnéj-
$i extrakce pro spektrofotometrické stanoveni lyofilizovaného ovoce byla zvolena metoda
jednohodinové extrakce ve vodni lazni, po dobu 20 minut v ultrazvuku a 15 minut na od-
stiedivee s pouzitim extrakéni smési v poméru 70 % Met : 29 % H>O : 1 % HCI (0,5
mol.dm™). Ve vzorcich lyofilizovaného ovoce bylo spektrofotometricky stanoveno nejvice
antokyanovych barviv ve vzorku O7 — Borlivky ‘Fialka” a nejniZ§i mnozstvi ve vzorku O2
— Dfin ‘Fruchtal’. Metoda pro spektrofotometrické stanoveni celkovych antokyanovych
barviv pro syrové obiloviny i pro obiloviny po tepelné upravé varem byla stejna, ale odli-
Sovala se extrakéni smési, ktera byla v poméru 85 % Met : 15 % HCI (1 mol.dm™). Vy-
sledky spektrofotometrického stanoveni celkovych antokyanovych barviv syrovych obilo-
vin byly vyssi oproti vysledkiim obilovin po tepelné upravé. MnozZstvi celkovych antokya-
novych barviv v psenici pied tepelnou tpravou bylo v rozmezi 1,1 — 6,3 mg C3G.100 g™
Oproti tomu mnoZstvi antokyanii v pSenici po tepelné Upravé se pohybovalo v rozmezi
0,6-1,3 mg C3G.100 g'. U vzorku P1 byl zaznamenan pokles celkovych antokyanovych
barviv 0 36,3 % , u vzorku P2 o 79,3 % coz byl nejvyssi pokles ze vzorki pSenice. U vzor-
ku P3 byl zjistén pokles o 76 %. Ve vzorcich ryzi s barevnymi obalovymi vrstvami byla
detekovéana vyrazné vyssi hodnota celkovych antokyand v porovnadni s hodnotami vzorkl
pSenice. Hodnoty celkovych antokyanovych barviv ryzi pted tepelnou upravou varem se
pohybovaly v rozmezi 23,5 - 81,8 mg C3G.100 g'! a hodnoty po tepelné tipravé v rozmezi
9,8 — 32,5 mg C3G.100 g!. Nejvyssi pokles hodnot antokyanovych barviv byl zjistén u
vzorku R2 — Rothlam a to o 86 % oproti zjiSt€énym hodnotdm v syrovém stavu. Nejmensi
pokles hodnot byl u vzorku R1 —ryze "Lila” a to 0 50,2 %. Metodou HPLC s detekci v UV
oblasti byly u vybranych vzorkd ovoce a obilovin detekovany jednotlivd antokyanova bar-
viva — myrtillin-3-glukosid, keracyanin-3-glukosid, callistephin-3-glukosid, peonidin-5-
glukosid, kyanidin-3-glukosid, peonidin-3-glukosid a malvidin-3-glukosid. Nejvyssi kon-
centrace keracyanin-3-glukosidu byla u vzorku dfin ‘Fruchtal’. Dalsi nejvyssi koncentrace
byla detekovana u callistephin-3-glukosidu u vzorku aronie ‘Nero’. Myrtilin-3-glukosid byl
jediny antokyan u vzorkl pSenice, ktery nebyl detekovan. Nejvyssi koncentrace byla peoni-

din-5-glukosidu. Vyjma peonidin-3-glukosidu u vzorku R2 a R3, byla u vSech vzorki de-
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tekovana vSechna uvedend antokyanova barviva. Zavérem lze fici, Ze tepelna uprava obi-

lovin ma vysoky vliv na koncentraci antokyanovych barviv.
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HCl
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n.d.
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Met
pH
RP-HPLC
S.D.
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TLC

Capillary Liquid Chromatography
Capillary Zone Electrophoresis

Ceska republika

Kyanidin-3-glukosid

Kyselina chlorovodikova

Lipoproteiny s vysokou hustotou

High Performace Liquid Chromatography
Nebylo detekovano

Lipoproteiny s nizkou hustotou

Metanol

Potential of hydrogen

Reverse Phase HPLC

Standard Deviation - Smérodatna odchylka
Total anthocyanin content

Thin-layer chromatography
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