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Anotace

Polyfenoly pfitomné v rostlinach jsou latky s mnoha zajimavymi vlastnostmi, jejichz pfi¢inou
jsou cetné fenolové skupiny. Jsou to silné antioxidanty, mnohé maji schopnost chelatovat
kovy, vazi se s aminokyselinami a na zakladé téchto vlastnosti maji i fadu biogennich ucinkd:
chrani bunky pfed oxida¢nim stresem a volnymi radikdly a tim 1 pied posSkozenim
subbunécnych struktur, starnutim, degeneraci a fadou chorob. Mnoh¢é jsou zkoumany jako
farmaka s protizanétlivymi, protinadorovymi, kardioprotektivnimi, antivirovymi i
antimikrobidlnimi G¢inky. Fenolové skupiny funguji u téchto latek casto jako auxochromy a
zaroven mista vhodnd pro interakci s textilnimi substraty, a tak je mozné nékteré z téchto
latek vyuzit jako p¥irodni barviva k barveni p¥irodnich i syntetickych vlaken. Radu ptivodnich
biogennich vlastnosti vnaseji tato ,,funk¢ni barviva“ i do textilii, které tak vedle ekologického
a ptirodniho barveni ziskavaji i dalsi ,,pfidanou hodnotu®. Pro nastinéni dal§ich moznosti
vyuziti rostlinnych polyfenoli je podan i stru¢ny piehled jejich biologickych a technickych
téchto interakci predevsim z pohledu textilniho barveni. U vybranych barviv jsou diskutovany
nejen bézné stalosti, pouziti mofidel, vliv podminek barveni na vysledny odstin a typy
vznikajicich chemickych vazeb, ale i ekologické aspekty tohoto barveni s diirazem na vyuziti
barevnych zemédélskych, lesnickych a potravinarskych odpadi.

Klicova slova: polyfenoly, taniny, anthokyany, betalainy, flavonoidy, pfirodni barviva

Annotation

Polyphenols present in plants are substances with various remarkable properties that are
caused by number of phenolic groups. They are powerful antioxidants; many of them are able
to chelate metals and bind with amino acids. Based on these properties polyphenols have a
number of biogenic effects: they protect cells against oxidative stress and free radicals and
thus against damage of subcellular structures, aging, degeneration and the number of other
diseases. Many of them are studied as pharmaceuticals with anti-inflammatory, anticancer,
cardioprotective, antiviral and antimicrobial effects. Phenolic groups of these substances often
act as auxochromes as well as sites for interaction with textile substrates, therefore it is
possible to use them as natural dyes for dyeing natural and synthetic fibres. These "functional
dyes" bring a number of their biogenic properties into textiles, that in addition to
environmental and natural dyeing acquire more "added value®. A brief overview of biological
and technical applications of plant polyphenols in combination with fibrous substrates is
presented to outline their other uses, but the main focus of this work is on a solution of these
interactions from point of view of textile dyeing. On selected dyes are discussed not only
ordinary fastness, use of mordants, effect of dyeing conditions on the final hue or type of
resulting chemical bonds, but also ecological aspects with emphasis on utilisation of
agricultural, forestry and food wastes for this type of dyeing.

Keywords: polyphenols, tannins, anthocyanins, betalains, flavonoids, natural dyes



Annotation

In den Pflanzen anwesenden Polyphenolen sind Substanzen mit vielen interessanten
Eigenschaften, deren Ursachen die zahlreichen phenolischen Gruppen sind. Sie sind starke
Antioxidanten, haben die Fahigkeit Metalle zu chelatisieren, mit Aminoséduren sich zu binden
und auf Grund dieser Eigenschaften haben sie eine Reihe von biogenen Wirkungen. Sie
schiitzen die Zellen vor oxidativem Stress und freien Radikalen und somit vor
Beschddigungen der subzelluldren Strukturen, vor Alterung, Degeneration und vor einer
Anzahl der Erkrankungen, viele von ihnen werden als Heilmittel mit
entziindungshemmenden, Krebs, Herz schiitzenden anti-viralen und anti-mikrobiellen
Wirkungen untersucht. Phenolgruppen funktionieren bei diesen Stoffen haufig als
Auxochrome und gleichzeitig als Stellen, geeignet fiir eine Interaktion mit Textilsubstraten
und so ist es moglich, einige dieser Substanzen als natiirliche Farbstoffe zum Farben von
natiirlichen und synthetischen Fasern zu verwenden. Eine Reihe origineller biogener
Eigenschaften dieser " funktioneller Farbstoffe” tragen sie in das Gewebe ein, welches so
neben den Okologischen und natiirlichen Farben noch andere "Mehrwerte" gewinnt. Als
Entwurf weiterer Anwendungsmoglichkeiten der pflanzlichen Polyphenole ist hier ein kurzer
Uberblick iiber die biologischen und technischen Anwendungen in Verbindung mit
Fasersubstraten gegeben, jedoch der Schwerpunkt dieser Arbeit ist hauptsdchlich die Losung
der Interaktionen aus der Perspektive der Textilfarberei. Diskutiert ist nicht nur die gemeine
Farbechtheit, Verwendung von Beizen, Einfluss beim Féarben auf den Farbton und Arten der
entstehenden chemischen Bindungen, sondern auch die 6kologischen Aspekte dieser Farbung,
mit Betonung auf die Verwertung der farbigen Landwirtschafts-, Forst- und
Lebensmittelabfille.

Schliisselworter: Polyphenole, Tannine, Anthocyane, Betalaine, Flavonoide, natiirliche
Farbstoffe
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Uvod

Rostlinné polyfenoly jsou intenzivné studovany jiz zhruba od 80. let minulého stoleti.
Jedna se o Sirokou skupinu latek s fadou zajimavych ucinkd, z nichZ nejstudovanéjsi je jejich
antioxidacni aktivita ve vztahu k lidskému zdravi. 1 kdyz mmnoZzstvi publikaci, které se
zabyvaji polyfenoly, pfedevSim zhruba od konce 80. let minulého stoleti exponencidlné roste,
publikace popisujici interakce polyfenola s textilnimi substraty nejsou pfili§ pocetné a maji
hojnéjsi zastoupeni pouze V oblasti motidel a pfirodniho barveni.

Spojeni textilnich materiald s polyfenoly ve skutenosti otevira zajimavé moznosti
v mnoha rGznych aplikacich. Cilem této prace je V teoretické Casti podat struény piehled
vlastnosti, vyskytu a pouziti rostlinnych polyfenold, dale zmapovat tuto problematiku pro
dalsi vyzkum a v experimentalni ¢asti ovétit vyuziti a potencidl nékterych rostlinnych odpadi
a materialt, se zaméfenim na interakce v nich obsazenych vybranych fenolickych latek a
barviv s textilnimi vlakny a motidlovymi solemi.

I kdyz by se mohlo zdat, ze prace je vénovana pouze barviiské tématice, neni tomu tak:
pravé unikatni vlastnosti ptirodnich polyfenolickych latek vnaSeji do textilniho substratu
vedle barvy i dalsi ,,ptidanou hodnotu®, jako jsou napf. antioxida¢ni vlastnosti, schopnost
zhaset volné kyslikaté radikaly, ochrana pfed UV zafenim, antibakterialni vlastnosti,
schopnost pohlcovat pachy nebo sorbovat ionty kovi. Pfedmétem mého studia a testovani
byly tedy nejen barevné charakteristiky tkanin obarvenych piirodnimi substraty, jako jsou
barevnost a bézné stalosti, ale i dal$i zminéné vlastnosti, které jsou diskutovany se zietelem
K jejich chemické struktufe a interakcim s textilnimi vlakny.

Aplikace polyfenoli na vlakenné substraty lze zjednodu$ené rozdélit do tii okruhti:

+ textilni barveni, jehoz soucasti je kromé barveni s vyuzitim rostlin a moteni také
hledani moznosti efektivniho zhodnoceni zemédélskych odpadt a jejich vyuziti k barveni
textilii

» technické aplikace, jako je napf. pfiprava nanocastic a nanoporéznich struktur
chemickou redukei v pfitomnosti polyfenolti, funkcionalizace nanovldken, vyroba pryskyfic,
¢isténi vody kontaminované ionty kovil, vyroba textilii odolnych vici plisnim a hnilob& nebo
nékteré méné obvyklé aplikace, jako je odstranovani zadpachu z ov¢i viny pomoci tanini

* biomedicinské aplikace, mezi které patii pfedevSim zpeviiovani biopolymernich
tkdnovych nosiclh ve tkanovém inzenyrstvi a vyvoj materiali pro 1é€bu a kryti ran vcetné
vyuZiti antibakteridlnich vlastnosti téchto materialt

Préce si neklade za cil podat vy€erpavajici prehled polyfenoli — nejedna se o review, proto
jsou v piehledu nékteré ¢asti zminény pouze struéné, nékteré vynechany a nékteré probrany
podrobnéji. Pozornost je vénovana predevsim latkam a skupinam latek, které byly pfedmétem
mého studia a experimentll — taninim, flavonoidiim, anthokyaniim a vzhledem k dostupnosti
barevnych odpadii a podobnosti barevnych vlastnosti Cervené fepy s materialy obsahujicimi
anthokyany byla prace roz§ifena jest€ o betalainy.



1. Rozdéleni a vlastnosti polyfenolu

Polyfenoly jsou (nejen) rostlinné latky, které predstavuji chemicky velmi rtiznorodé
slouceniny, jejich spolecnym pojitkem je obsah hydroxylovych skupin véazanych na
aromatickém jadre ¢i jadrech. Jsou to snadno oxidovatelné latky s nizkym redox potencidlem,
které jsou schopné redukovat latky s oxida¢nimi ucinky a reaktivni volné radikaly. Mnoho
polyfenolickych latek tvoti dilezitou slozku nasi potravy, protoze jsou obsazeny v zelening,
ovoci, obilovinach, luSténinach, bramborach, Cokolad€, semenech, ofechach, koifeni a
napojich rostlinného ptivodu (¢aje, kéva, pivo, vino, dzusy). Jako silné antioxidanty vyrazné
prispivaji k ochran¢ organismu a pomahaji chranit naSe buiky pied oxidacnim poSkozenim.
Polyfenoly vykazuji fadu fyziologickych, biogennich a dalSich G¢inkl, napi. protizanétlivé,
vazodilata¢ni, antibakterialni, antivirové, adstringentni (sviravé), spasmolytické,
antiagregacni, hepatoprotektivni, antialergenni, cytostatické, chelata¢ni, enzymov¢ inhibi¢ni
¢i naopak stimula¢ni a jsou pouzivany v potravinafstvi, farmacii a kosmetice. - 1°

Rostlinné polyfenoly zahrnuji nékolik tisic latek, které se déli do 4 velkych skupin:
fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany. Asi nejvice studovanou skupinou jsou
flavonoidy, které se dale déli na anthoyanidiny, flavonoly, flavanoly, flavanony, chalkony aj.
Mnohé ztéchto latek se vyskytuji v glykosidickych vazbach, substituované raznymi
organickymi kyselinami a také v riznych polymera¢nich stupnich — od monomerd, oligomert
az k polymernim latkdm — tanintim.® 1% 12,13

Taniny

Rostlinné taniny jsou ve vodé rozpustné polymerni polyfenolické slouceniny, které se
nachdzeji v nejriznéjsich castech rostlin, jako je dievo, kiira stromt, ovocné slupky, lusky,
listy, kofeny a halky rostlin. Vznikaji jako sekundarni metabolity v rostlinach, jsou to tedy
latky, které se pfimo neucastni rdstu, vyvoje nebo rozmnozovani rostlin, ale dlouhodobé¢
slouzi k ochrané rostlin pted $kidci, parazity a neptiznivymi podminkami.#

Termin ,,tanin“ pochdzi ze starého keltského vyrazu pro dub, ktery je dodnes popularnim
zdrojem tiislovin pouzivanych od starovéku az do pomérné nedavné doby bézné k vyc¢inovani
ktzi (obsahuje 6 - 16 % tfislovin).

Taniny jsou latky se §irokym spektrem biogennich t¢inki. Casto se jedna o hoiké latky a
adstringencia - 1é¢iva se sviravym ucinkem, ktera tlumi zlazové sekrece, piisobi lokalni z(izeni
cév, maji protiprijmovy ucinek apod. Obsah taninl v rostlinach siln¢ kolisa v zavislosti na
vegetacnich podminkach (teplota, vyZiva, slunecni svit). Na taniny jsou obecné bohatsi
dfeviny tropického i mirného pasma (dubova kira, kebra¢o) nez napft. traviny, ale i zde
existuji vyjimky. Prostfednictvim svych fenolovych a karboxylovych skupin tvofi komplexy s
riznymi latkami - predevSim s proteiny (koagulace bilkovin, na které je zalozen proces
vy€iovani kizi), aminokyselinami a alkaloidy. Komplexy tvofi 1 s 1onty kovil, s
polysacharidy a tuky. Obecné plati, Ze taniny jsou ve vodé rozpustné latky, ale jejich
rozpustnost klesa s rostoucim polymera¢nim stupném.

Rozdé&leni taninii vychézi z celkového jednoduchého déleni polyfenolid Edwina Haslama:©
Hydrolyzovatelné taniny, jejichz monomerni jednotky tvoii kyselina gallova a ellagova
(obr.1), které jsou pospojovany esterovymi vazbami, piipadné navazany na cukerny zaklad,
nejcastéji glukdzu. Tyto latky se hydrolyzuji piisobenim tepla, slabych kyselin nebo slabych
bazi. Jsou také snadnéji rozlozitelné travicimi enzymy savci. Jejich relativni molekulova
hmotnost se pohybuje od 500 do 3000.
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Obr.1 Kyselina gallova a ellagova Obr.2 Kyselina trislova

Jsou dobie rozpustné ve vodé a proto i dobie ptistupné reakcim s dalsimi latkami. Jejichz
typickym zastupcem je kyselina tfislova (obr.2), ktera byla poprvé izolovana z extraktu z
¢inské Skumpy. Kyselina tfislovd je oligomer slozeny z 2-12 jednotek kyseliny gallové,
konvenéniho chemického vzorce C7sHs2046. Kyselina tiislova se pouziva napf. v textilnim
barvifstvi jako mofidlo pfi barveni celul6zovych vlidken, dile ve farmaceutickém primyslu
jako latka s protiprijmovym ucinkem, dfive byla pouzivdna jako antidotum pii otrave
houbami a dokonce i pfi otravé strychninem, béhem 1. svétové valky jako prostifedek k 1écbé
popalenin, 111213

Druhou skupinu taninli pfedstavuji taniny kondenzované, jejichz monomerni jednotky
(flavan-3-oly, obr.3) jsou spojeny pevnymi kovalentnimi vazbami. Velka rozmanitost
kondenzovanych tanint je dana nejen riznym stupném polymerace (nejéastéji 2-20 jednotek)
s molekulovou hmotnosti i nad 20 000, ale i obsahem riiznych podjednotek, které mohou byt
do polymerti konjugovany (napf. kyselina gallovd nebo kumarova). Kondenzované taniny
obsahuji pevné vazby mezi uhliky, a proto nejsou tak snadno hydrolyzovatelné a v travicim
traktu savcl jsou velmi téZzko rozlozitelné. Flavanolové monomery se spojuji nejcastéji v
pozicich 4 a 8 (0br.4), ale mohou se spojovat i v jinych pozicich, napt. 4 a 6.

OH

OH
HO 0. § AW R

OH

Obr.3 Flavan-3-ol

4 H
OH
Kondenzované taniny jsou také nazyvany @0“
proanthokyanidiny, —protoZe jejich  oxidaéni O
depolymerizaci (v prostfedi  butanol-HCI)® -
vznikaji rizné anthokyanidiny, proto maji tyto 3

taniny nazvy jako prodelphinidin, propelargonidin
apod. Konkrétné v semenech révy jsou obsazeny
prokyanidiny, které jsou tvofeny 2 - 50 i vice
jednotkami flavan-3olu.

Obr.4 Kondenzovany tanin



Zatimco kyselina tiislova je soucasti 1ékopisu (German Pharmacopeia) jiz od roku 1941 a
je Siroce zkoumdna a vyuZzivana i pies podezieni z hepatotoxicity®®, kondenzované taniny se
teprve stavaji predmétem intenzivniho studia.

Bohatym zdrojem hydrolyzovatelnych tanina jsou kiry strom pfedev§im mirného pasma -
byvaji extrahovany napt. z listt sicilské skumpy (Rhus coriara), z ploda a kiry riznych dubi
nebo z luski jihoamerické tary (Caesalpinia spinosa), z kastanu (Castanea sativa), pricemz
taniny povahy katechinu lze nalézt spiSe v tropickych stromech.’

Kondenzované taniny se hromadi hlavné ve vakuolach a déile v epidermalni a
subepidermalni vrstvé listi a ovoce. Jejich nejbohat§im zdrojem jsou rizné stromy, pfedevsim
velmi tvrdé jihoamerické dievo kebraco (rody Schinopsis a Aspidosperma), dale tropické
stromy Lithocarpus Glaber, a Commiphora angolensii nebo dievo z akécie.®

Vyssi obsah kondenzovanych taninii ve tmavém ovoci, zeleniné a semenech (Cervené
fazole, kakaové boby, modra réva) souvisi s obsahem anthokyant, coz jsou latky flavonoidni
povahy. Vyskytuji se typicky ve slupkéach a peckach bobuli vinné révy a vznikaji podobnymi
metabolickymi cestami jako anthokyaniny obsazené v Gerveném ving.'2

Jak jiz bylo mnohokrat prokdzano, kondenzované taniny i oligomerni proanthokyanidiny
funguji nejen jako lapace volnych radikalii a jako antioxidanty in vivo i in vitro, ale mnohé
vykazuji 1 dalSi farmokologické efekty, napf. protizanétlivé, antimikrobidlni,
protitrombotické, kardioprotektivni, vazodilata¢ni atd.!®

OH Pro plnost uved’'me jesté dalsi dvé skupiny tanint — florotaniny a
katechiny.

Florotaniny jsou derivaty floroglucinolu (obr.5). Vyskytuji se

predevsim v hnédych moiskych fasach a jsou intenzivné studovany

pro nékteré vyjimecné vlastnosti — jsou to velmi silné antioxidanty,

HO OH které zpomaluji starnuti bunék vlivem UV zafeni a nckteré dokonce
selektivné inhibuji enzym reverzni HIV-1 transkriptazu.?
Obr.5 Floroglucinol OH
HO

Dalsi skupinou tanind jsou katechiny (obr.6), které tvofi
pfechodnou skupinu mezi hydrolyzovatelnymi a
kondenzovanymi taniny a kombinuji vlastnosti a sloZzeni
obou. Jsou obsazeny napf. v cajovych listcich a
kakaovych bobech a je jim pfipisovan nespocet 1é¢ivych
a blahodarnych Gc¢inki na lidsky organismus.

Obr.6 Katechin



2. Polyfenoly v textilnim barveni

2.1 Barveni pFirodnimi barvivy

Zakladni idea pfirodniho barveni je zaloZzena na predstavé levného, netoxického a
obnovitelného vyuzivani ptirodnich zdroji s minimalnim dopadem na Zivotni prostiedi a toto
téma pritahuje také stale vétsi pozornost védecké komunity. Vyzkum ptirodnich latek vede k
hledani jejich vyuziti v riznych tradi¢nich i nové objevenych aplikacich.

Rozsahly vyzkum a vyvoj v této oblasti probihd na celém svété, ale realizace téchto
technologii v moderni praxi je spiSe dlouhodobou perspektivou. Pravdou je, Ze piirodni
barviva a mofidla se pouzivaji spiSe jen v malém méfitku (femeslnd vyroba, zajmova
sdruzeni, tradi¢ni barveni u pfirodnich narodl) a jejich masové pouziti v modernim textilnim
primyslu by bylo obtizné. AvSak vznikajici mnozstvi literatury o ochran¢ zivotniho prostiedi
a ekonomickych aspektech ptirodniho barveni textilu ukazuje, ze dopad na zivotni prostiedi je
mozné minimalizovat, a Ze pouziti pfirodnich latek by mélo piispét k udrzitelnému rozvoji v
blizké budoucnosti.

Barveni ptirodnimi barvivy sebou nese fadu problému - jednim z nich je omezena $kala
barevnych odstinii, (v seznamu odstini pfevazuji spektralné necisté odstiny hnédé, sedé a
7luté?l), a predev§im jejich Spatnd reprodukovatelnost. Jednd se o latky, které nemaji
standardni slozeni. Jejich velika variabilita spo¢iva nejen v chemickém sloZeni, ale i v
kvantitativnim obsahu, coz souvisi s pfirodnimi podminkami jejich pé&stovani (slozeni pudy,
vyziva, slunecni svit, zavlazovani), ale i s genetickou variabilitou v ramci téhoz rostlinného
druhu. Zavaznym problémem jsou samotné vyrobni naklady, které jsou u ptirodnich barviv z
pifimé sklizné velmi vysoké. Divodem je obecn¢é velmi nizké procento obsahu barviv v
rostlinném materidlu a logicky tak vznika nutnost zpracovavat velké objemy biomasy k jejich
izolaci, ¢imz dochazi k produkci velkého mnozstvi odpadi.

Dal$im problémem je Casto nizké procento vytaZeni piirodniho barviva z lazné. To
zvySuje ndklady na samotné barveni (k dosazeni stfedné sytych odstind je potfeba 10x vyssi
koncentrace ptirodniho barviva v 1azni oproti syntetickému barvivu, kde sta¢i pouZzit hmotnost
barviva odpovidajici pfiblizné 1% z hmotnosti barvené tkaniny??) a jednak musi byt zbytkové
barvivo a pochopitelné i pomocné latky (pfedev§im anorganickd motidla - soli kovi, bez
kterych se barveni pifirodnimi barvivy prakticky neobejde a ktera maji sama o sob& velmi
nizkou afinitu k textilnim vlaknim, a proto ziistavaji z v&tsi ¢asti nevyuzita v barvici lazni) - z
odpadni vody odstranény, aby byly splnény zdkonné limity pro textilni odpadni vody.

Nizké vytaZeni z lazné& (Casto nebyva vyssi nez 10 %??) a zaroved i nizké stalosti u vétSiny
ptirodnich barviv (Cestnou vyjimkou je indigo z tropického indigovniku a evropského
borytu?®) ma na svédomi jejich struktura, ktera se Casto podobéa disperznim syntetickym
pigmentim uréenym k barveni syntetickych vldken. VétSinou se jednd o malé polarni
molekuly, neiontové a malo rozpustné ve vod¢, napt. kvercetin, alizarin, lawsone - henna
(obr.7) nebo hypericin ¢i juglon. Neni nahoda, Ze podobné jako mnoho dalSich polarnich
prirodnich latek, 1 velka vétSina ptirodnich barviv obsahuje ve své struktufe fenolové ¢i
hydroxylové skupiny. Jejich poloha a pocet ovliviiuje jejich reaktivitu a rozpustnost a také
plni funkci autochromd.
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Obr.7 Kvercetin, alizarin a lawsone (henna)



2.2 Moridla

Mofidla jsou pomocné barvitské latky, které jsou schopny tvotit komplexy s molekulami
barviva, coz ma za nasledek zvySeni vytazeni jinak malo afinniho barviva z ldzn¢ a tim i
zlepsSeni stalosti vybarveni — ptfedevsim se zlepsSuji mokré stalosti a nékdy 1 stalost na svétle.
Moteni muize byt aplikovano jako pfedmoteni textilie pfed barvenim, jako dodatecné
ustalovani po barveni anebo mohou byt aplikovana do barvici lazn¢ béhem barveni.

Rostliny mohou byt kromé barviv také zdrojem motidel, ale je tfeba zdlraznit, ze zvlasté v
piipadé barveni rostlinnymi extrakty jsou v ziskanych barvicich smésich pfitomny i riizné
formy tanind, které se zdsadné podili na vysledném vybarveni.?* Hranice mezi rostlinnym
"barvivem" a "mofidlem" tak neni zcela ostra, protoze i samotna mofidla mohou byt zaroven
zdrojem barevnosti vlaken a také ve spojeni s barvivy mohou zna¢né ovliviiovat a posouvat
koneéné barevné odstiny.?

Biomoridlové zdroje jsou bud’ rostliny s vysokym obsahem tanind nebo rostliny s
hyperakumulaci kovu. Jedna se o ruzné tropické odridy stromi a ket rodu Symplocos
(samodut’), které obsahuji kamenec — siran hlinitodraselny, ktery ma adstringentni ucinky a
tyto dieviny maji vyuziti v lidovém lé¢itelstvi i v textilnim barvifstvi.?

Objevuji se i prace, které popisuji uspesné vyuziti rostlinného chlorofylu jako motidla —
odstranénim centralniho atomu hoi¢iku z téchto komplexnich pyrrolovych sloucenin
Vv kyselém prostiedi ziskdva chlorofyl volnou vaznou kapacitu a mize tak fungovat jako jin
napf. taninova komplexacéni motidla.?®

Movidla na bazi taninu

Stalosti, sytost i brilantnost odstinu pfirodnich barviv lze zvysit pouzitim vhodného
mofidla, se kterym nasledné barvivo vytvoii komplex, v jehoz dusledku se vybarveni posouva
hyper- a bathochromné (posun k del$im vlnovym délkdm a k tmavs§im odstintim).? 27

Taniny byly jako mofidla pouzivany stovky let, a to bud’ samotné, anebo v soudinnosti s
kovovymi solemi (napf. CuSQOs4, SnCly, FeSOs, KAI(SO4)2 aj.). Fenolové skupiny tanind
mohou tvofit u¢inné vazby s riznymi typy vlaken a barviv a pomoci tak pfi fixaci barviv.
Motidla na bazi taninu nalezla vyuZiti pti barveni celul6zovych vlaken, pfedevsim pii barveni
baviny, kterd ma velmi nizkou afinitu k vétSin€ pfirodnich barviv, a to pfi jejim barveni
bazickymi (kationickymi) barvivy.

Klasicky zplisob je dvoufazovy, kdy se nejprve namoii bavlna taninem a nasledné se
aplikuji soli kovl a pak nésleduje barveni. Tento postup je zalozen na piedstave, ze se nejprve
dostane tanin do vlakna a nasledna aplikace kovovych soli (ionty Fe, Cr, Cu, Al, Pb nebo Sn)
vede ke vzniku komplext (obr.8) in situ, coZ tanin na barveny material upevni a nasledné
aplikované piirodni barvivo je jeho prostfednictvim véazano k vldknu pevnéji a s vyssi
afinitou.
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Obr.8  Vznik komplexii o-fenolovych skupin s ionty kovii



Moderni vyuziti taninti zahrnuje pfedevs$im pouziti kyseliny tiislové ke zvySeni odolnosti
polyamidovych kobercti vici skvrnam (polyamidy jsou v triboelektrické fadé podobné jako
zaporn¢ nabita Spina je k textilii vice pfitahovana — taniny patrné na povrchu tento kladny
naboj snizuji) a pro zvySeni mokrych stdlosti kyselych (anionickych) barviv na
polyamidovych textiliich, zvlasté na polyamidu 6 a polyamidu 6.6.

Reakce tanind se solemi Zeleza (predevsim zelena skalice, FeSOs .7 H20) je zndma uz
z dob antiky (napf. ptiprava dubénkového inkoustu). Ziskavaly se tak ¢erné, Sed¢, Sedohnédé
a modravé odstiny na vin¢, baviné 1 hedvabi. V kombinaci s kyselymi barvivy na viné a na
polyamidu se tak sice dosahuje =zlepSeni mokrych stalosti, ovSem predevSim pii
jednostupniovém barveni (soucasné pouziti taninu i soli kovii v jedné lazni) vznikaji velké
komplexni molekuly, které zlstdvaji pouze na povrchu vldken, coz ma za nasledek nizké
stalosti v otéru. Proto je nutna postupna aplikace tanint a soli kovl (dvoufazovy proces, ktery
barveni prodrazuje), aby se zlepsila difuze do vldken a doslo k vytvofeni komplexi in situ.?®

Plvodni rostlinné taninové extrakty byly v praxi nahrazeny nékterymi komerénimi
taninovymi ptipravky — jednd se o ptipravky backtan (,,pfirodni tanin*) a syntan (,,synteticky
tanin®).

Backtan je ustalovaci piipravek vyvinuty ke zvySeni mokrych stalosti kyselych barviv na
polyamidu. Tzv. full backtan proces zahrnuje barveni polyamidu kyselym barvivem pii pH
2,5 po dobu 30 minut pii 70 (polyamid 6) nebo 90 °C (polyamid 6.6), nasleduje oplach
taninem (kyselinou tfislovou), dale 20 minut plsobeni vinanu antimonyl-draselného a
nakonec diikladné prani ve vodg.?

Princip tohoto postupu spociva v tom, Ze tanin se chova jako vysokomolekularni kyselina,
vaze se (Vkyselém prostiedi kyseliny octové nebo mravenci) se zprotonizovanymi
aminoskupinami polyamidového vlakna a naslednou reakci s vinanem vznikd povrchova
vrstvicka nizkorozpustného antimonyl tannatu. Pfitomnost téchto komplexii na povrchu
obarvenych vldken brani desorpci barviva z vldkna pii prani a také migraci barviva do
sousednich oblasti.

Aplikace backtanu na polyamidy pfi barveni kyselymi (anionickymi) barvivy velmi
vylepSuje mokré stilosti, piesto se od tohoto postupu ustoupilo z nékolika divodl: vinan
antimonyl-draselny je toxicky, iprava mtze zpusobovat zmény odstinu, dvoustupfiovy proces
aplikaci taninu a vinanu zvySuje naklady, kyselina tfislova se v zasaditém prostredi snadno
oxiduje, coz vede predevsim u svétlych odstind k odbarveni textilie, uprava neni stala v pare
nebo pii vysoké teploté¢ kvuli tepelné degradaci kyseliny tfislové a navic tato uprava
zpiisobuje drsny omak textilie.?

Syntan je oznaceni syntetickych piipravkl, které byly vyvinuty ptivodné pro vycinovani
ktzi jako nahrazka tanind. Nasledné byly na podobném zékladé vyvijeny prostredky pro
ustalovani kyselych barviv na polyamidu a termin syntan (= synteticky tanin) uz zustal
zachovan. Tyto pfipravky urcené k vycinovani kizi mély ucinek i na ustalovani kyselych
barviv, ale na druhé stran€ syntanové piipravky pro ustalovani kyselych barviv nemusely byt
nutné U€inné pro vycinovani kizi. Presto se nazev piivodné kozeluzského ptipravku vzil pro
oznaceni syntetickych ustalovacu kyselych barviv pro barveni polyamidovych vlaken. Jejich
pfesné slozeni je vétSinou utajovano a chranéno patentem, nicméné HPLC analyzy odhalily
velmi riznorodé slozeni komer¢nich produkti. Nejcastéji jsou to anionické, ve vodé
rozpustné formaldehydové kondenzaty arylsulfonati a sulfond.?® Tanin nebo néktery
Z komerc¢nich ptipravkl na bazi taninti (Tannex) se pro predmoieni textilii pouziva az v 30%
koncentraci pii poméru lazné 1:20.%



Anorganicka movidla

Anorganicka moftidla ptedstavuji tu mén¢ ekologickou variantu mofeni vlaken. Jsou to soli
kovt, nejcastéji sirany ¢i chloridy Zeleza, cinu, médi apod. I zde 1ze vSak rozliSovat varianty
S riznou toxicitou a vice nebo méné zatézujici Zivotni prostiedi. K tradi¢nim anorganickym
mofidlim patii kamence, coz jsou hydratované podvojné sirany, které se bézné vyskytuji
v piirodé. Casto je jako ,kamenec* oznatovan dodekahydrat siranu draselno-hlinitého
(KAI(SO4)2 .12 H>0). Tato latka ma navic adstringentni (sviravé) G¢inky, a proto se pouzivala
k zastavé krvaceni pfi pofezani pii holeni, dale jako antiperspirant, adjuvans do vakcin apod.
Toxicita chemické latky se vyjadiuje jako letalni davka pro urcity organismus, coz je davka,
pii které uhyne polovina testovanych zvifat - LDsp kamence je u mysi, krysy a kralika
udavéana v hodnoté& 300, 980 a 3200 mg/kg hmotnosti pfi peroralnim podéani.?®

Dalsim mofidlem je chlorid cinaty (SnCl;), coz je ve vodé rozpustna anorganicka latka se
siln¢€ reduk¢énimi ucinky. Je zdravi Skodlivy (akutni toxicita vyjadiend jako LDsp podéana
oralné ¢ini u mysi 250 mg/kg, u krys 700 mg/kg a u kralikit 10 000 mg/kg!). U testovanych
zvifat zptsobuje chlorid cinaty zmény krevniho obrazu, demineralizaci kosti, zanéty a
poskozeni vnitinich organtl. Pesto je v Ceské republice i v nékterych zemich EU a v USA
jeho pouzivani povoleno pro potravinarské ucely (oznaceni E512). Pouziva se napt. jako
antioxidant v napojich s oxidem uhli¢itym nebo pii konzervaci chiestu. Jeho pouziti v Ceské
republice povoluje vyhlaska ¢&. 4/2008 Sb. (piiloha 2).3?

Siran méd’naty (resp. jeho pentahydrat - modra skalice, CuSO4 . 5H20) a siran Zeleznaty
(heptahydrat - zelena skalice, FeSO4 . 7TH20) jsou velmi ¢asto pouzivana motidla. Snadno
tvoii koordina¢ni komplexy s barvivem. Koordinaéni ¢islo siranu méd’natého a siranu
zeleznatého je 4 a 6, a tak nektera koordinacni mista zistavaji pfi interakci s vlaknem
neobsazena. Proto funkéni skupiny, jako jsou aminoskupiny nebo karboxyly barviva, mohou
tato mista obsadit. To znamena, ze kov nakonec muze vytvorit ternarni komplex, ve kterém se
vaze s vlaknem i s barvivem. V porovnani s nimi tvofi chlorid cinaty a kamenec hlinito-
draselny jen slabé komplexy. Tato motidla maji sice tendenci tvofit silné vazby s barvivem,
ale ne s vldknem, takZe blokuji barvivo a potlacuji interakci barviva s vldknem.33

Pro vznik koordinaéné kovalentni vazby funkénich skupin barviva s kovovymi ionty
mofidlovych soli je nutné vhodné prostorové uspofadani tak, aby se vzdalenosti vaznych
skupin barviva pfili§ neliSily od idedlni vzdalenosti ligandii v krystalografické struktufe
daného centralniho iontu kovu. Barviva vétSinou zabiraji dvé nebo ¢tyfi vazby na centralnim
kovovém iontu a zbyvajici pozice zaujimaji molekuly vody nebo reaktivni skupiny na vlaknu.

Dostavame se tak k diskutabilnimu protikladu, kdy I1ze dosahnout lepsi stalosti 1 vybarveni
textilie pfirodnim barvivem za cenu pouZiti kovové soli. Néktefi autoti publikaci vénovanych
prirodnimu barveni se ve snaze zduraznit ekologi¢nost a zdravotni nezavadnost ptirodnich
barviv zamémé vyhybaji tomuto tématu a Casto koncentrace pouzitych motidel vibec
neuvadgji.

Moftidlové soli jsou totiz b&Zn& pouzivany v koncentraci 5-10 g/litr i vice,?? 34 35 36 napt,
,»1-2 1zice na 100 g viny*“?¥’, 40-60% hmotnosti barveného hedvabi (coz je pfi poméru lazng
1:40 koncentrace motidla 10-15 g/litr 1lazn€), k mofeni baviny je mofidlova sal pouzivana
v mnozstvi vice nez 20 hmotn.%.3 Jak se zdd, tato mnoZstvi je mozné i zna¢né& snizit pii
pouziti dalSich fyzikalnich metod, jako napf. az na koncentraci 0.2 g/litr pfi soucasném
pouziti plazmatu k predupravé viny*® nebo pii pouziti ultrazvukové barvici 14znég.?

Vzhledem k tomu, Ze soli kovii jsou obecné zdravi skodlivé latky, je Zadouci jejich pouziti
minimalizovat, i kdyZ jsou tyto latky na odévu Vv pfimém kontaktu s kizi pouze v nepatrné
koncentraci.



2.3 Vybrana prirodni fenolova barviva
2.3.1 Flavonoidy

Rostlinné polyfenoly zahrnuji n€kolik tisic latek. Podle své chemické struktury se déli do
nekolika skupin — ¢tyfi zakladni velké skupiny jsou: flavonoidy, fenolové kyseliny, stilbeny a
lignany. Z celkového mnozstvi polyfenolil, které tvofi soucast nasi rostlinné stravy, tvoii asi
dv¢ tretiny flavonoidy, tfetinu fenolové kyseliny a zbylé dvé skupiny se podileji jen
nepatrné.*

Flavonoidy (bioflavonoidy) tvoti rozsahlou skupinu ptirodnich latek. Chemicky se jedna o
derivaty difenylpropanu nebo fenylchromanu. Maji dva substituované benzenové kruhy A a
B, s kruhem A je kondenzovan pyranovy kruh C (obr.9). Tento pyranovy kruh obsahuje
trojvazny kyslik, ktery svym kladnym nabojem umoziuje vznik oxoniovych soli. Flavonoidy
zahrnuji asi 4000 latek, které jsou ruznymi derivaty této struktury. Jejich Klasifikace je
zalozena na stupni oxidace pyranového C - kruhu. Hydroxylové (fenolové) OH skupiny se
nejcastéji vyskytuji v poloze 3", 4’, 5 nebo 7.4

Obr.9 Zakladni struktura flavonoidii

V rostlinach jsou flavonoidy ¢asto vazany na rtizné cukry (napf. glukézu nebo rhamnozu),
snimiz se vazi glykosidickymi vazbami, nejcastéji v poloze 3. Cukr muze byt acylovan
organickymi kyselinami (napft. kyselinou gallovou, benzoovou, malonovou aj.). Lze tedy fici,
ze jde o ptirodni latky velmi riznorodého uspotadani, které se 1isi hydroxylaci, methoxylaci a
glykosidaci. Ptitomnost polarnich skupin na A, B a C kruhu a na cukrech zvysuje jejich
rozpustnost ve vod¢, zatimco predev$im pfitomnost methylovych skupin na jadie naopak
rozpustnost ve vode¢ snizuje.

Flavonoidy jsou obsazeny v plodech, listech a kvétech rostlin, €asto 1 v mnoZstvich
dosahujicich stovky miligramt na kilogram.

Flavonoidy maji fadu biologickych ¢inki, pfedevSim se jednd o silné antioxidanty, které
jsou schopny chranit buiiky pted oxidacnim stresem a zaroven funguji jako ,,zhasece volnych
radikald, které vznikaji jednak pfirozené v pribéhu metabolismu buiiky, jednak vlivem
silicich civiliza¢nich faktord (chemikalie, zafeni) a které ve svém disledku destruuji bunééné
substruktury a nadmérné vycCerpavaji bunéfné reparacni mechanismy, takZze vedou
k pfedCasnému starnuti a vzniku nejriznéjSich chorob a poskozeni (zanéty, chromozomalni
aberace, nadory apod.). Flavonoidy Vv potravé nebo potravnich doplicich tak mohou ptimo ¢i
nepiimo (specifickou chemickou interakci mohou ovlivnit redox stav bunék, cesty kinaz a
signalnich bilkovin) napomahat pii 1é¢bé kardiovaskularnich ¢i neurodegenerativnich chorob,
pii 16¢bé nadort, zandtd apod. 2369



Podle necukernych substituentii se flavonoidy dé€li dale na flavonoly, flavony, flavan-3-oly,
anthokyanidiny, flavanony, isoflavony, dihydroflavonoly, flavan-3,4-dioly a kumariny,
strukturné piibuznymi slou¢eninami jsou chalkony, dihydrochalkony a aurony (obr.10).4% 42

*
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Obr.10  Rozdéleni flavonoidii (podle *?)

V ptirodé¢ jsou nejrozsifenéjsi flavonoly, a to v podobé O-glykosidt pfedevsim v poloze 3
kruhu C. Bohatym zdrojem flavonold jsou napf. cibule, rajcata, jablka, brokolice, $penat.
Nejznaméjsim a nejrozsitengj$im flavonolem je zluty kvercetin (obr.11), ktery ma mnoho
rozpustny ve vodé, jako lipofilni latka vSak velmi dobfe pronikd bunéénymi membranami.
Kvercetin se v rostlinach vyskytuje nejcastéji v podobé kvercetin 4°-O-glukosidu a 3,4’-O-
diglukosidu, znamy je také kvercetin-3-O-rutinosid (rutin), ktery se vyskytuje v listech
pohanky.
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Obr.11 Kvercetin Obr.12 Luteolin

Zastupcem skupiny flavonu je zluty luteolin (obr.12), ktery se v rostlinach vyskytuje opét
nejcasteji jako glukosid. Najdeme ho napt. v celeru, mrkvi, oreganu, pampeliSce, rozmarynu,

protinadorové ¢inky, podobné& jako u kvercetinu.* 4

Mnohé flavonoidy jsou vyznamné jako rostlinnd barviva, predev§im zluté flavony a
flavonoly (z latinského flavus=zluty) a jejich nazev je zakladem pojmenovani celé skupiny.
Zluté jsou i chalkony a aurony, flavanony jsou bezbarvé nebo naZloutlé a specifickou
skupinou jsou ¢ervené, riizové, fialové, modré, oranzové, ale i Zluté anthokyany.*
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2.3.2 Anthokyany

Anthokyany jsou ve vodé rozpustné pigmenty, které jsou obsazeny v bunécnych vakuolach
ruznych rostlinnych ¢asti- v kvétech, plodech, listech, stoncich i podzemnich ¢astech rostlin.
Jsou zodpovédné za pestrou paletu Cervenych, fialovych a modrych odstinti kvétin, plodi,
zelenin a semen. V rostlindch plni fadu dulezitych funkei, napt. barva kvéti a plodu laka
hmyz a zvifata k opyleni a roznaSeni semen a anthokyany jsou syntetizovany také z dtivodu
ochrany rostlinnych pletiv pfed UV zafenim.

Jejich typickou vlastnosti je zména barvy podle pH prostiedi, obecné od Cervené v kyselém
prostiedi, pies purpurovou do modré v prosttedi zasaditém. Anthokyany jsou vedle chlorofyli
nejvyznamnéjsi skupinou rostlinnych pigmentt ze skupiny flavonoidi.

Chemicka struktura anthokyanii

Zakladni skelet je opét tvofen kruhy A, B a pyranovym kruhem C v kondenzaci s kruhem
A, substituenty v riznych pozicich pak vedou ke vzniku nejriznéjSich variant (obr.13). V
ptirodé bylo dosud identifikovano kolem 500 anthokyanti a mnohé rostliny jim vdéci za svou
¢ervenou, razovou, purpurovou, fialovou, modrou nebo i oranzovou barvu. Pocet samotnych
aglykonickych anthokyanidinil je oproti tomu mnohem mensi (udava se kolem 154 az 1747,
pfiCemz 6 znich se vyskytuje nejcastéji: kyanidin, delfinidin, pelargonidin, malvidin,
peonidin a petunidin.*® (Tab.1).

Obr.13  Zakladni struktura anthokyanii

Tab.l Nejvyznamnéjsi anthokyanidiny

ANTHOKYANIDIN R3’ R4’ RS’ R3 R5 R6 R7

kyanidin -OH -OH -H -OH -OH -H -OH
delfinidin -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH
malvidin -OCHs -OH - OCHs -OH -OH -H -OH
pelargonidin -H -OH -H - OH -OH -H -OH
peonidin - OCH3 -OH -H - OH -OH -H -OH
petunidin -OH -OH -OCHjs - OH -OH -H -OH
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Nazev anthokyanti pochazi z feckého anthos=kvétina a kyanos=temné modry, ovsem jejich
barevna Skala je mnohem bohatsi. Anthokyany jsou glykosidické formy anthokyanidini —
jejich cukernou slozku (glykon) tvofi nejruznéjs$i mono-, di- i trisacharidy sloZené z (dosud
identifikovanych) péti monosacharidd. Podle Cetnosti vyskytu je to D-glukéza, L-rhamndza,
D-galaktoza, D-xyl6za a L-arabindza. NejbeznéjSimi disacharidy jsou rutindza, sambubidza,
soforéza, laminaribidza a genciobidza. Sacharidy jsou navazany na anthokyanidiny nejCastéji
v poloze 3 a 5, vyjime¢né v polohach 7, 3", 5" a 4". Volny hydroxyl v poloze 3 destabilizuje
anthokyanidinovy chromofor a hydrolyza sacharidu v této poloze ma za nasledek nevratnou
ztratu barvy.*®

Podle poctu navazanych sacharidi se anthokyany déli na 3-monosidy (maji monosacharid
navazany v poloze 3), 3-biosidy (maji disacharid navazany v poloze 3), 3-triosidy (maji
linearni nebo rozvétveny trisacharid navazany v poloze 3), 3,5-diglykosidy (maji
monosacharidy navazané v polohach 3 a 5), 3,7-diglykosidy (maji monosacharidy v polohach
3 a 7) a 3-biosidy-5-monosidy (maji disacharid v poloze 3, monosacharid v poloze 5).
Nejcasté&ji se V rostlinach vyskytuji kyanidin-3-glykosidy.*

Cukerna ¢ast mize byt acylovana kyselinou kumarovou, kavovou, ferulovou, sinapovou,
hydroxybenzoovou, jable¢nou, §t'avelovou, maleinovou, jantarovou nebo octovou. Acylovany
jsou Vv prevazné vétsing 3-glykosidy. Druh cukru v§ak nema velky vliv na chemické vlastnosti
barviv, mnohem vyznamnéjsi je poloha, ve které je cukr vazan. Nicméné acylace anthokyany
stabilizuje, takze reakci s vodou ve slabé kyselém nebo neutralnim prosttedi nevznika
bezbarva karbinolovéa pseudobdze, tyto pigmenty jsou méné citlivé na zménu pH a ve slabé

kyselém a neutralnim prostiedi ziistdvaji barevné.*

Druh anthokyanidinu obsazeného v rostliné do znacné miry urcuje jeji barvu:
cervenooranZzovou vytvaii predevSim obsah pelargonidinu, cervenou pelargonidin
s kyanidinem, fialovou kyanidin s delfinidinem, modrou obycejné vyvolavaji derivaty
delfinidinu a chelatové komplexy kyanidinu s kovy, hnédou barvu maji slou¢eniny kyanidinu
s rutinem.>°

Barvu anthokyand ovliviiuji hydroxy- a methoxysubstituenty: obecné plati, ze vétsi
mnozstvi hydroxylovych substituentii posouva barvu k modfejSim odstintim, naproti tomu
methoxyskupiny spiSe k ¢ervenym. Glykosidy a jejich acylderivaty maji obecné modré
zbarveni. Také lze obecné fici, ze vétsi pocet hydroxyskupin maji méné stabilni
anthokyanidiny, s rostoucim po¢tem methoxyskupin se stabilita zvySuje.*

Mnoho rostlin obsahuje kromé anthokyant 1 dal§i barviva jako kvercetin, chlorofyly nebo
karotenoidy, které ovliviiuji vyslednou barvu rostliny. Spolu s anthokyany se v rostlinach
vyskytuji flavony a tcastni se na barvé jako kopigmenty. Tento kopigmenta¢ni mechanismus
je jedine¢ny pravé pro anthokyany. Kromé flavonoidi reaguji anthokyany slabymi vazbami
také s alkaloidy, aminokyselinami, fadou fenolovych kyselin a s kyselinou askorbovou aj.,
tento jev se nazyva intermolekularni kopigmentace. Siln¢j$i je tzv. intramolekularni
kopigmentace, pii které reaguji acyly acylovanych anthokyani s jejich aglykonem a takto je
flavyliovy kationt chranén pied nukleofilnim atakem molekul vody. Dalsi vyznamny vliv na
vyslednou barevnost ma asociacni mechanismus molekul anthokyani a dokonce tvorba
komplext s kovovymi ionty pfitomnymi v rostling.>!
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Vyskyt anthokyani

Anthokyany jsou obsazeny napf. v rostlinach ¢eledi révovité (vinna réva), rizovité (tiesne,
Svestky, visn€, maliny, jahody, ostruziny, aronie, jablka, hrusky), lilkovité (lilek, brambory s
¢ervenou slupkou), lomikamenovité (Cerny a Cerveny rybiz, ¢erveny angrest), viesovcovité
(bortivka, brusinka), brukvovité (Cervené zeli, fedkvicky, cerveny kedluben), slézovité
(ibisek), routovité (Cervené odriady pomerancii a grapefruit), lipnicovité (Cervené odrudy
kukufice), aj.

V piirod¢ se nejcastéji vyskytuji glykosidy kyanidinu (podle latinského nazvu chrpy,
Cyanus, fialovy), delfinidinu (podle nazvu stracky, Delphinium, purpurové modry),
malvidinu (podle slézu, Malva, purpurovy), pelargonidinu (dle pelargonie, Pelargonium,
Sarlatové Cerveny), peonidinu (podle pivoiiky, Paeonia, fialovy) a petunidinu (podle petunie.
Petunia, purpurové modry). Samotné volné aglykony se vyskytuji v rostlinach vzacné jen
jako stopova mnozstvi produktl rozkladu anthokyant.

Nékteré rostliny obsahuji anthokyany odvozené od jediného anthokyanidinu (napf. jablka,
Cervené zeli a Cerny bez obsahuji glykosidy kyanidinu), jiné obsahuji rizné glykosidy vice
druhd anthokyanidint (¢erny rybiz obsahuje derivaty kyanidinu a delfinidinu, jahody obsahuji
derivaty pelargonidinu a kyanidinu, borivky obsahuji derivaty kyanidinu, malvidinu,
petunidinu a delfinidinu, ostruziny obsahuji derivaty kyanidinu a malvidinu, hrozny modré
vinné révy derivaty malvidinu (obr.14) a v mensi mife petunidinu, peonidinu, delfinidinu,
kyanidinu a pelargonidinu, atd.).46.50. 52

OH

Obr.14  Anthokyan oenin obsazeny ve viné (=malvidin-3-0-glukosid)
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Barevné zmény v zavislosti na pH

Jak jiz bylo zminéno, typickou vlastnosti anthokyanti je zména jejich barvy v zavislosti na
pH prostiedi. Dochdzi k postupné pteméné€ na 5 rGznych struktur aglykont: v siln¢ kyselém
prostiedi existuji vyhradné v podobé cervenych flavyliovych kationtd (soli), respektive
pyranovy C-kruh anthokyanové struktury se méni na pyryliovy kationt. Pfi rostoucim pH
postupné vznika a stabilizuje se bezbarva karbinolové pseudobéze, Cervena barva slabne a pii
pH kolem 4 — 4.5 dochazi k aplnému odbarveni. Tohoto vyrazného rozdilu je vyuzivano pti
méfeni degrada¢niho indexu nebo pii stanoveni mnozstvi anthokyand dle Giustiové a
Wrolstada.>

FLAVYLIOVY KATIONT

HO
O _ pH 1- 3, CERVENY

OH

o

o e
b~

OH

OH

KARBINOL NEUTRALNI
CHINOIDNI BAZE

pH 5 - 7, PURPUROVA

pH 4 - 5, BEZBARVY

OH
OH
OH
HO :  © :
= OH
OH
ANIONT
CHINOIDNI BAZE
pH 7 - 8, MODRA

Obr.15  Strukturni zmény anthokyanidinii v riizném pH %*

Dal§im rGstem pH vznika neutrdlni chinoidni béaze, kterd sebou nese purpurové fialové
zbarveni. Pi1 pH 7 - 8 vzniké jeji modfe zbarveny aniont. S dalSim zvySovanim alkality se
postupné vytraci modré zbarveni, dochdzi k otevieni pyranového kruhu a vznikaji Zluté
chalkony (obr.15).

Tyto zmény neprobihaji jen in vitro, rizn¢ kyselé prostedi v rostlinach ma stejny ucinek a
rozhoduje o tom, zda je anthokyan v rostlin¢ pfitomen v modré aniontové podob¢ nebo spise
Vjasné cerveném kationovém stavu flavyliové soli. Kromé typu anthokyanidinu, ktery je
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primarné pfi¢inou ur¢itého zbarveni a pH, které ma rostlina nastaveno, vstupuje do procesu i
jiz popisovana glykosylace, acylace, intermolekuldrni a intramolekuldarni kopigmentace a
chelatace sionty kovu, a to vSe ovliviiuje vyslednou barvu kvéti, plodd a dalSich ¢asti
rostliny.

Tak bylo napt. v roce 1966 objeveno, ze v modré chrpé je pfitomen kyanidin derivovany
vysokomolekularnim polysacharidem v anionické podobé vazany v komplexu s Al*® a Fe*®
ionty.%® Nové&jsi vyzkum na zéklad& rentgenové analyzy krystalové struktury pigmentu chrpy
upiesnil, ze je tvofen z komplexu 6 molekul, z nichz kazda obsahuje béZny kyanidin a flavon
s jednim Fe*® iontem, jednim Mg*? a dvéma Ca*? ionty a tento tetrametalovy komplex je onim
zdrojem chrpové modii.®

Dalsim hezkym piikladem, jak se mlze ménit barevnost kvétu v zavislosti na vazbé
anthokyanu s kovovymi ionty, jsou hortenzie. U nich souvisi zména barvy kvéta s pH pudy a
také obsahem hliniku. Kyselejsi ptida totiz umoziiuje vyssi piijem AI*® zptdy a tento
komplex s anthokyanem ve vakuolach méni rdzovou barvu hortenzie na modrou. Této
barevné zmény lze dokonce dosédhnout rychleji pti aplikaci hlinitych soli v roztoku piimo na
listy nebo kvéty hortenzie.®’

Také glykosylace a vazba s organickymi kyselinami muze znacné ovlivnit barvu
anthokyanovych pigmenti. Napf. bylo dosazeno modré barvy u synteticky pfipraveného
pigmentu hortenzie, ktery byl kopigmentem delfinidin 3-glukosidu s 5-O- kyselinou
kafeoylchinovou, 5-O-p-kumaroylchinovou a s ionty Al*3. Autofi dokazali, Ze pfitomnost 1-
COOH,1-0OH a 5-0-esteru kyseliny chinové jsou nutné pro vznik modré barvy.%®

Detailni popis mechanismu barevnych pfemén anthokyant v zavislosti na zménach
V jejich chemické struktuie v riizné kyselém prostiedi je pfevzat z >

V kyselém prostiedi, tedy prostfedi s pfebytkem H+ iontl, je chinon témito ionty atakovan
a dochdzi k jeho zméné na alkoholovou skupinu. Elektronové nejchudsi misto v celém
systému je diky elektronegativit¢ pyranového kysliku v sousedstvi tohoto kysliku na uhliku
C2, a tak OH" ionty z vodného roztoku sméfuji sem- dojde vlastné k adici vody a vznika
velmi nestabilni karbinolova pseudobédze. Konjugovany systém dvojnych vazeb je zcela
prerusen, dochazi ke ztraté barevnosti. (Pti realném méfeni anthokyanu vsak casto jen k
poklesu nez k Gplné ztraté barevnosti). Dal§im plsobenim H™ iontd (tedy sniZovanim pH)
dojde k odnéti této naadované OH skupiny (jde o nestabilni misto, terciarni alkoholovou
skupinu, ktera se snadno odstépi). Pyranovy kyslik v C kruhu poskytne jeden sviij nevazebny
elektronovy par do vazby s timto sousednim uhlikem, proto je v tomto stavu na pyranovém
kysliku lokalizovan kladny naboj, vznika tedy O*. Kladny naboj pyranového kysliku je
kompenzovan interakci s jeho dal§im nevazebnym elektronovym pdrem a tim je propojen
konjugovany systétm kruht A, B 1 C, dochazi k silnému narGstu absorbance a
hypsochromnimu posunu (stav stabilniho jasné ¢erveného flavyliového kationtu).

V zéasaditém prostiedi, tj. prostfedi s nedostatkem H+ iontti, OH™ skupiny vzniklé disociaci
vody atakuji nejkyselejsi vodik aglykonu, coz je vodik OH™ skupiny nejvzdalen¢jsi od
chinonu (v poloze C7 v A cyklu flavanu) a vznikne fenolat (aniont chinoidni béze).
Konjugovany systém zlistava zachovan, absorbance se opét zvysi, dochéazi k bathochromnimu
posunu. Tento pfechod je vlivem dalSich substituentii u jednotlivych anthokyant rtizny, napf.
u cerveného zeli dochédzi ke vzniku modrého fenolatu mnohem diiv (uz pfi velmi mirné
v silné zasaditém prostiedi (pH 11).

K oxidativnimu rozkladu na zluty chalkon za¢ne dochézet az pti velmi vysokém pH, chinon
se preméni na karbinol, dochdzi k rozStipnuti celého systému v jeho nejslabSim miste,
konjugovany systém zanika, ztraci se pivodni barevnost. Vznikla struktura je dost stabilni a
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navrat k pavodnim konjugovanym strukturam je jiz obtizny, i kdyz Céastecné tato konverze
probiha. Chalkon se roz§tépenim pyranového kruhu neodbarvi zcela, protoze ve zbylych dvou
izolovanych aromatickych kruzich je zachovana konjugace dvojnych vazeb. Vybudit tyto
tj. v UV oblasti svétla a do viditelné oblasti se promitnou jen okraje velmi intenzivnich UV
absorp¢nich past, které vyvolavaji zluté zbarveni.

Ptechody cervenych flavyliovych soli ve fialové chinoidni baze a jejich modré anionty jsou
pii zménach pH velmi rychlé a vratné, transformace chalkonu je vSak pomald a neprobiha jiz
kvantitativng.

Tepelnd a svételna stabilita anthokyanii

Anthokyany hraji velmi dulezitou roli v potravinarstvi. Brilantnich odstinti flavyliovych
soli, silné barvici schopnosti a relativni zdravotni nezavadnosti anthokyanti se vyuziva v
potravinafstvi k dobarvovani potravin (mlééné vyrobky, napoje, cukrovinky aj.). U nas je
jejich pouzivani zakazano pouze v détské vyzivé. K tomuto ucelu se pouzivaji nejastéji
vytazky z ¢erného bezu, z cerného rybizu, visni, ze slupek tmavych hroznt, ze zeli, a to v
kyselém prostiedi (nejCasteji kyseliny citronové) pii pH 3-4.5, kdy jsou nejstabilnéjsi. Pti
niz§im pH probihd predevsim hydrolyza glykosidické vazby, pii vy$sim pH (jiz pii pH>5)
zacina dochazet k jejich oxidaci a v zasaditém prostiedi se anthokyany rozkladaji.

Ke sledovani a hodnoceni kvality produktd s obsahem anthokyanti Se v potravinarstvi diive
pouzival tzv. degradaéni index (DI) anthokyant.>® Pomoci né&j lze posoudit stupen rozlozeni
anthokyanti béhem zpracovani a skladovani riiznych rostlinnych produktii, napt. extraktu,
dzusti, kompott apod. Cerstvé §tavy, které obsahuji anthokyany, maji degrada¢ni index okolo
1.0, pfi hodnotich 6-7 jsou uz stavy vyrazn¢ hnédé. Podstatou metody je prométrovani
absorbance roztokid pfi pH 1 a pH 4.5 v absorpénim maximu 510 az 530 nm a degrada¢ni
index se pocita podle vzorce (1):

[ Aw
bl [Al.o—A4.5] e

Ao ... absorbance pti pH 1.0
Ass ... absorbance pii pH 4.5

Experimentalné zjistovana degradace riznych anthokyanti pfinesla predev§im poznatek, ze
odolnost riznych anthokyant vici teplu a svétlu se znac¢né lisi. Napf. anthokyany v ¢erveném
zeli a ve vinné révé byly viéi tepelné degradaci nejodolnéjsi, anthokyany v boruvkach a
cerném bezu degradovaly mnohem rychleji, znacny tbytek anthokyant byl zaznamenan i u
borlivkové §tavy, kterd byla ponechéna delsi dobu rozmrazena. Zajimavé bylo i1 porovnani
degradacnich indext dvou visnovych kompott: 1 rok stary produkt vykazoval DI 2.2 (obr.16)
a naproti tomu uz vskutku ,,archivni* (vice nez 35 let stary) visnovy kompot, ktery si diky
skladovani v dokonalé tmé a stabilni nizké teplot¢ kvalitniho sklepa uchoval jeste
neuvéfitelny DI 3.15 (obr.17) a také senzoricky se jevil byt stale v piijatelné jakosti.>* To
svéd¢i mj. o protektivnim vlivu organickych kyselin, které jsou soucasti anthokyanovych
kopigmentt.
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Vsechna provedena méfeni prokazala na jedné strané¢ nestabilitu v zasaditém
prostfedi a znacnou citlivost na vyssi teploty, na druhé strané¢ je mozné kyselé roztoky
anthokyanu uchovavat ve tmé a chladu s omezenim piistupu vzduchu po velmi dlouhou dobu
v dobrém stavu (zavateniny, vino).
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Obr.16 a17 Degradacni indexy 1 rok a 35 let starych visiiovych kompotii>

Podle evropskych smérnic pro pouzivani potravinatskych barviv (94/36/EC a 95/45/EC)
maji tato barviva oznaceni E163 a pro potravinaiské ticely mohou byt extrahovana vodou s
obsahovat nedefinovany podil organickych kyselin, tanin, cukri a minerdld a urcita
definovana mnozstvi dalgich pfimési (methanol, ethanol, t&zké kovy).t
Silny z4jem o anthokyany je vyvolan poptavkou po zdravéjSich potravinaiskych vyrobcich.
Pochopitelna je i snaha nahradit synteticka barviva pfirodnimi a anthokyany jsou v tomto
vyznamnym kandidatem. Bohuzel jejich nestabilita v pH, nestabilita na svétle i tepelna
degradace jsou pro tyto ucely zna¢né limitujici. >

Bylo také prokazano, ze nestabilita anthokyani ma pifimou souvislost s poctem
hydroxylovych skupin v molekule a souvisi i s po¢tem methoxyskupin. Na tuto stabilitu ma
vliv také glykosylace — diglukosidy jsou stabiln€j$i nezZ monoglukosidy, ovSem diglukosidy
jsou zase nachylngjsi k neenzymatickému hnédnuti. Dale bylo prokazano, ze glykosylace
nebo acylace v poloze C-5 vyznamné pfispiva ke stabilit¢ anthokyanu na svétle. Pokles
odolnosti proti svétlu byl pozorovan v tomto sledu: acylované diglukosidy > neacylované
diglukosidy > monoglukosidy.5!

Acylované molekuly jsou obecné odolnéjsi proti hydrolytické degradaci pii vy$Sim pH a
zaroven vykazuji vyssi odolnost proti teplu, svétlu a pisobeni SO, a proto se velké mnozstvi
studii zabyva vyzkumem a hledanim novych a odolnych acylovanych anthokyani.5? 63 64
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2.4 Betalainy

Cervena fepa (Beta vulgaris) je zemédglska plodina pivodem ze Stiedomoii, ktera se k
nam rozsifila jiz v dobé antického Rima. Jeji kofen se pouziva do salatti i polévek (bors),
mladou nat’ 1ze konzumovat anebo se pouziva jako krmivo pro zvifata. Surové fepné Stave
jsou piipisovany mnohé 1é&ivé uéinky. Repa je bohat na obsah mineralt (zelezo, méd’), proto
byla pouzivana proti chudokrevnosti. V lidovém 1éCitelstvi se fepa pouziva k 1é¢bé chorob
jater a ledvin®, v Mexiku se nalev z listenii bougainvilley, ktera obsahuje podobna barviva
jako fepa, smichany s medem pouziva k 16¢bé& kasle®! a na Balkané byla ervena fepa dokonce
pouzivana k 1é¢bé& rakoviny.>

Barviva obsazena v fepé (betalainy) se hojné vyuzivaji v potravinafstvi k dobarvovani
potravin pod oznadenim E162. Toto barvivo je navenek podobné anthokyanim®, oba typy
pigmenti jsou rozpustné ve vodé a maji silné antioxida¢ni Gi¢inky.%” Na rozdil od anthokyanii
jsou vsak fepné pigmenty barevné stabilngj$i v rlizné kyselém prostiedi®®, ale mnohem méng
stabilni na svétle. V tab.2 je piehled nékolika jednoduchych chemickych testi pro rozliSeni
anthokyanti a ¢ervenofialovych betalaint (betakyant).®

Tab.2 Rozlisovaci chemické testy pro anthokyany a betakyany (podle %)

Test Anthokyany Betakyany

alkalické pH zména b?.I'Vy na zelenou nebo zména E)arvy na fialovou nebo
pomalu Zloutne rychle Zloutne

znovu okyseleni po 1 minuté rychlé obnoveni piivodni barvy cervend barva se neobnovi

neutralni pH vyblednuti barvy zustava Cervenofialova barva

kyselé pH jasné svétle Cervena barva prohloubeni fialovocervené barvy

octan olovnaty zmeéna na modrou barvu vinové Cervena

Podobn¢ jako dalsi pfirodni barviva i betalainy se vyskytuji v rostlinaich v podobé
glykosidt, nejcastéjsi jsou 5-O-glykosidy. Jejich aglykony jsou derivaty heterocyklického
indolu a jsou obsaZeny nejen v ervené fepé, ale i v mangoldu, laskavci™, opuncii’® 73 nebo
v n&kterych okrasnych rostlinich (napf. nocenka, bougainvillea®). Betakyany jsou obsazeny
také v plodech li¢idla amerického (Phytolacca americana)’®, coz je rostlina ptivodem ze
severni Ameriky, v Evropé¢ se péstuje jako okrasnd rostlina. Plody li¢idla pouzivali uz
puvodni Indiani v oblasti Virginie K barveni koZeSin, kize nebo prouténych vyrobki,
Evropané je pak zahy po objeveni Ameriky zacali pouzivat k dobarvovani potravin a
predevsim k pancovani vina. Jsou dochované zaznamy o tom, ze v Portugalsku se vino
obarvovalo $t'dvou z té€chto plodl tolik, Ze tim utrpéla jeho kvalita, a tak bylo nafizeno, aby
rostliny licidla, které se mezitim zacaly Vv jizni Evropé péstovat, byly jesté pred dozranim
plodi zni¢eny a v 17. stoleti ve Francii za Ludvika XIV. se dokonce pfidavani §tavy z lic¢idla
do vina trestalo smrti.5% 7

Betalainy se vyskytuji v rostlinach v podobé Zlutych az zlutooranzovych betaxanthint
(napft. Vv Cervené fepé je obsazen vulgaxanthin, obr.18, z opuncie byl izolovan indicaxanthin,
betaxanthin musca-aurin byl objeven dokonce i v muchomirkach’) a &ervenofialovych
betakyaninu (napf. v Cervené fepé je obsazen bethanidin - obr.19, a isobethanidin, v licidle je
piitomen phytolaccanin, v laskavci amaranthin, v bougainvilleich bougainvillein R a V).%0 77
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Obr.18 Vulgaxanthin Obr.19 Betanidin

Zlutavé betaxanthiny silné absorbuji vinovou délku v rozsahu 470-486 nm, ervenofialové
betakyany maji toto maximum posunuté do oblasti kolem 540 nm. Ob¢ tyto skupiny barviv
maji podobnou metabolickou cestu vzniku, jejich prekurzorem je svétle zluta kyselina
betalamova.’® Betalamové kyseliny se vazi s nejriizné&j$imi aminokyselinami nebo aminy a tak
byl napt. z plodi opuncie izolovan indicaxanthin se zbytkem aminokyseliny prolinu nebo
Z fepy izolovany vulgaxanthin obsahoval navazany zbytek kyseliny glutamové. Uvadi se, Ze
betalamové Kkyseliny se mohou teoreticky vazat svice nez 200 znamymi rostlinnymi
aminokyselinami, a proto jsou strukturni vzorce ,Cistych® betaxanthini vlastné jen
hypotetické.” Nicméné uvadi se, Ze je zndmo vice nez 50 typt betalain.5?

Stabilita betalaini

Extrakce, ¢isténi, koncentrovani a nasledné operace, kterymi musi ve vyrobnim procesu
pfirodni barviva projit, kladou vysoké naroky na jejich stabilitu. Vzhledem k vysokému
obsahu betalainil v ¢ervené fepé (uvadi se mnozstvi kolem 130 mg na 100 g &erstvé vahy)8 8!
a jejich zdravotni nezavadnosti, je velkd snaha tato barviva pouzivat v potravinadfstvi misto
barviv syntetickych, ovSem jejich nizka odolnost viici teploté a svétlu je velkym problémem.
Repny extrakt se sice pouziva k dobarvovani potravin, ale pro nizkou svétlostalost jen pro
potraviny mrazené nebo pred svétlem dostatecné obalem chranéné.

Ptirozené pH betalainti lezi mezi 3.5 a 7, coz je také rozmezi u béznych potravin. Udava
se, ze stabilita betalainu je zavisla na pH, napt. fepny betanin vykazuje maximalni stabilitu pfi
pH 5.5, vulgaxanthin mezi pH 5.0 az 6.0.22

Také teplota ma zna¢ny vliv na stabilitu betalainti. Betanin zahfivanim degraduje, ervena
barva se ztraci a méni se na svétle hnédou.®® Také svételna degradace betalaint zavisi na pH,
napt. svétlostalost betalainti pii pH 3.0 je vyssi nez pii pH 5.0.8°

Uz tedy samotna extrakce betalaini je celkem obtizna, vzhledem k tomu, Ze velmi snadno
degraduji. PfedevSim u betakyani dochdzi k rychlé deacylaci, nicméné¢ zajem o tato barviva
stale roste a proto Ize ocekavat, ze v budoucnu bude predmétem intenzivniho vyzkumu nejen
dals$i optimalizace podminek pro jejich extrakci a vyrobni procesy, ale piedev§im vyvoj
zemédéelskych plodin s vylepSenymi vlastnostmi. Vys$i produktivita téchto plodin a vyssi
obsah biosynteticky modifikovanych pigmentii Snovymi vlastnostmi- t0 jSOU vyzvy pro
genetické inZenyrstvi.
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2.5 Analytické metody
2.5.1 Analyza rostlinnych polyfenoli

Polyfenoly, podobné jako tada dalSich rostlinnych latek, se izoluji z rostlinného materialu
riznymi extrakénimi metodami. Univerzalni postup pro izolaci vSech polyfenoll neexistuje,
nebot’ jde o latky rlzné€ polarni a tedy i rizné rozpustné v poldrnich a nepolarnich
rozpoustédlech. Pritomnost poldrnich substituentti (hydroxyly, methoxyly, karboxyly) je
pfi¢inou dobré rozpustnosti fady polyfeoli ve vod¢ a v dalSich polarnich rozpoustédlech.
Casto se extrakce téchto latek provadi s pouzitim okyseleného methanolu nebo smési vody a
ethanolu.

Rostlinné polyfenoly lze extrahovat z cerstvych, mrazenych nebo lyofilizovanych
rostlinnych materiali. SuSeni se nedoporucuje kvili moznému snizeni vytézku extrakce a
rozkladnym procesim vlivem vyssi teploty. Pied samotnou extrakci se provadi homogenizace
rostlinného materidlu, protoze je nutné rozrusit rostlinna pletiva a pojivovou hmotu, kterd by
mohla bréanit difuzi extrahovanych latek. Provadi se homogenizace fyzikalni, kam krome¢
rizného mechanického rozdrobeni a drceni spadéd i mrazeni, protoze v teplotich pod bodem
mrazu vznikaji v bunkach krystalky ledu, které narusi celistvost bunék a po rozmrazeni
usnadni extrakci.

Chemickd homogenizace spociva v pouziti enzymil (pektinazy a celuldzy) k rozruSeni
buné¢nych stén a mezibunéénych pojiv, ktera jsou tvofena hlavné celuldozou. Napt. flavonoidy
se nejéastéji extrahuji pomoci vody i organickych rozpoustédel (methanol, ethanol, aceton), s
naslednou extrakci organickymi lipofilnimi rozpoustédly (hexan, benzen, chloroform,
dietyléter), aglykony se oddéluji kyselou hydrolyzou. Moderni extrakéni metodou je extrakce
nadkritickou tekutinou (SFE, supercritical fluid extraction), nejcastéji nadkritickym COa.
Vyhodou této metody je minimalizace pouziti organickych rozpoustédel a také relativné
kratka doba trvani jednotlivych extrakci.8

K analyze anthokyant je pouzivana cela fada separaénich technik. K jednodussim star§im
metoddm patii napf. papirova chromatografie (PC, paper chromatography), ktera pouziva
jako staciondrni fazi chromatograficky papir, ddle chromatografie na tenké vrstvé (TLC, thin
layer chromatography), kde je jako stacionarni faze pouzivan napt. silikagel, celuldoza nebo
polyamid. Detekce je provadéna spektrofotometrickou nebo denzitometrickou analyzou
barevnych komplexii, které vznikly reakci separovanych analytli s vhodnymi detek&nimi
¢inidly. Chromatografie na tenké vrstvé je metoda asové 1 finanéné€ nenarocna, nevyhodou
vSak je mala vytéznost a omezena moznost kvantifikace.

V soucasnosti je ziejmé nejcastéji pouzivanou analytickou metodou pro identifikaci a
kvantifikaci latek vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC) s reverzni fazi. Jedna se
o vysokotlakou a vysokorychlostni chromatografickou metodu, pfi které jsou pouZivany
kolony o délce 10 cm az 1 metr s vnitinim primérem od 0,2 do 5 mm. Staciondrni fazi
ptedstavuje povrchové porézni sorbent uvnitié kolony (napi. silikagel) s velikosti ¢astic 3-5
um, na které jsou chemicky vazané stacionarni nepolarni skupiny pro reverzni fazi (nejcastéji
oktadecyl CigH37). Mobilni faze se sklada z polarni i nepolarni ¢asti, vodna faze obsahuje
Casto pridavek organickych kyselin, napt. kyseliny octové, v nepolarni ¢asti jsou pouZzivana
rizna organicka rozpousStédla (metanol, propanol, butanol, etylacetdt a dalsi).
Chromatografické chovani polyfenolll na koloné s reverzni fazi je urceno celkovou polaritou a
stereochemii slouceniny. Jednotlivé frakce jsou pifi HPLC detekovany bud’ pomoci optickych,
hmotnostnich nebo elektrochemickych detektora.

Vysoce ucinnou a pfitom pomérné rychlou a levnou star$i metodou, ktera se
v sofistikovanych provedenich opét Castéji objevuje v analytickych metodach, je kapilarni
z6nova elektroforéza®® (CZE, capillary zone electrophoresis), pii které se k separaci pouziva
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kratka kifemenna kapildra s primérem od 50 do 100 pm. Objem analyzovaného vzorku je
velmi nizky, aby nedos$lo k zahlceni kapilary. Separaci ovliviiuji kromé& parametri kapilary
také nosné elektrolyty a jejich pH - flavonoidy maji v alkalickém prostfedi zaporny néboj. K
déleni latek je vyuzivana odlisna pohyblivost molekul (iontd) s elektrickym nabojem ve
stejnosmérném elektrickém poli, dale se zde uplatiiuje také elektroosmoticky tok separa¢niho
pufru. Elektroosmoticky tok je spontanni tok kapaliny v kapilafe, ke kterému dochéazi v
dasledku zaporného naboje na vnitini sténé kapilary. Separované latky s riznym elektrickym
nabojem jsou undseny riznymi elektroforetickymi rychlostmi az k detektoru.

Pro bézné stanoveni flavonoidl Ize také pouzivat jednoduché spektrofotometrické metody
zalozené na vzniku barevného cheldtového komplexu flavonoid + ionty kovii, napiiklad
hliniku, Zeleza nebo mé&di.86 87

2.5.2 Analyza anthokyanii

K identifikaci jednotlivych typi anthokyanii (a to jednak pti bézné laboratorni analyze, tak
I vpodob¢ detektortt HPLC, obr.20) se nejcastéji pouziva UV/VIS spektrofotometrie.
Vétsina anthokyanti vykazuje dva hlavni absorpéni pasy- jeden v rozmezi 250-270 nm
(absorpce zafeni aromatickym A-kruhem) a druhy v rozmezi 520-560 nm (absorpce zareni
aromatickym B-kruhem).>! Spektrofotometricky je moZné také detekovat glykosylaci B-
kruhu, protoze spektrum vykazuje hypsochromni posun ve srovnani S neglykosylovanym B-
kruhem. Touto metodou lze identifikovat také acylované anthokyany, protoze v pfitomnosti
AICIs je pozorovan bathochromni posun pouze u anthokyant, které nemaji acylovany 3" a 5°
OH skupiny.88

Zakladni charakteristikou anthokyant je typicky vyrazny absorpéni pik v oblasti 510-560
nm, ktery se objevuje v silng kyselém prostiedi. Typickd absorpéni maxima pro nckteré
anthokyany a jejich derivaty rozpusténé v okyseleném ethanolu nebo methanolu jsou uvedena
v tah.3.50

Tab.3  Typicka absorpéni maxima nékterych anthokyanii v pritomnosti okyseleného ethanolu
nebo methanolu %

Prostiedi Vinova délka
Anthokyan (ethanol/methanol) Amax [nm]
Pelargonidin ethanol 530
Pelargonidin 3-glukosid (Callistephin) ethanol 515
Kyanidin methanol 535
Kyanidin 3-glukosid (Chrysantemin) methanol 525
Kyanidin 3-rhamnoglukosid (Sambucin) ethanol 532
Delfinidin methanol 544
Delfinidin 3-glukosid (Myrtillin) methanol 535

Na principu méfeni barevnych zmén pomoci spektrofotometrie byly vypracovany dalsi
metody kvantitativni 1 kvalitativni analyzy anthokyanii a proanthokyanidini -
kondenzovanych tanint. Napt. zkouska s okyselenym butanolem (acid - butanol assay) je
zaloZena na oxidativni depolymeraci kondenzovanych taninti v kyselém prostiedi, pti které
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dochazi k rozpojeni kovalentnich vazeb flavanolovych monomert pfedev§im mezi uhliky C4
a C8, ptipadné k hydrolyze stabiln€jsi vazby mezi uhliky C4 a C6, coz se projevuje nartistem
absorbance v maximu specifickém pro jednotlivé typy anthokyanidint (napf. kyanidinu nebo
delfinidinu pii vlnové délce 545, respektive 557 nm).&
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Obr.20  Ukdzka chromatogramu vina s UVIVIS detektorem (520 nm)®°

Ke kvantifikaci fenolovych skupin s pouzZitim vhodného kalibraéniho standardu je
pouzivan napfiklad test na vznik pruské modii (Prussian blue assay)®, ktery je zaloZen na
redukénich vlastnostech polyfenolt. Reakci hexakyanozelezitych iontt s polyfenolem
vznikaji ionty hexakyanoZeleznaté (a oxidovany polyfenol) (2), které po ptidani Zelezitych
iont vytvori pruskou modi (hexakyanozeleznatan zelezity) (3), jejiz intenzita odpovida
mnozstvi fenolovych skupin a ktera je métena spektrofotometricky.

polyfenol + 2 [Fe**(CN)s]® —  oxidovany polyfenol + 2 [Fe*?(CN)e]™ 2

3[Fe*?(CN)s]* +4Fe™® —  FesFe(CN)s]s (pruska modr) (3)
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2.5.3 Cyklicka voltametrie

Cyklickd voltametrie je -elektroanalytickd instrumentdlni metoda, kterd umoziuje
kvantitativni a kvalitativni méteni latek rozpustnych ve vod¢ i v organickych rozpoustédlech,
které podléhaji redukéné-oxidacnim zméndm.

Pti voltametrii se pouziva elektrochemicky c¢lanek tvofeny pracovni polarizovatelnou
elektrodou a referen¢ni nepolarizovanou elektrodou. Na pracovni elektrodu je vkladan
potencidl rostouci od pocatecni hodnoty Ei1 do koncové hodnoty Ez a nasledné je opét
snizovan az k pocatecni hodnoté Ei1 a pii jeho zménach se sleduji zmény v prochdzejicim
proudu (proudova odezva). Voltametrie se pouziva ke studiu a stanoveni latek rozpusténych
ve vodnych roztocich i organickych rozpoustédlech, ke kvantitativni i1 kvalitativni analyze a
predevsim ke sledovani redukéné-oxidaénich vlastnosti organickych i anorganickych latek.
Podrobnym rozborem ziskanych dat je mozné zjiStovat napt. pocet pienesenych elektronii,
reverzibilitu elektrodovych reakei, stabilitu vzniklych meziproduktti, kinetiku jednotlivych
reak¢nich krokd, adsorpci na elektrodé a desorpci latek z elektrody, analyticky monitorovat
prabéh riznych elektrochemickych procesit nebo zjistovat udaje o elektrodach (napf.
pracovni plocha pomocné platinové elektrody).

Meérici cyklus lze libovolné opakovat a zaznamem je cyklicky voltamogram. Elektrolyza
probiha jen v uzké vrstvé kolem pracovni elektrody, proto je mozné ziskat z jednoho roztoku
prakticky neomezeny pocet voltametrickych zdznamn.

Cyklicky voltamogram obsahuje uzavienou kiivku zavislosti proudu na ménicim se
napéti, kterou tvofi zdznam dopiedného a zpétné¢ho skenu. Zakladnimi charakteristikami jsou:
anodicky potencial a proud (Epa, lpa), které odpovidaji oxidaci redukované formy analytu a
dale katodicky potencial a proud (Epc, Ipc), které charakterizuji redukci oxidované formy
analytu. (Obr.21)
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Obr.21  Popis cyklického voltamogramu

Potencial maxima pikd (Epa, Epc) je charakteristicky pro danou latku (kvalitativni veli¢ina).
Proud piku v maximu (lpa, Ipc) je tmérny koncentraci latky v roztoku (kvantitativni veli¢ina).
Detekéni mez koncentrace analytii cyklické voltametrie je asi 10 mol/litr.

Zakladnim rysem cyklické voltametrie je moZnost pii zpétném skenu reoxidovat nebo
zpé&tné redukovat latky zredukované &i zoxidované pii skenu dopiedném.®? S elektrodovou
reakci typu Ox® + ne” —> Red®" se viak setkavame jen ziidka. Pfedevsim u organickych
systémi je reakce pfenosu naboje spfazena s piedfazenou (CE) nebo naslednou chemickou
reakci (EC), kdy dojde napft. k preruseni sigma-vazby. Tyto kroky se mohou 1 fetézit (ECEC),
a tato skute¢nost je pfi¢inou ireverzibility nebo kvazireverzibility elektrochemické reakce.*3
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V pftipad¢ reverzibilniho elektrodového procesu dostavame cyklicky voltamogram s dobie
vyvinutym katodickym 1 anodickym pikem (napf. elektrochemicky standardni systém
hexakyanozelezitan / hexakyanozeleznatan draselny na metalické elektrod¢), naproti tomu u
jinych analyti muze probihat jen kvazireverzibilni reakce a katodicky pik je pak pouze
naznacen (napft. kyselina gallova v acetdtovém pufru).

U reverzibilnich voltamogramil je proud v piku dan Randles - Sevéikovou rovnici (4) a
pro ireverzibilni d&je byla odvozena Berzins - Delahayova rovnice® (5), ze kterych vyplyva,
ze hodnota elektrického proudu v cyklovoltametrické kiivce je u vratnych i nevratnych
elektrochemickych reakci pifimo umérna koncentraci analytu a 2. odmocniné rychlosti
skenovani a nepfimo umérna teploté.

1/2
Ipa: Ipc 2044631 FAC@ (4)
(RT)l/Z
Ipa: Ipc:O.6105ﬂ3/2 D“ZCVU2 5
(RT)l/Z ©

Ipa, lpc.... pikové proudy [A]
A.... plocha elektrody [cm?]
.... pocet vyménovanych elektroni
.. diftizni koeficient [cm?/s]
.. koncentrace analytu [mol/cmq]

.. univerzalni plynova konstanta (8.314 J/mol K)

n

D

C.

V.... skenovaci rychlost [V/s]

R

T.... termodynamicka teplota [K]
F

.... Faradayova konstanta (96 485 C/mol)

Pokud vyména nabojl probiha mezi povrchem elektrody a vrstvickou elektrolytu pfi jejim
povrchu, je rychlostni konstanta redox procesu tzv. standardni heterogenni rychlostni
konstantou k° [cm/s], ktera je funkci potencialu. Sou¢in k%2 potom vyjadiuje
elektrochemickou reverzibilitu elektrodového déje pti béznych skenovacich rychlostech (10 —
100 mV/s):

pro k® > 10! ..... elektrochemicky vratna reakce
pro k% < 10 ..... elektrochemicky nevratna reakce
pro k® mezi témito hodnotami ..... kvazireverzibilni elektrochemicka reakce
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Pro skenovani latek metodou cyklické voltametrie musi byt splnéno nékolik zakladnich
podminek: Studovany analyt musi byt rozpustny a musi byt schopen se oxidovat ¢i redukovat
v oblasti potencidlti dostupnych pii pouziti dané elektrody a dané¢ho rozpoustédla. Rozsah
koncentraci méfeného analytu se musi pohybovat mezi 10 az 10 mol/litr, coz je dino
jednak mezi citlivosti méfeni této metody a dale hodnotou, kdy vysoké koncentrace jiz
vyvolavaji na elektrod¢ nezadouci efekty.

Roztok s rozpusténym analytem musi byt dostateéné vodivy a sou¢asn¢ musi mit vlastnosti
potlacujici vliv migrace studované latky. Proto se do né&j ptidava stl zakladniho a
indiferentniho elektrolytu v nadbytku, a to o koncentraci alespon 50x vyssi nez je koncentrace
studované latky. Ulohu zékladniho elektrolytu spliiuji velmi dobie anorganické soli pro vodné
prosttedi (halogenidy, chloristany ¢i dusi¢nany alkalickych kovii a samoziejmé slozky
béznych pufrt, tedy kyseliny, hydroxidy, fosforecnany, octany, boritany aj.), pro organicka

rozpoustédla se nejcasteji pouzivaji chloristany, tetrafluoroboritany a hexafluorofosfore¢nany.
92, 93

Jednodussi dvouelektrodové zapojeni obsahuje pracovni (W) a referenc¢ni elektrodu (r),
moderni tfielektrodové zapojeni obsahuje navic jesté pomocnou elektrodu (a), (obr.22).

Obr.22 Dvou- a tiielektrodové zapojeni ¢lanku pro cyklickou voltametrii

V tiielektrodovém zapojeni ve voltametrickych analyzach, kde se pifedpoklada tok
elektrického proudu, je pfitomna dopliikova pomocna elektroda. Pokud pracovni elektroda
funguje jako anoda, pomocna elektroda plni funkci katody a naopak. Potencial pomocné
elektrody se zpravidla neméii a je upraven tak, aby vyrovnaval reakce probihajici na pracovni
elektrodé. Tato konfigurace umoziiuje méfeni potencialu pracovni elektrody vzhledem k
referen¢ni elektrodé tak, aby prichod elektrického proudu neohrozoval stabilitu referenéni
elektrody. Pokud probiha méfeni ve vodném roztoku a na mérné elektrodé probiha redukce,
muze se na pomocné elektrodé vyvijet kyslik, proto je vhodné oddélit pomocnou elektrodu
pomoci sklenéné frity. Pomocnéd elektroda byva vyrobena z elektrochemicky inertniho
materidlu (napf. platina, zlato nebo uhlik).

Jako pracovni elektroda slouzi nejéastéji elektroda ze skelného uhliku (glassy carbon),
uhlikovéd pasta, uhlikové vldkno, platina, zlato nebo rtut. Jako srovnavaci (referencni)
elektrodu lze pouZzit kalomelovou elektrodu, merkurosulfitovou, vodikovou nebo
argentochloridovou. Pomocnou elektrodu tvoii nejcastéji platinovy drat nebo plisek. Méfici
pfistroj (potenciostat) nuti prochazet mezi pracovni a srovnavaci elektrodou takovy proud,
aby byl mezi t€émito elektrodami dodrzen urcity potencialovy program.
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Obr.23  Pokles odezvy pri opakovaném skenu CV vilivem adsorpce analytu na pracovni elektrodu

Obecnym problémem u mnoha analytli je to, ze se vyoxidovavaji ¢i vyredukovavaji na
pracovni elektrodé. To je typicky problém skenovani polyfenolickych latek - tim s dal§im
skenem dochéazi ke snizeni signalu (obr.23). Redoxni premény latek adsorbovanych na
povrchu elektrody totiz probihaji za jinych potenciald nez redoxni pfemény analytl volné
ptitomnych v roztoku, proto je nutné¢ pied kazdym dalSim skenem pracovni elektrodu
dikladné vylestit. Pouziva se k tomu dostateéné jemné abrazivum jako je diamantova pasta
nebo alumina (chemicky pfipraveny oxid hlinity). DalSim uskalim je samotnd velka citlivost
metody. Metoda je zaroven citliva na vnesené chyby, a tak i pfi rutinnim zvladnuti pfipravy
vzorku a Cisténi elektrody mtize dochazet k nepiesnostem (obr.24).

2,00E-05
1,50E-05 -
1,00E-05 -
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v
0,00E400
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Obr.24 Zdaznamy prvnich skenii téhoz roztok (0.5 mM kyselina gallova)
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2.6 Vyuziti odpadu Vv textilnim barveni

Vedle cileného péstovani barvifskych rostlin se nabizi mnohem progresivnéjsi varianta, a
tou je vyuziti odpadl z potravinaiské, lesnické nebo zemédé€lské vyroby. Priimyslova vyroba
potravin a napoju produkuje obrovské mnozstvi biologickych odpadl, jako jsou lisované
plody, destilacni zbytky, vylisky a dalsi zbytkové vedlejsi produkty, které obsahuji zna¢né
mnozstvi rostlinnych barviv, ktera mohou byt vyuzita v textilnim pramyslu.

Snad nejvice studovanym barevnym zemédélskym odpadem jsou vylisky z révy, vzhledem
k produkci vina, ktera v nékterych zemich (Francie, Italie, USA, Cina) dosahuje kazdoro&ng
miliony hektolitrii. Extrakce a barveni textilii anthokyany obsazenymi v modré révé jsou
feSeny v nékolika studiich.34 35 95,96, 97,98 74yaznym problémem je vSak nestabilita odstinu a
také pomérné nizka svétlostalost téchto produkti, i kdyz pfedev§im v ndzoru na svétlostalost
textilii barvenych anthokyany nejsou autofi jednotni.

Dalsi barevné odpady jsou produkovany moStarnami a konzervarnami — vétSinou jde o
vylisky z ovoce bohatého na anthokyany (Cerveny a Cerny rybiz, tfeSné, visn€, angrest) nebo o
odpady z barevné zeleniny s obsahem anthokyani ¢i betalaint (Cervené zeli, ¢ervena fepa,
cibule). T¢zba dieva zase pfinadsi mnozstvi odpadniho materidlu v podobé¢ kiry stromt, kterd
je, jak jiz bylo uvedeno vyse, bohatym zdrojem taninti. Ty mohou slouzit nejen jako moftidla,
ale zaroven jako textilni barviva, protoze klra stromil (napf. dub, bfiza, olSe, jirovec) ma
schopnost barvit piedevsim piirodni vlakna na riizné odstiny hnédé barvy.9 1%

Vliv tanini na vybarveni je u hnédych a cernych odstinii ¢asto dominantni, ale s
vSudypiitomnosti tanind je tfeba podcitat i pfi barveni pifirodnimi barvivy obecné, protoze
Casto jsou pravé taniny v rostlinnych extraktech pfi¢inou kalnosti barevnych odstini. %!

Intenzivnéj$i vyuzivani priamyslového odpadu jako obnovitelné suroviny pro vyrobu
prirodnich barviv piedstavuje strategii "udrzitelné Cistsi produkce". Barvitské vyuziti levnych
vedlejSich produktii z jinych vyrob je zajimavy koncept, ktery miize po peclivé optimalizaci
barviciho procesu a znalosti systému dodavatelského fetézce snizit nadklady spojené s vyrobou
piirodnich barviv.1%?

Pfirodni barviva by méla byt levnym, netoxickym, obnovitelnym a udrzitelnym zdrojem s
minimalnim environmentalnim dopadem. Pfestoze vyzkum v této oblasti, da se fici, bézi po
celém svéte na plné obratky, presto stale existuje fada technickych problému v kazdé oblasti
aplikace ptirodnich barviv, které je tieba ptekonat, aby tyto technologie mohly byt piijaty ve
velkém meétitku do praxe. VyfeSeni vSech problémi spojenych se zavedenim novych
technologii pro vyrobu a vyuZziti pfirodnich barviv je vSak dlouhodobym tkolem a

perspektivou.
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2.6.1 Barevné odpady

Vinna réva je jedna z nejvyznamnéjSich svétovych zemédélskych plodin. Produkce vina
vSak sebou nese i velké mnozstvi odpadniho materidlu v podobé vyliska (slupky, pecky,
trapiny), které jsou po maceraci a prokvaseni stale velmi bohaté na obsah fenolickych latek,
keré nachazime ve vin€ a jejichz zdrojem jsou bobule vinné révy, predev$im na barviva
(anthokyany u modré révy) a kondenzované taniny. V mens$im mnozstvi jsou zde obsazeny
dalsi fenolické latky, napft. resveratrol a kvercetin. Celkovy obsah polyfenolli v cerveném ving
se pohybuje od 2 do 6 g/litr a vétSina z nich ptipada na (oligo)flavanoly (1 - 5 g/litr, v¢etné
katechinu s obsahem 0.1-0.2 g/litr) a anthokyany (0.1 — 1.5 g/litr).® Viechny tyto latky maji
vyrazné biogenni ucinky: pfedevsim se jedna o antioxidanty a latky schopné zhaSet volné
radikaly.1%3

Ve srovnani s tradi¢nimi vinafskymi giganty jako jsou Francie, Italie, Spanélsko, USA
nebo Cinal®, jejichz roéni produkce vina se pohybuje fadové v desitkich miliond
hektolitril%, je Ceskéa republika jen okrajovym producentem této plodiny (kolem 800 tisic
hektolitrii vina ro¢ng) 1%, ptesto i u nés ¢ini vinaisky odpad nezanedbatelné mnozstvi fadové
desitek tisic tun ro¢né.

Od doby, kdy cisaf Karel IV. svymi nafizenimi inicioval zakladani vinic v ¢eskych zemich,
proslo ceské a moravské vinafstvi znaénym vyvojem. Tradice péstovani vinné révy a
produkce vina vsak v nasich zemich zistala za ta staleti velmi silnd a produkce vina v naSich
zemich ma stdle rostouci trend, pfestoze usili vinai komplikuji ¢asté vykyvy pocasi, révové
choroby a sktidci 1 ekonomické problémy. V roce 2012 ¢inila plocha osazena vinicemi cca 17
tisic hektarti, z nichz zhruba tietina pfipadala na modré odrtidy.*®” Z modrych odrid vinné
révy se u nas tradiéné péstuje predevsim Svatovaviinecké, Frankovka, Zweigeltrebe,
Rulandské Modré nebo Modry Portugal'®, objevuji se viak i nové vySlechténé odridy, jako
je napf. Fratava, Jakubské, Acolon nebo Kofranka.!®® Tradi¢nimi producenty ¢ervenych vin
jsou hlavné vinafi z Mélnicka, Litoméfticka, Znojemska a Velkopavlovické oblasti.

Piiklad maximalniho vyuziti odpadu zrévy predstavuje napi. francouzska firma
Grap'Sud'®®, ktera se specializuje na extrakci latek z révovych vyliskl a jejich pouziti v
nutraceutice, farmacii a kosmetice. Konecné 1 u nas jiz n€kolik vyrobcl zpracovava tento
hodnotny odpad a lisuje olej z hroznovych jader, nicméné Cesti vinaii dosud vétSinou pfilis
netesi onu nerudovskou otazku ,kam s nim*“ a v naprosté vétSiné kon¢i vylisky zaorany zpét
ve vinicich. Ve svété byvaji vylisky dale vyuzivany v palirnach k destilaci ethanolu, piipadné
jako krmivo pro zvifata, z pecek se lisuje olej a zbytek miZe byt opét zkrmovan a to, co jiZ
nelze zpracovat jinak, konéi jako biomasa pro vyrobu bioplynu a hnojivo.!'! U nas je v
podstaté vyuzivana jen posledni moznost, kdy vylisky kon¢i zaorany zpét ve vinicich. To se
muze jevit jako vyhodny recyklaéni proces, ale nékteré studie poukazuji na to, ze
kompostovani vyliskii mize byt v dlouhodobém vyhledu spiSe problémem. Ptirodni prostiedi
je tak kontaminovano velkou koncentraci tanint a dalSich polyfenolickych komponent, které
plsobi fytotoxicky a mohou i negativné ovliviiovat kvalitu vody.'*? Fenolické latky totiz
okyseluji ptidu a diky svym antimikrobidlnim ucinkiim brani mikrobidlnimu rozkladu
organické hmoty a vzniku humusu, coZ podporuje spisSe riist hub a plisni, ¢imz dochazi k
posunu v kolobéhu dusiku a k pomalej$i recyklaci organické hmoty.

Barevné anthokyany obsazené ve vyliscich z révy mohou nalézt dal§i vyuziti vedle
1éky) a jako vstupni surovina v dalSich primyslovych odvétvich (napt. kondenzované taniny
pro vyrobu pryskyfic, pojiv a dfevottisek) pied tim, neZ je jiz dale nevyuzitelny dfevnaty
zbytek zuzitkovan v podobé paliva (brikety, pelety).
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Hlavni divody, pro¢ vénovat pozornost a snahu dalSimu vyuziti téchto odpadii, jsou
ochrana zivotniho prostfedi a ekonomicky piinos, protoze se jednd o levny zdroj cennych
fenolickych sloucenin.

Cervenou Fepu u nas primyslové zpracovavaji konzervarny predeviim do salati. Objemy
zpracované stfednd velkym konzervarenskym podnikem, kterych je v CR né&kolik, se pohybuji
fadove v desitkach tun rocné, asi pétinu tohoto objemu tvoii odpad, ktery nejcastéji konci
zaoran zpét na poli. Odhadem tedy u nas vznika rocné né€kolik set tun nevyuzitého fepného
odpadu. Také tento barevny odpad lze pied recyklaci vyuzit jako zdroj ptirodniho barviva pro
barveni n&kterych textilii.”

Dubova kiira je material, ktery vznika jako odpad pii tézb&é a zpracovani dieva. Je
bohatym zdrojem tanind (tfislovin), i kdyz jejich obsah u jednotlivych druhti (nejen) dubii
zna¢né kolisa. Napf. u nas bézn¢ rostouci dub zimni (Quercus petraea) obsahuje v kufe 8-
20% tiislovin, pficemz nejvice jich obsahuje 2.5 — 4 mm silna kara 9-10letych stromd.
Stfedomoisky dub Quercus macrolepis obsahuje v kiife dokonce az 30-42% tfislovin.>°

30



2.6.2 Barveni taniny

Nekteré rostlinné extrakty kombinuji vlastnosti pfirodnich barviv a rostlinnych 1é¢iv, takze
kone¢ny produkt ma nejen schopnost barvit tkaniny, ale i 1é¢ivé a antiseptické vlastnosti. V
prirodnim barveni jsou ¢asto aplikovany vytazky z rostlin, které jsou smési riznych latek, ve
kterych vSudyptitomné rostlinné tfisloviny hraji dilezitou roli.

Ttisloviny (taniny) obsazené v kufe stromid (duby, Skumpa, jirovec, biiza aj.) byly
odedavna pouzivany nejen jako mofidla ¢i prostiedek k vycinovani kuzi, ale také jako
pfirodni barviva. Konkrétné¢ dubova kiira dava na viné syt¢jsi hnédé barvy, bavinu barvi
svétlejSimi odstiny.

Dubova kiira obsahuje totiz kromé kyseliny tiislové dalsi latky pouzitelné jako barviva —
napt. zluté barvivo kvercitrin bylo izolovano z kiry severoamerického dubu sametového
(Quercus velutina)'® a od konce 18. stoleti bylo z kiiry t&chto dubll primyslové ziskdvano,
vyvazeno a pouzivano k barveni. Chemicky se jedna o rhamnoglykosid kvercetinu (C. I.
75720/ Natural Yellow 10'*). Na vIn¢ a baviné moiené kamencem nebo dichromanem
draselnym déava rtizné odstiny zluté az zlutohnédé barvy .

Kiura severoamerického dubu horniho (Quercus montana), ktery se vyskytuje od Maine po
Alabamu, barvi kamencem mofenou vinu svétle hnéd¢, dichromanem draselnym motenou
vinu Zlutohnédé. Také ktra dubu cEerveného (Quercus borealis, Quercus rubra), coz je
puvodné severoamericky dub, ktery se u nds péstuje bézné jako okrasnd parkové dfevina, se
da pouzit k barveni textilii. Na rizovohnédou barvu barvi vinu bez moteni a bavlnu motenou
kamencem. VInu morenou kamencem obarvi svétle hnéde, dichromanem zlutohnédé. Kura
dubu bilého (Quercus alba) zase dava na vin¢ s kamencem temné Zlutou a s dichromanem
khaki barvu. Vsechny tyto barvy na vin¢é a baviné¢ maji Gdajné vesmés dobré stalosti jak
V prani, tak i na svétle !

Za barvici schopnosti extrakti z kury a listd vétSiny stromi jsou vSak zodpovédné
piedevsim V nich obsazené katechiny (obr.6). Jsou to polyfenolické latky, které se mohou
vazat na vldkenny substrat nékolika mechanismy:

1. iontovou vazbou mezi deprotonizovanou fenolovou skupinou a protonizovanymi
aminoskupinami bilkovinnych vlaken (vlna, hedvabi) a polyamidu

2. Cetnymi vodikovymi miistky, které vznikaji mezi pseudovakantnimi orbity vodikl
fenolovych skupin (pokud nejsou disociovany) s volnymi elektronovymi pary kysliku,
pfipadné dusiku ve struktufe vlaken

3. kovalentnimi vazbami, které mohou vznikat mezi chinonovymi a semichinonovymi
skupinami pfitomnymi v taninu a vhodnymi reaktivnimi skupinami vlaken.

Vazba polyfenolt - tanind a predev$im katechinii na bilkoviny je dobfe znama. Katechiny
jsou soucasti pfedev§im kondenzovanych taninii, proanthokyanidind, které se velmi siln€ vazi
s aminokyselinou prolinem, ktera je obsazena az v 70% vSech bilkovin v lidskych slinach.!16
117, 118 Ppo vypiti zeleného Caje mély testované osoby hladinu katechind ve slinach az o dva
fady vys§i nez v krevni plazmé&.'*® Z tady biologickych studii je také znama silnd afinita
katechinti k albuminu!?® 2! (bilkovina v krevnim séru). Obecné tedy lze fici, Ze bilkoviny
(tedy 1 Zivo€isna vladkna tvofend bilkovinou keratinem) maji silnou afinitu ke katechinim,
proanthokyanidinim a snad i polyfenolim obecné. (Aminokyselina prolin je obsaZzena i
Vv ovéi vIng, kde tvoii asi 6.5% ze viech aminokyselin v keratinu).??

Pfi sitovani kolagenu rostlinnymi polyfenoly (vice viz kapitola 7.1 Sitovani kolagenu) —
napt. katechinem nebo kyselinou tfislovou - je za potencidlni misto interakce polyfenolu s
kolagenem povazovana hydroxylova skupina aminokyselin hydroxyprolinu a serinu,
karboxylova skupina kyseliny asparagové, ddle aminoskupina lysinu a amidova skupina
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asparaginu.'?® Stupefi zesitovani kolagenu lze nasledné zjistit proméfenim mechanické
odolnosti kolagenu vici riznym destabilizaénim faktordm - vystaveni uc¢inku degradacnich
enzymu (kolagenazy, piipadné pankreatické proteazy), prométeni tepelné stability kolagenu
(tzv. test hydrotermalni kontrakce), prométeni tepelné zavislosti stress-strain kiivek a 0
stabilit¢ kolagenu také mnohé vypovidaji zmény jeho mechanickych vlastnosti po vystaveni
denaturaénimu G¢inku mocoviny.!?® Test hydrotermalni stability (test hydrotermalni
kontrakce) spociva v pozorovani kolagennich vldken v mikroskopu s vyhiivanym stolkem pro
preparat (ptipadné¢ v méteni zavislosti kontrakéni sily upnutych vldken na teploté), kdy se
zjistuje teplotni mez, pii které dochazi zahtivanim vlaken ve vodném prostiedi ke smrsténi az
na tietinu jejich délky. NeoSetfena vlakna (nativni kolagen) kontrahuji pii 61 °C, vlakna
sitovana 20 mM katechinem kontrahuji az pii 70 °C. Stupen zesiténi a odolnost kolagenu Ize
zjiStovat i pomoci mocoviny, kterd ma na proteiny denaturacni Cinky, protoze rozruSuje
vodikové vazby. Zatimco hydrotermalni stabilita nativniho kolagenu klesa velmi rychle
s rostouci koncentraci mocoviny, tak si napi. kolagen oSetfeny 10 mM katechinem zachoval
znacnou stabilitu 1 pfi ptisobeni 4 M koncentrace mocoviny (rozdil teplotnich mezi pii testu
hydrotermalni kontrakce byl 30 °C!%2%). Zachovéani vysoké stability katechinem sitovaného
kolagenu 1 po vystaveni dehydrogenacnimu uc¢inku mocoviny tedy znamend, Ze na vazb¢
katechinll s kolagenem (tedy obecné polyfenold s bilkovinami) se kromé vodikovych vazeb
musi podilet i jiné — hydrofobni - interakce, zde patrné reakce benzenpyranového kruhu
katechinu s hydrofobnimi useky kolagenu.'?*

Rada tanind, respektive katechinovych derivati (katechin, epikatechin, epigallokatechin,
katechin gallat aj.), byla izolovana z kiry kofenovniku, které vytvari mangrovové porosty
v prilivovych lagunach s brakickou vodou na moiskych pobiezich a v fi¢nich deltach
tropického pasma. Napt. extrakt z kliry vychodoasijského kotenovniku Rhizophora apiculata
dava na hedvabi s kamencem nebo modrou skalici rizné odstiny hnédocervené barvy, se
zelenou skalici odstin SedoCerny, vétSinou s mokrymi stalostmi stupné 4-5 a svétlostalosti
stupné 3-5, pouze ve spojeni s chloridem cinatym byla pozorovana velmi Spatna svétlostalost
stupn€ 1, a to nejen pii barveni vlny, bavlny a hedvabi, ale i na polyamidu, acetatovém
hedvabi a viskoze.'?® Podobné vysledky vybarveni a stilosti byly dosazeny pii barveni
hedvabi pomoci listi eukalyptu.?4 126

Adstringentni a antibakterialni schopnosti extraktli z dubové kiiry*?® 127. 128 hyly odeddvna
vyuzivany V lidovém IéCitelstvi a vraci se k nim i sou¢asna medicina, farmacie a kosmeticky
primysl.'?® Také u fady textilii obarvenych dubovou kiirou nebo i kirou ¢i listim z jinych
stroml jsou Casto pozorovany vlastnosti, které vlaknim tyto extrakty dodavaji, jako napft.
zvySena ochrana pred UV zafenim®*® 131 nebo schopnost potladovat rist bakterii. 12% 132
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2.6.3 Barveni anthokyany

I kdyz maji anthokyany nestabilni odstiny a nizkou svétlostalost, pfesto byly odedavna
pouzivany k barveni textilii a pozd¢ji i ke kresleni na papir. Uz Plinius star§i zminuje, ze
v Galii se pouZzivaly boriivky k barveni odéva uréenych pro otroky na fialovo. 133

Bez pridavku anorganickych motidel barvi anhtokyany textilie na ¢ervenohnédé odstiny,
s kamencem davaji predevsim na vIn& odstiny Zlutohn&dé® a reakci s Zeleznatymi ionty se
odstin méni do Sedé az cerné.
Ve stiedoveéku se pouzivaly bortivky, brusinky, plody ¢erného bezu a dalsi plody s obsahem
anthokyani nejen k barveni textilii, ale i ke zdobeni knih a karet. V knize ,Secreti“
(Tajemstvi) z roku 1555 (obr.25), ktera je jakousi sbirkou Iékaiskych receptli a rdznych
vyrobnich technologii vcetné barvifskych postupd, popisuje v 5. dilu italsky spisovatel
Alessio Piemontese, jak lze pomoci §tavy z boriivek nebo plodi ¢erného bezu s ptidavkem
hlinitych, médénych nebo zelezitych
moftidlovych soli dosahnout modrych
odstinii na Inu.*** Pozd&jsi recepty uvadi,
jak lze obarvit vinu bortvkovou stavou
na fialovomodrou barvu s pouzitim
kamence, na modrofialovou barvu
S pouzitim soli cinu a na modroc¢ernou
barvu s pouzitim soli zeleza.>°

Ve Skotsku se dfive pouzivaly
mrazem preSlé plody ptacitho zobu
(Ligustrum vulgare) kbarveni viny
pfedmoiené solemi hliniku, Zeleza a
s pfidavkem sody kdosazeni temné
modré barvy. A na Shetlandskych
ostrovech  bézné¢ barvili vinu na
fialovomodry odstin pomoci bortivkam
podobnych plodi z kefikii Sichy cerné

(Empetrum nigrum) jest& v roce 1840.1%
137

Plody ¢erného bezu, které jsou bohaté
na chrysanthemin a sambucin (derivaty
kyanidinu), se barvila bavina pfedmotena
siranem médnatym (modra skalice) na
fialovomodry odstin, ktery se po
nasledném mydleni zménil na nebeskou
modi a soctem na lila odstin. Vlna
pfedmofend kamencem se bezinkami
Obr.25 Ukdzka z knihy “Secreti” Alessia Piemonteseho obarvila na matné hnédofialovou.138

z1.1555 1%

Stéva z ostruzin, které obsahuji také
predev§im derivaty kyanidinu, zase pry obarvi len namoteny kamencem na karminovou
cerven, ktera se pridavkem potase zméni na modrou; bez moteni se len obarvi na ametystovy

odstin fialové.138

Cerny rybiz, ktery je bohaty na obsah derivati kyanidinu a delfinidinu, 1ze zase pouzit pfi
barveni hedvabi pfedmoteného tzv. davivym (vinnym) kamenem (vinan antimonylo-draselny,
K[C4H206Sb(OH>)].1/2H20) na fialovomodrou barvu, s pouzitim octanu hlinitého na
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fialovou, visné s obsahem glykosidi kyanidinu obarvi kamencem piedmotenou vinu na
fialové a Sedé odstiny®, atd.

Novodobé studie, které se zabyvaji barvenim anthokyany, pouzivaji k barveni mj. plody
modré révy nebo vylisky z téchto plodl. K barveni je pouzivan Cerstvy nebo suseny material,
barvici lazen byva nejCastéji pripravena extrakci anthokyant varem ve vodé. Maximum
anthokyanu extrahovanych za varu je pozorovano v prub&hu prvnich 30 - 45 minut.

Anthokyany nejlépe barvi zivo¢isna vliadkna — vinu4 3595 % g pifrodni hedvabi®, ale jsou
jimi barvena i rostlinnd vldkna (bavina®®, juta®). Pii barveni je pouzivano nejéastéji
pfedmofteni taninem, kamencem nebo zelenou skalici.

Podobné jako maji taniny a zvlasté katechiny silnou afinitu k nékterym aminokyselinam
(prolin, hydroxyprolin) — viz kapitola 2.6.2 Barveni taniny — tak se i mnohé biochemické a
farmakologické studie zaméfené na metabolizaci 1éCivych latek v lidském téle zabyvaji
interakci flavonoidii a bilkovin. Tak bylo napt. zjisténo, ze fada flavonoidi (glykosylované
derivaty kvercetinu, luteolinu a apigeninu) se dobie vaze se sérovym albuminem.'®® Pomoci
pocitacovych molekularnich modeli porovnavanych s vazebnou energii a fluorescencni
spektroskopii byl prokazan vznik mnohocetnych vodikovych vazeb, které vznikaly mezi
hydroxyly téchto flavonoidi a konkrétnimi aminokyselinami albuminu®®® (argininem,
lysinem, histidinem, alaninem, tryptofanem a fenylalaninem). Rada téchto aminokyselin je
také pfitomna v keratinu (vIin€) v nezanedbatelném mnozstvi - napf. arginin 6.5%, lysin 3.2%,
alanin 6.0%, fenylalanin 2.3%.%?

Riizni experimentatofi se vSak rozchazeji v zaverech o stalostech v prani, které se pohybuji
mezi stupném 3-5 a nejasnost vyvolavaji predevsim riznorodé tdaje o svétlostalosti, ktera se
i u stejné mofenych textilii pohybuje od velmi nizkych hodnot (stupefi 134) po velmi dobré
(stupent 4°°) az ,,vyborné*®® a takto jsou obarvené tkaniny i riiznymi autory slovn& hodnoceny.
Anthokyany byly také oznaceny za barviva s nejlepsi svétlostalosti z vybranych testovanych
barviv (kurkuma, chlorofyl aj.).24

Zajimavy pohled na interakci mofidel, flavonoidnich barviv a celuléozovych vlaken na
zaklad¢ prostorového usporadani molekul pfinasi diplomova prace studentky Pedagogické

fakulty TUL.}*' Vychazi z

L \ pfedpokladu, ze vazba

‘ ! motidlového kationtu s kysliky

- . disociovanych  hydroxylovych

5%\ / skupin  flavonoidnich  barviv
W g g ‘\< -\ (anthokyany, kvercetin) je tim

vvvvvv

Lo vice se délkou blizi vzdalenosti
/ »~ ¥ A atom@t kysliki z vodnych

ligandGi uspoféddanych kolem

N\ ! centrdlniho  kovového iontu

b v komplexnich kationtech. Tyto

Obr.26 Idedlni krystalograficka struktura hexaakvahlinitého (vievo) a vzdalenosti zjiStuje na jejich

hexaakvazeleznatého kationtu (vpravo) s vyznacenymi vzdalenostmi  krystalografické 3D struktufe a

mezi kysliky vodnych ligandii (hodnoty v angstrémech) 4 zaroven provadi simulaci

molekularni  dynamiky na

modelu barvivo - celuléza softwarem ChemOffice 3D, ktera naznaCuje moznou tvorbu
vodikovych miistkli mezi t€émito molekulami v prostoroveé nejpravdépodobnéjsSich mistech.

S pouzitim piikladu hexaakvahlinitého a hexaakvaZeleznatého kationtu (obr.26%4!) dochazi
na zaklad¢ vzdalenosti atomi kysliku k zavéru, ze vzdalenostem mezi kysliky v kvercetinu a
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v anthokyanidinech kyanidinu a jeho rutinosidu sambucinu se 1épe blizi usporadani kyslika
V hlinitém (vzdalenost kyslikii kolem 250-270 pm), nez Zeleznatém kationtu (vzdalenost
kysliki kolem 300 pm), a to pfedev§im Vv hydroxylovych skupinach v pozicich C3" a C4’
flavanolového kruhu B a dale u kvercetinu jesté navic na pozicich C3, C4 a C4, C5
kondenzovanych kruht C a A. To by mohlo znamenat mnohem pravdépodobnéjsi a pevné;jsi
koordina¢ni vazbu flavonoidnich barviv s hlinitymi solemi nez s zeleznatymi. Na obr.27 jsou
znazormnény vzdalenosti mezi atomy kysliku v kvercetinu v pikometrech (10?2 m) na
molekularnim modelu, ktery jsem vytvofila v programu SurfCam na zadklad¢ dat stazenych
z databaze ChemSpider'#?, z nichZ ty mezi pozicemi C3’-C4’, C3-C4 a C4-C5 skutecné
hodnotdm hexaakvahlinitého kationtu dobfe vyhovuji.

©
@ Vorm 158°
L ]

Obr.27 Vzddlenosti kyslikit v hydroxylovych skupinach kvercetinu
(vytvoreno SW SurfCam podle dat z databdze ChemSpider**?)

(pozn.: Reakce flavonoidu s chloridem hlinitym (AICIz . 6 H20) a dusitanem sodnym je
skutec¢né jedna ze spektrofotometrickych analytickych metod vypracovanych pro kvantitativni
stanoveni flavonoidi v rostlinném materialu, pii které se pouziva kvercetin nebo rutin
(glykosylovany kvercetin) jako standard a absorbance se mé&ii pii 415 (425) nm 143 144

A také opacné - dfive se u nas pouzivala tato zkouSka V potravinaistvi jako oficialni
analyticka metoda ke stanoveni hliniku v ryZzi, opét s kvercetinem jako standardem).

a b

Obr.28 Modely vazby Fe*?a kvercetinu podle 14°
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Na zaklad¢ stejné metody zminénd diplomova prace hodnoti n€kolik moznych variant
prostorového usporddani vazby jedné a vice molekul kvercetinu se Zeleznatym iontem
navrzenych ve studii!®® (obr.28) a dochazi k zavéru, ze se jako nejpravdépodobné&jsi jevi
varianty a) a c), tj. mezi kysliky v polohach C3°, C4" a C3, C4, zatimco ostatni varianty jsou
na zakladé méfenych vzdalenosti hodnoceny jako malo pravdépodobné.'*! Tento zavér také

dobfte koreluje s modelem rozloZeni parcialnich naboju na kvercetinu (obr.29).

Obr.29  Rozlozeni parcidlnich nabojii na kvercetinu, oznaceny pozice s nejvétsim
rozdilem (nejreaktivnéjsi mista) [podle 4]

Dukladngj$im studiem dostupnych publikaci, které¢ se vénuji chelataci kovovych iontl
flavonoidy jsem vSak zjistila, ze védci nejsou piili§ jednotni v nazoru, které skupiny se
opravdu u jednotlivych flavonoidii do komplexace s kovy zapojuji a Ze tato problematika je
ve skutenosti mnohem slozitéjsi.

Elektrochemické studie ukazuji t¥i charakteristické oxidacéni piky flavonoidnich molekul.!4®
Tyto piky jsou vysledkem oxidace nasledujicich skupin: (obr.30)

Kov+*n
5 ko

\

)

=

O 4
Kov+*n

Obr.30 Reaktivni mista ve flavonoidech (oxidace, chelatace)

1. hydroxyly v polohach C3' a C4', ptipadn¢ C3', C4' a C5' na kruhu B (katecholova, resp.
pyrogallolova skupina, coz jsou nejreaktivnéjsi redox skupiny ve flavonoidni struktuie),
2. hydroxyl v poloze C3 na kruhu C,

36



3. hydroxyly v polohach C5, C7 na kruhu A (resorcinolova skupina).
V nékterych flavonoidech vSak muze interagovat s kovovymi ionty i karbonylova skupina v
poloze C4 na kruhu C).147

Nékteré studie naznacuji, ze hydroxylové skupiny v poloze C3' a C4' jsou primarnim
chelataénim mistem.#® 4% Kazdopadné vzhledem k tomu, Ze v zavislosti na experimentalnich
podminkach mtze dojit postupné k chelataci se dvéma molekulami flavonoidu, znamena to,
ze existuji dvé ligacni mista na stejné flavonoidni struktute. I kdyz vSeobecné pfi tvorbé
komplexnich sloucenin kovii s flavonoidy pievazuje stechiometricky pomér 1:1, obcas
vznikaji i komplexy se dvéma molekulami flavonoidu, coz je patrné maximum - struktury se
ttemi nebo vice flavonoidy v komplexu skutecné nejsou pfili§ pravdépodobné ani stericky
priznivé.

Kromé samotné struktury komplexac¢niho flavonoidu a akceptorového kovového iontu jsou
dilezité i reak¢éni podminky této interakce, piedevsim pH. Napi. kvercetin i 3-hydroxyflavon
tvoii s Ni*2 a Co*? ionty v mirn& kyselém prostiedi komplexy v poméru 1:1, rutin za
podobnych podminek s tymiZ ionty tvoii komplexy v poméru 1:2.147 S Fe*® jonty byly
pozorovany u kvercetinu komplexy se stechiometrii 1:2 pfi pH 4.0 - 5.0 a 1:1 pii pH 6.0 -
8.01%0, s Fe*? jonty tvoii kvercetin pti pH 7.2 komplexy v poméru 1:1i 1:2.15

Ukazuje se, ze kvercetin ma dvé mozna mista pro koordina¢né kovalentni vazbu s ionty
Fe*2 prvni leZi mezi hydroxylem na C3 a karbonylovou skupinou na C4, a druhé misto
odpovida hydroxylim na polohach C3” a C4’.14° Navzdory obecnému chelataénimu modelu
flavonoidu z obr.30 byla u kvercetinu hypotéza o vzniku komplexni vazby v misté hydroxylu
na C5 a karbonylu na C4 zamitnuta'®? srovndnim s cyklickymi voltamogramy dal3ich
flavonoidnich derivatt s hydroxylovymi skupinami Vv jinych polohach (napf. katechin,
chrysin, morin). Autofi prokazali, ze hydroxyl v poloze C5 a karbonyl na uhliku C4 nemohou
vytvaret chelata¢ni misto, pokud je sousedni pozice obsazena. Cyklicka voltametrie zaroven
prokézala, ze komplexace s Fe*? ionty navic zvysila antioxida¢ni kapacitu kvercetinu zhruba o
32 %. V pH podminkach experimentu (pufrovano na pH 7.4) byla u kvercetinu, morinu,
katechinu a chrysinu navrzena piednostni tvorba komplext Fe*? - flavonoid v poméru 1:1 s
kovovym iontem vdzanym v hydroxylové C3 a
karbonylové C4 skupiné na kruhu C.

Pro vazbu komplexu kov-barvivo na textilni
substrat je nejvhodnéjsi komplex v poméru 1:1,
protoZze poskytuje moznost cheldtové vazby
kovového kationtu na sousednich
hydroxylovych skupinach. Tento model tedy
plati predev§im pro rostlinnd vldkna, jejichz
zékladem je celuloza, respektive glukdza
(glukopyranoza) — bavina, len, juta atd.
Vzdalenosti atomi  kysliku v hydroxylech
glukopyrandzy (obr.31) v rozsahu 263 — 434 pm
(respektive hydroxidy v polohach C1 a C4 jsou
soucasti  PB-glykosidické vazby polymerni
celuldzy a jsou volné jen v termindlnich ¢astech
fetézcll) ukazuji na nejvhodnéjsi chelatacni
vazbu pro kovovy iont s hydroxyly na uhlicich
C2 — C3 (320 pm). Tato vzdalenost podle vyse

Obr.31 Model molekuly glikopyrandzy popsané  hodnotici metody  prostorového
se vzddlenostmi molekul kysliku uspofadani  akvaligandi  vyhovuje  spiSe
(vytvoreno pomoci SW SurfCam podle dat chelataéni vazbé celulozy s Zzeleznatym nez

z databdze ChemSpidert*®)

hlinitym iontem, nicméné 1 zde je jisté
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problematika slozitéjsi. Ligandy akceptorového kationtu mofidlové soli jsou totiz
konformacéné ovlivnény vzajemnymi interakcemi vSech atomii celého komplexu kationt soli —
aniont soli - barvivo a vysledné uspoifadani ve skute¢nosti neni idealné symetrické, jak je to
zndzornéno na obr.26 — viz asymetrické usporddani molekuly tris methansulfonatu
hexaakvahlinitého (obr.32).

Obr.32  Asymetrickad struktura hexaakvahlinitého kationtu obklopeného
10 methansulfondtovymi anionty v tris methansulfondtu hexaakvahlinitém ([Al(H>0)s] (CH303S)3) 152

Vznik chelatacni vazby iontu kovu s hydroxidovymi skupinami celulézy v polohach C6 na
sousednich monomernich jednotkach glukézy (obr.33) se vSak zda skuteéné dosti
nepravdépodobny.t>*

Cotton Mordant ........... Dyestuff
Me> .
. N
[ Oxochrome .
of DycstufY
— “ -/
Me*!
. T S
g > CH O _— 5
~~ CHO_— | N H N ol
O/ \ B 4 "\_\~\ o & / A \.‘\“\/'
/ ! o i e \ H - OH (
\ H - . \ . \
N OH \ N -
T H HO™ |
e H H (glucoside units)

Obr.33  Nepravdépodobny chelatacni model soustavy barvivo — moridlovy kationt — bavinal®*

Simulace molekularni dynamiky interakce anthokyanu sambucinu a celulozy bez pouziti
mofidla ukadzala moznost vzniku nékolika vodikovych vazeb mezi barvivem a vlaknem
s délkou vazby kolem 192-218 pm. Délka vodikové vazby ve vodé je cca 197 pm a je fadové
10x slabsi nez iontova nebo kovalentni vazba. Proto anthokyany bez mofici soli mohou
bavinény substrat velmi dobie obarvit, tato vazba vSak neni pfili§ pevna (respektive zdlezi i na
mnozstvi vodikovych vazeb), coz se projevi Spatnou stalosti v prani a vétSina barviva se
z vlakna opé&t uvolni. Ne vSak zcela, a tak anthokyany napf. bavinénou textilii spiSe jen uspini,
nez kvalitn€ obarvi.
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2.6.4 Barveni betalainy

Vétsina védeckych praci vénovanych barveni betalainy se zabyva barvenim viny (ptfipadné
polyakrylu®®) pomoci betalaint z ploda riiznych druhii opuncie.”® 26. 68, 72

Tato barviva byla extrahovana do vodni lazné, okyselené vodni lazné anebo vodni lazné
s ptidavkem ethanolu riizn& dlouhou dobu, od 5 minut pti 80 °C"2, az po dobu 1 hodiny pii 90
°C v ptipadé izolace zlutého indicaxanthinu’®, piipadné s pouzitim ultrazvuku pfi 45 °C po
dobu 1 hodiny.?% 1% Vé&tsina autorti se shoduje na znaéné tepelné nestabilité betalaini, napf.
po 2 hodinach pii 90 °C degradovalo 90% cerveného betaninu a 14% zlutého indicaxanthinu
z plodt opuncie Opuntia ficus — indica.1%

Pii extrakci betalainii nebo barveni betalainy je tiecba udrzovat nizsi teplotu (kolem 60 °C),
aby barva nedegradovala a nezhnédla.®® P#i dvoustupfiovém barveni (1. extrakce barviva, 2.
barveni tkaniny) uvadé¢ji rizni autofi jako optimalni podminky pro barveni viny timto
extraktem dobu barveni v rozsahu 45 — 90 minut pii teplotach 40 — 90 °C, a také bez ohledu
na tepelnou nestabilitu betakyanini dokonce az 1 hodinu pfi 100 °C’?, pficemz hodnoticim
kritériem je dosazend maximalni K/S hodnota tkaniny v oblasti nejnizsi reflektance.

To, v ¢em se vSak rlizni experimentatofi shoduji, je vliv pH barvici 1azné na vyslednou K/S
hodnotu a sytost vybarveni tkaniny. Zda se, alespoii u betanini z plodt opuncii, ze
optimalnim pH pro barveni viny témito barvivy je hodnota kolem 572 155 (resp. pH 4.5%).

Obr.34 Zmeny elektrického ndaboje betaninu v riizném pH
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Tato hodnota vychazi z chemické struktury betakyantd, které obsahuji 3 karboxylové
skupiny a také iminové a fenolové skupiny. Se zménou pH dochazi ke zméné naboje
betalainu, v zasadit&j$im prostiedi postupné disociuji (deprotonizuji) téi karboxylové skupiny
barviva, v silné zasaditém prostiedi disociuje navic i fenolova skupina (HO-C6), v kyselej$im
prostiedi (pH < 2) je tato disociace potlaéena a dochazi k protonizaci iminové skupiny (H-
N16) (obr.34, podle!®’). Postupné tak s rostoucim pH tedy vznika kation (pH < 2), navenek
neutralni zwitterion (amfoterni iont, tj. amfolyt v izoelektrickém bodu) (pH = 2), monoanion
se dvéma disociovanymi karboxyly (pH 2-3.5), dianion se tfemi disociovanymi karboxyly
(pH 3.5-7), ptipadné az trianion s disociaci vSech tii karboxyld a fenolové skupiny (pH 7.5—
9). Zaroven je pii pH 5 vlna maximaln¢ protonizovana (kladnymi naboji na aminoskupinach),
proto vzhledem k iontovému charakteru vazby betalainu na vinu Se pii zhruba pH 5 vaze
na vinu nejvice barviva a K/S hodnota je nejvyssi. S rostoucim pH klesa stupen protonizace
viny, s klesajicim pH zase klesa aniontovy charakter betalainti a iontova vazba barvivo-vina
slabne,1°6-159

Neéktefi autofi pouzivaji k barveni betalainy vinu pfedmotenou (napi. kamenec, tanin,
FeSO4, CuSOs, dichroman draselny,’? ale nejsyt&j$i vybarveni na vIné bylo pozorovéano pii
pouziti manganatych a kobaltnatych soli (CoSO4, MnSQa).”

v

Nejpiekvapivejsi vSak je zavér vetSiny autorl, Ze svétlostilost vinéné tkaniny obarvené
betalainy je velmi dobra (stupefi 3 az 5, nékdy dokonce 6 a vice®® 72 i u nepfedmotenych
tkanin, a to 1 pfes obecné¢ znamou nizkou svételnou stabilitu betalaini! Pouze pii barveni
indicaxanthinem autofi pfipoustéji Spatnou svétlostalost obarvené nenamotené tkaniny, ktera
se mofenim mirné zlepsila.”®
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3. Antioxidaéni vlastnosti polyfenolu

Rostlinné polyfenoly jsou vyznamnou skupinou antioxidantl. Jsou pfirozenou soucasti
lidské potravy a jejich konzumace zvysSuje schopnost obrany organismu proti oxida¢nimu
stresu.

Reaktivni kyslikaté slouceniny (reactive oxygen species, ROS) jsou molekuly obsahujici
chemicky reaktivni kyslik. ROS zahrnuji vedle radikala i ionty kysliku a peroxidy, a dale
neradikalové chemikalie, jako jsou peroxid vodiku (H202), 0ozon (Os), singletovy kyslik,
kyselina chlorna (HCIO), dale alkyl hydroperoxidy, alkoxyskupiny a alkylperoxyradikaly
(ROO »).

ROS vznikaji prirozené v bunikach jako vedlejsi produkt bézného aerobniho metabolismu,
ale k jejich dramatickému zvySeni dochazi i vlivem chemicky a fyzikalné znecisténého
prostiedi. V pribéhu mnohostupnového metabolického déje bunééného dychani je pfijaty
kyslik postupné preménén na radikdlovy superoxidovy aniont, peroxid vodiku, hydroxidovy
radikal a na konci fetézce vylouCen ve formé¢ vody. Tento enzymaticky d¢j vSak vykazuje i
nerovnovéhu, a tak se az 10% ROS dostava volné do bun&nych struktur.'®® Ptidame-li
extrémni zatéZ z exogenné indukovanych ROS, dochazi k selhavani pfirozenych ochrannych
mechanisml a vznika tzv. oXidacni stres. Ten je pfi¢inou poSkozeni bunc¢k a zvySené¢ho
vyskytu degenerativnich a nddorovych onemocnéni.

Volné kyslikové radikaly vSak nejsou jen Skodlivé vedlejsi produkty enzymatickych reakei
dychaciho fetézce: v organismu plni i dilezité imunitni funkce - napf. leukocyty je aktivné
tvofi v boji s mikroorganismy a ROS jsou také dulezité pii syntéze mediatorti zanétl, jako
jsou leukotrieny, prostaglandiny nebo tromboxany.6

Lidsky organismus je béhem Zzivota vystaven mnoha zitézovym vliviim, soucasti nasi
existence je fyzicky i psychicky stres, zne¢isténé zivotni prostredi, chemické latky (predevsim
aromatické uhlovodiky a o0zdn), a ddle rtizné typy zafeni. VSechny tyto faktory neustile
generuji mnozstvi volnych radikali a reaktivnich sloucenin, které atakuji bunééné struktury
na molekularni Grovni. Nésledkem jsou zmény a poskozeni bunéénych membran, usek
DNA, tvorba abnormadlnich bilkovin, pfedasné starnuti a zanik bunck s celkovymi
patologickymi dusledky. Tab.4 obsahuje ptehled nékterych radikalti. Reaktivita ROS je
vyjadiena polocasem jejich rozpadu a dle tabulky je zifejmé, ze nejreaktivnéjsi je hydroxylovy
radikal (HO ) oproti relativné stabilnimu enzymaticky vznikajicimu peroxidu vodiku.!6?

Tab.4 Polocas rozpadu nékterych ROS (podle )

ROS Chem.vzorec Polocas rozpadu
Hydroxylovy radikél HO » 10°s
Alkylovy radikal R- 108s
Alkoxylovy radikal RO - 10s
Peroxylovy radikal ROO 7s
Superoxidovy radikal Oae- spontanni a enzymaticky vznik
Peroxid vodiku H20> ve vodném roztoku stabilni
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Hydroxylovy radikal je siln¢ elektrofilni, ma vysoky redukéni potencial (2 310 mV) a je
tedy schopen abstrahovat vodik z aminokyselin, proteini a dalSich organickych struktur o
niz§im redox potencialu (¢im vyssi je redox potencial ROS, tim vyssi je jejich oxidacni
schopnost). Je napiiklad jedinym volnym radikdlem, ktery reaguje se vSemi Ctyimi
dusikatymi bazemi v DNA, zatimco ostatni méné agresivni radikaly reaguji pfevazné
s guaninem, nejsnaze oxidovatelnou bazi DNA 163

Mezi biologické ochranné mechanismy pfed nebezpecnymi ROS, kterymi buiiky disponuji,
patfi rizné enzymy (napf. superoxid dismutaza, ktera pieménuje superoxidovy radikal na
méné toxicky peroxid vodiku nebo katalaza, kterd preméinuje peroxid vodiku na vodu a
kyslik).

Exogennimi ochrannymi latkami, které v builkdch pomadhaji likvidovat nebezpecné
kyslikové radikaly a dalsi agresivni molekuly, jsou pfedevsim antioxidacni vitaminy (A, C a
E) a antioxida¢ni mineraly (zinek, selen). Vyznam téchto exogennich antioxidantii roste se
zvySujici se chemickou a fyzikalni zatézi, protoze reparatni mechanismy bunék jsou
omezené.

Ptiznivy vliv pfirodnich i syntetickych antioxidantii na lidské zdravi a sniZovani rizika
kardiovaskularnich a nadorovych onemocnéni byl sice jiz mnohokrat experimentdlné
prokazan, nicméné biologickd dostupnost a lécebna ucinnost antioxidantii a vztah mezi
strukturou a aktivitou se zna¢né li§i. Bylo napf. prokdzano in vivo i in vitro, ze extrakt
z révovych seminek poskytuje vyrazné lepsi ochranu pied peroxidaci lipidi a poSkozenim
DNA indukovanymi volnymi radikély, nez vitaminy C, E a betakaroten.'64

Blahodarné uc¢inky proanthokyanidinii a flavonoidii jsou velmi intenzivné studovany,6> 166

nicméné je jen velmi malo zndmo o jejich mechanismu plsobeni. Jejich protektivni uc€inek je
patrné navozen kombinaci nékolika faktorti, a to likvidaci volnych radikald, chelataci
pfechodnych kovii a inhibici enzymti. Kromé toho hraji ochrannou roli proti peroxidaci lipidii
a vzniku peroxydusitand.®’

Diky silnym antioxidaénim schopnostem maji proanthokyanidiny (kondenzované taniny)
extrahované z révovych jadérek velky potencidl pro pouziti v nutraceutice!®® (antioxidanty
jako potravni doplné&k), v medicing!® (protizanétlivé ucinky, likvidace rakovinnych bunék’®)
nebo v kosmetice: pfidavek antioxidantii v opalovacich krémech likviduje volné radikaly
vznikajici jednak atakem UV zafeni na kiiZi, jednak sam oxid titanicity, ktery se jako latka
chrénici pfed UV zafenim v této kosmetice Casto pouZiva, generuje radikaly, pfedevSim

singletovy kyslik'"* ve zvySeném mnoZstvi pii zachytu UV zéafeni.!’?

Podle antioxidaéniho mechanismu se déli antioxidanty na primarni, které snizuji aktivitu
ROS tim, ze poskytnou do reakce volny elektron a samy se zmé&ni na méné nebezpetny a
stabilnéjsi radikal, a na sekundarni (reduktanty), které se samy oxiduji a jinou latku redukuji.
Casto se oxiduji mechanismem dehydrogenace za vzniku karbonylové skupiny.

Mechanismus antioxida¢niho plsobeni provitaminu A (B-karoten) se 1i§i od jinych
antioxidanti. ROS jsou zachyceny konjugovanym systémem [-karotenu za vzniku rezonanci
stabilizovaného systému, nasledné dojde k rozstépeni a vzniku epoxidl, ketoni a neaktivnich
izomerd [-karotenu. P-karoten vykazuje podobné jako kyselina askorbova synergismus
s tokoferoly, které ve smési chrani pfed oxidaci.1’ 174

Vitaminy E (tokoferoly) reaguji s radikdly za vzniku radikalii tokoferoli a nasledné se
nevratné stabilizuji reakci s jinymi radikdly v systému. Se singletovym kyslikem reaguji za
vzniku riznych oxida¢nich produkti nebo jej zhaseji podobné jako B-karoten.1’®
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Obr.35 Oxidace kyseliny askorbové

Vitamin C (Hz2A, kyselina askorbova), je také velmi silnym antioxidantem. S kyslikatymi
radikaly reaguje za vzniku askorbylradikalu (HA®), ktery se nasledn¢ rozpadad na kyselinu
askorbovou a dehydroaskorbovou (obr.35) podle reakci (6) az (8) 13

H2A + HO- — HA-+ H0 (6)
H2A +ROO- — HA-+ROOH @)
HA + Oz + H*  — HA-« + H202 (8)

Antioxidac¢ni aktivita polyfenoli je slozity proces, ktery je kombinaci riznych
mechanismu. O slozitosti tohoto procesu svéd¢i i to, Ze od roku 1955 bylo publikovano asi
700 ¢lanka navrhujicich rGzné in vivo a in vitro antioxidacni mechanismy polyfenoli!
Schopnost polyfenoli likvidovat volné radikaly probihd zjednoduSené podle schématu (9),
kdy fenolova skupina polyfenolu reaguje se siln¢ reaktivnim radikdlem, ktery ,,zhasi“ a
polyfenol sam se zméni v radikal. Na obr.36 je zobrazen dvoji mechanismus (dehydrogenaéni
a radikalovy) reakce flavonoidu nebo polyfenolu s hydroxylovymi skupinami
v orthopolohéch. Vysledkem téchto interakci jsou ve skutecnosti oxidace polyfenolll na rizné
slozité chinoidni a semichinoidni struktury, v zavislosti na pH a redox potencialech téchto
latek.

FOH + Re - FO- +R (9)

OH o [0}
-2 H* [ox.]
—_— —_—

OH o o

oxidovany

. polyfenol
-H OH
[ox.]

o

fenolovy radikal

Obr.36 Dvoji mechanismus oxidace polyfenolii
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Nekteré polyfenoly maji vedle schopnosti vychytavat volné radikaly i schopnost chelatovat
kovy v zavislosti na struktufe a na pH prostiedi, jak bylo popsano v kapitole 2.6.3 Barveni
anthokyany. Specieln¢ u flavonoidi se predpoklada, Ze tento dvoji G¢inek funguje pfi
likvidaci volnych radikald synergicky, jednak pfimou deaktivaci RONS a jednak chelataci
kovovych iontt, které pasobi jako katalyzatory pii vzniku radikalt. Predpoklada se, Ze toto je
také jeden z protizdnétlivych mechanismti flavonoidi. Napt. lipofilni flavonoid kvercetin je
schopen proniknout pfes bunéfnou membranu do bunky, kde blokuje enzymy
cyklooxygenéazu a lipooxygenazu, které jsou fyziologickym zdrojem RONS — kyslikatych a
dusikatych radikali, které v disledku zplsobuji destrukci bunék a subbunécnych struktur.
Ovsem ukazuje se, ze blahodarny vliv antioxidantl nemusi byt az tak jednoznacny. Za
ur¢itych podminek se totiz tyto latky mohou zménit naopak v prooxidanty a destrukéni efekt
radikali jesté prohloubit!

Tento prooxidacni efekt vznika pravé v pritomnosti kovi (napt. zelezo, méd’). Nekteré
polyfenoly totiz svou redukéni silou redukuji pfitomné ionty Fe*® na Fe*2, coz vede in vivo
k zesileni Fentonovy reakce podle rovnic (10) az (12) a tim i k oxida¢nimu stresu.* 17 176
Dochazi k tomu ptfedev§im u flavonoidi s volnym hydroxylem v poloze na C3 — nejprve
dojde k odstépeni protont, nasledné se z pivodni hydroxylové skupiny odstépi i elektron a
vznikd semichinon, pficemz odstépeny elektron redukuje iont Fe™ na Fe™. Nasleduje
odstépeni dalsSiho elektronu a semichinon se méni na chinon. Tento druhy elektron reaguje
s kyslikem za vzniku superoxidového aniontového radikalu O,". Totéz prob&hne u dalsi
molekuly flavonoidu a dva uvolnéné elektrony reaguji se vzniklym superoxidovym
aniontovym radikalem za vzniku peroxidu kysliku (Haber-Weissova reakce). Nasleduje
Fentonova reakce peroxidu sFe'? a vznikd hydroxylovy radikal.’” Velké mnozstvi
fenolovych skupin, kyselé pH a pfitomnost iontl Zeleza, médi aj. ma tedy spiSe prooxidaéni,
proapoptoticky efekt a tim ve svém dusledku i zvySenou cytotoxicitu.

flavonoid + Fe* — flavonoid + Fe*2 (10)
Fe*? + H,02 — Fe*3+ «OH+ OH (Fentonova reakce) (11)
Cu* +H;0,  — Cu'2++0H+ OH (12)

Jiz dels§i dobu probiha také vyzkum kardioprotektivniho ucinku flavonoidi: podani
katecholaminu isoprenalinu navodi u potkani morfologické a funkéni zmény
kardiovaskularniho systému podobné akutnimu infarktu myokardu, pficemz je zkouman vliv
riznych farmak na jeho pribéh. A tak zatimco se néktefi védci snazi prokéazat pozitivni
kardioprotektivni efekt flavonoidi podanych ve vysokych davkach laboratornim potkaniim
s cilem dokazat, ze zvySena chelatace kovovych iontli minimalizuje poskozeni myokardu tak,
7e vném zabrani enzymatickému prib&hu Fentonovy reakce,!’® 17® ukazuje se, Ze ve
skuteCnosti existuje Uzké davkovaci rozmezi mezi anti- a prooxidaénimi vlastnostmi
flavonoidi. Tak bylo napf. zjisténo, ze hydrofilni rutin (glykosylovany kvercetin) podany
potkantim pfi infarktu myokardu intravenézné v davce 11-46 mg/kg vahy priabéh infarktu
jesté zhorSoval a myokardialni poskozeni zvySoval. Pfi¢inou bylo patrné to, ze chelata¢nim
ucinkem rutinu doslo K inaktivaci zinku a médi, které jsou soucasti fyziologickych
antioxidacnich enzymu, coz mélo za nasledek vyssi produkci RONS a v disledku vétsi
myokardialni poskozeni.'® Je tedy jasné, Ze vyzkum antioxidacnich uginkd polyfenold
pfinese v budoucnu je$té zajimava odhaleni a nové poznatky o téchto latkach a jejich
interakcich.
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4. Antibakterialni vlastnosti polvfenolu

V souvislosti s naristem rezistence bakterii proti antibiotikim je vyzkum veden nejen
smérem k vyvoji novych antibiotik, ale i k hledani jinych cest boje s infekcemi. Vyvoj novych
antibiotik totiZ neni v popfedi zajmu farmaceutickych firem — musime si uvédomit, ze vyvoj
nového antibiotika je velmi drahd zalezitost a je zaroven jisté, Ze diive nebo pozdéji i proti
nému ziskaji bakterialni kmeny odolnost. Navic antibiotika jsou 1éCiva, ktera jsou uzivana
vétsinou pouze kratkodobé, a financni zisk z nich neni takovy, jako z 1éku, které se uzivaji
dlouhodobg, jako je to napt. u 1€kt proti vysokému tlaku. I kdyz jsou stale jesté¢ néktera
antibiotika rezervovana pro zavazné Zzivot ohrozujici bakteridlni sepse vyvolané velmi
rezistentnimi kmeny, je mozné, Ze se blizi doba, kdy medicina bude v tomto boji bezmocna.
Zaroven se jiz ve svete objevuji bakteridlni kmeny odolné viic¢i vSem dostupnym antibiotikiim
(Klebsiella pneumoniae s genem pro tvorbu tzv. enzymu NDM-1, New Delhi metalo-p-
laktamaza, ktery zpusobuje tuto multirezistenci) a i kdyz jde zatim jen o tzv. nozokomidlni
nakazy, navic S ptipady, které prozatim pronikaji do evropskych nemocnic jen ojedinéle, je
pouze otazkou ¢asu, kdy tyto bakterie proniknou do komunit.8?

Odborné literatura, kterd se zabyva antibakteridlnimi vlastnostmi polyfenolli, je velmi
rozsahla, ale také ¢asto nejednotna pokud jde o ucinnost, davku a typ bakterie, proti které by
m¢l dany polyfenol plsobit. Antibakteridlni (ale i antivirové a antifungalni) vlastnosti proti
fadé G+ i G- kmen@ jsou pfipisovany fadé polyfenold obsaZzenych v ¢aji'®?, ve ving!®?
v ovoci'®, apod. Také antibakterialni u¢inky kyseliny t¥islové, kyseliny gallové a kvercetinu,
které byly nejvice pouzivany k experimentim v této praci, jsou v odborné literatufe
popisovany velmi casto. Kyselina tfislovd by meéla byt G¢innd napf. proti bakteriim
Staphylococcus aureus'®, Clostridium perfringens'®, Helicobacter pylori*®’nebo Escherichia
coli.188

Antibakterialni ucinky kvercetinu jsou popisovany piedevsim proti nékterym kmenim S.
aureus, a to v kontaktu s bakteriemi v podobé& roztoku!®® nebo jako soucast kopolymerniho
scaffoldu PLGA.* Flavonoid kvercetin je silny antioxidant, in vitro u n&j byly prokazany i
schopnosti inhibovat fadu enzymu (lipoxygenaza, cyklooxygenaza, Na-K-ATPaza, razné
kindzy) a tak prostfednictvim nékolika biochemickych mechanism@ (inhibice syntézy
nukleovych kyselin, naruSeni funkce cytoplazmatické membrany, zasah do energetického
metabolismu buiiky) chrani pfed tvorbou nédori a zastavuje proliferaci bunck v rtizné
transformovanych bunéénych liniich in vitro (lidsky adenokarcinom, promyelocytarni
leukémie, karcinom tlustého stfeva, mysi hepatom aj.). Podobnymi biochemickymi
mechanismy miiZe zaroven inhibovat i rist bakterii.'%!

Flavonoid baicalein (5,6,7- trihydroxyflavon) obsazeny v kofenech tradi¢ni ¢inské 1é¢ivé
rostliny Scutellaria baicalensis ma kromé silnych antioxidacnich a prokazatelné
protinadorovych a protizdnétlivych Gc¢inka také velmi silny antibakteridlni efekt proti fadé
bakterii a stfevnich patogend, napft. proti piivodci cholery (Vibrio cholerae) a zaroven snizuje
tvorbu prozanétlivych cytokini Vv buiikdch stfevniho epitelu, které byly infikovany
cholerovymi toxiny vibria.!%

Kyselina tfislova a gallova se velmi siln€¢ vazi na proteiny a enzymy pomoci vodikovych
vazeb, coZ je jeden z moznych mechanismi jejich G¢inku proti mikroorganismim.!®® Tento
efekt byl pozorovan pfi testovani kyseliny tfislové, gallové a katechinii na velmi odolné
bakteriit MRSA (methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus). Jednim z virulentnich faktort
zlatého stafylokoka, ktery jej odliSuje od jinych stafylokokt, je tvorba tzv. volné nebo na
bakterialni sténu vazané plazmakoagulazy, diky které ma S. aureus schopnost tvorby fibrinu z
plazmatického fibrinogenu. Diisledkem je jakési ochranné pouzdro (fibrinovy biofilm) kolem
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samotn¢ bakterie nebo loziska infekce, které siln¢ znesnadnuje jak prunik antibiotik, tak i
prinik makrofagi. S. aureus vyvolava nejcastéji tvorbu koznich furunklii, koznich i
tkanovych abscesti a lokalizované infekce mekkych tkani, ale i osteomyelitidu, mastitidu,
nekrotizujici pneumonie, endokarditidu, syndrom toxického Soku a sepse.'®® Ukazuje se, Ze
se zde uplatnuje schopnost tanint tvofit komplexy s bilkovinami, protoze kyselina tfislova
toto ochranné pouzdro bakterie inaktivuje, ¢im zpftistupni bakterii pro kontakt s antibiotikem.
Napt. pii pouziti kyseliny tf¥islové (v koncentraci 100 mg/litr) spolu s antibiotikem byly
vSechny testované bakterialni vzorky inhibovany jiz nejniz$i koncentraci antibiotika (0.06
mg/litr), bez pouziti kyseliny tfislové bylo dosaZzeno inhibice pfi koncentracich antibiotika az
od 0.25 do 128 mg/litr.

Zelezo a dal§i stopové prvky jsou nezbytné piedev§im pro metabolismus aerobnich
mikrobi a proto je dal$i mechanismus antibakterialniho ucinku polyfenolti vysvétlovan
chelataci Zeleza z prostiedi (in vivo z krevni plazmy), kterd tento dilezity mikronutrient ucini
pro bakterie nedostupnou. Zda se, Zze tento mechanismus je siln&jsi u polyfenolu, které maji
na kruhu B tfi fenolické skupiny (3,4,5- trihydroxy benzoyl) a tyto maji také vétsi
antibakterialni Gi¢innost nez polyfenoly s jejich niz§im poctem.

I kyselina tfislovda ma znacnou schopnost tvofit komplexy s zelezem obsazenym v krevni
plazmé, ¢imz jej ¢ini nedostupnym pro mikroorganismy. Byl vSak prokazan jeji inhibiéni
efekt i na rist anaerobnich (pfedevsim stfevnich) bakterii rodu Clostridium. Studie!®®
zaméfena na UCinek tanint z kebraca (kondenzované taniny) a kastanii (hydrolyzovatelné
taniny) na inhibici rustu patogenniho kmene Clostridium perfringens a na potlaceni tvorby
jeho toxinl prokdzala antibakteridlni efekt kondenzovanych a hydrolyzovatelnych taninii u
hospodaiskych zvirat. Kondenzované taniny nejsou ve stfevé tak snadno odbouratelné jako
taniny hydrolyzovatelné a zda se, Ze vyvazeny pomér obou v krmnych smésich ma urcity
synergicky efekt. V souvislosti se silicim tlakem na nutnost omezit podavani antibiotik
hospodaiskym zvitatim lze piedpokladat zvyseni jejich nemocnosti a zvysSeni poctu infekci
traviciho ustroji vyvolavanych stfevnimi patogeny. Proto je vénovana zna¢nd pozornost
vyzkumu alternativnich moZznosti omezeni chorob hospodaiskych zvifat, pficemz taniny jsou
jednou z moznosti.

Podobny ucinek na stfevni patogeny maji i dalsi taniny, katechiny obsaZené v zeleném caji.
Cinské a japonské studie jsou Gasto zaméfeny za vyzkum blahodarnych uéinki ¢aji na lidské
zdravi. Jedna z nich napf. zkoumala vliv t&chto latek na sloZeni lidské stievni mikroflory.
Ctyfi tydny kazdodenni konzumace katechint, které piedstavovaly ekvivalent 10 $alkd
silného zeleného Caje, vedly k vyraznému omezeni klostridii ve stfevni flote, pficemz ale
mnozstvi ostatnich bakterii (napt. rodu Bacteroides) nebylo vyznamn¢ ovlivnéno. K navratu k
puvodnimu stavu pak doslo do 2 tydni od preruseni pfijmu téchto latek.

Antibakterialni G¢inek polyfenoll je tedy, jak se zd4, opét slozitou kombinaci nékolika
mechanismi - vazba s bilkovinami a jejich inaktivace, chelatace kovovych iontl, piimé
ovlivnéni biochemickych drah v buiikach vcetné inhibice né€kterych enzymil a vyvolani
apoptotického efektu u bakterii. Prolinaji se tak chelata¢ni, antioxida¢ni a nékdy 1 prooxidacni
ucinky s Uc¢inky antibiotickymi, pficemz podobné jako u syntetickych a polysyntetickych
antibiotik je jejich uG€innost podminéna fadou dalSich faktorti, kromé& faktori rezistence
konkrétniho bakteridlniho kmene napf. i koncentraci a dostupnosti latky v misté G€inku.
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5. UV protektivni vlastnosti polyfenolu

Ultrafialové (UV) zafeni je soucasti slune¢niho zafeni dopadajiciho na zemsky povrch.
Jedna se o elektromagnetické vinéni s krat$i vinovou délkou a s vyssi energii, nez je vinova
délka a energie fotonti viditelného svétla.

99% UV zéfeni, které projde zemskou atmosférou, je tvoteno tzv. UVA zafenim, (vinova
délka piiblizn€ v rozsahu 315-400 nm). UVA pronikd ve vétsi mife do kaze, kde plsobi
poskozeni predevs§im pii dlouhodobé expozici. Zarudnuti kiize a stimulace pigmentace kize
délka v rozmezi 280-315 nm) je zachycena ve stratosféfe ozénovou vrstvou. Mala cast, ktera
dopadne na zemsky povrch, ptipadné UVB, které projde atmosférou pii zeslabené ozonové
vrstvé, pronikd sice do pokozky méné, ale zato zde plsobi s velkou efektivitou. Je
zodpovédné za vyvolani erytému (zarudnuti ktze), stimulaci tvorby kozniho pigmentu
(melanin), poskozeni zraku (likvidace ty¢inek a ¢ipkl v oku), naruSeni DNA 1 bilkovinnych
struktur v bunkach a v konecném dusledku za starnuti ktize (fotoageing) a zvySeny vyskyt
rakoviny kize. Zakladni ochranu pted Skodlivym vlivem UV zafeni tak predstavuji ochranné
bryle, opalovaci krémy a pfedevs§im zakryti t€la vhodnou textilii.

Predpoklada se, ze néktera rostlinna barviva (pfedevsim flavonoidy a karotenoidy) maji
krom¢ dilezité tlohy pfi opyleni a rozmnozovani rostlin za ukol pfedev§im ochranu
rostlinnych pletiv pfed nebezpenym UV zéifenim. Rezonancni systém konjugovanych
dvojnych vazeb téchto sloucenin je schopen kratkovinné UV zafeni absorbovat, a protoZe jsou
to také lapace volnych radikalt, jsou schopny vzniklé radikaly zaroven eliminovat. Je
prokazano, ze zmény bunétného redox potencialu aktivuji u rostlin transkrip¢ni faktory, které
reguluji biosyntézu flavonoidii a nasledné i anthokyant. ZvySeny stres (nutriéni, teplotni,
svételny) vede u fady rostlin ke zvySené tvorbé ROS. Predev§im zvySeny svételny stres vede
u rostlin ke zvysené tvorb¢ singletového kysliku a nasledné peroxidu vodiku v chloroplastech
a uniku nebezpecného H20, do tkani. Pii vycerpani jinych tkanovych antioxidacnich
mechanismi (napf. vakuolarni peroxidazy — askorbat peroxidaza) pak nastupuji flavonoidy
jako uc¢inné lapace a deaktivatory ROS.

Flavonoidy jsou totiz lokalizovany jak v povrchovych castech rostlin (stény a vakuoly
epidermalnich bunék), tak 1 uvniti listh véetné mezofylu, blizkosti bunécného jadra, v
chloroplastech a ve vakuolach. Zvyseny ptisun UV zéfeni prokazatelné¢ zvySuje biosyntézu
dihydroxyflavonoidnich substituenti na kruhu B, jako jsou luteolin-7-0- glykosidy a
kvercetin-3-o0-glykosidy. Proti tomu monohydroxyderivaty (napf. glykosidy apigeninu a
kampferolu) prevladaji v rostlinach, které rostou ve stinu. Ztoho Ize vyvozovat, ze
dihydroxyderivované flavonoidy hraji vyznamnou roli v ochrané rostlinnych pletiv pied UV-
B zéafenim 195 19

Flavonoidy a karotenoidy jsou latky, které se jako mikronutrienty v lidské potrave
dostavaji do tkani, které jsou svételné exponovany (o€i a kuze) a i zde mohou pusobit
fotoprotektivng.’®” Probih4 i vyzkum topického plisobeni t&chto latek proti fotooxidativnimu
poskozeni kiize, napf. u extraktu z janovce metlatého (Cytisus scoparius).1®® Také kvercetin a
rutin jsou testovany jako latky chranici pted UV-A a UV-B zafenim s moznym lokalnim
pouzitim do opalovacich krém.1%°

Jak bylo popséano v kapitole 3 Antioxidacni viastnosti polyfenolii, mechanismus eliminace
ROS je u flavonoidl a karotenoidli pon¢kud odlisny, ale zaroveni mohou tyto latky fungovat
pii eliminaci UV zafeni synergicky. Lze tedy pfedpokladat, ze UV protektivni G¢inek tkaniny
obarvené piirodnimi barvivy — anthokyany, flavonoidy ¢i karotenoidy, by mél byt také
kombinaci vice faktor — absorpce UV zéfeni a eliminace vznikajicich radikald.
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6. Technické aplikace polyfenolu

| vjinych nez barvifskych aplikacich lze vyuzit nékteré zdkladni vlastnosti polyfenolti —
antioxida¢ni G¢inky, schopnost likvidovat volné radikaly, schopnost tvotit komplexy s ionty
kovti nebo koagulovat bilkoviny. K t€émto G¢elim jsou pouzivany piedevsim taniny.

6.1 Vycinovani kuzi

Kuze a kozeSiny byly zpracovavany a Cistény uz od praveéku, ale specializované povolani
kozeluhli se objevuje az ve stiedovéku. Kize a kozeSiny se nejprve nahrubo mechanicky
oCistily, macely a dale zpracovavaly pomoci hlinitych soli nebo tfislovin (taninl) ze stromové
kury, pfiCemz se vyuzivalo pravé jejich schopnosti srazet bilkoviny a odstranovat tak meékké
tkan¢€ na kazi, které by jinak podléhaly zkaze.

6.2 Vyroba pryskyfic a stavebnich materiali

Polykondenza¢ni reakce fenolu a formaldehydu — vyroba fenolformaldehydové pryskytice
(obr.37) - je znama uz od pocatku 20. stoleti. V r. 1907 piipravil belgicky chemik Leo
Baekeland prvni primyslové vyrdbénou umélou hmotu — bakelit. Tento reaktoplast se diky
své pevnosti, izolacnim schopnostem i ohnivzdornosti velmi rychle rozsifil v podobé
elektrospotiebicii, kuchyniskych pfistroji 1 elektroinstalacniho materidlu a stal se zdkladem
velké skupiny fenoplastti, které nachéazeji dodnes své pouziti v elektrotechnice, stavebnictvi i
V béZném Zivote.

OH OH I-II OH
~~. nCH,=0 H Ol
2 \ —- H \ +nH-0
= e~
fenol n

Obr.37 Fenolformaldehydova pryskyrice

Zejména rozvojové zem¢ musi feSit rostouci poptavku po stavebnich materidlech v
disledku rychle se rozvijejicich mést. Rostouci ndklady na dievo a dievarské vyrobky spolu
se z4jmem o zachovani lest predstavuji obtizné dilema pro vétSinu obyvatel. Velky potencial
pro vyrobu dfevotiiskovych desek nahrazujicich dfevaiské vyrobky piedstavuje rocné
desetitisice tun zemédé€lskych odpadi (ryzové plevy, slupky z kévovych zrn, kokosova
vlakna, sisal, kukufi¢né klasy apod.), ovSem tento potencidl zlstadva nevyuZzity, protoZe k
vyrobé dievotiisek jsou potiebné pryskytice a lepidla, kterd jsou draha a je nutné je dovazet.
Proto védci pracuji na vyuZiti mistnich pfirodnich zdrojl, kterymi by nahradili syntetické
pryskyfice. PfedevSim v Jizni Americe, Australii a Jizni Africe byla vyvinuta nova lepidla a
pryskyfice na bazi tanind, kterd svymi vlastnostmi (odolnost proti vlhku, pevnost) pred¢i
tradi¢ni syntetické fenolformaldehydové pryskyfice.

Hlavnimi komponentami pii vyrobé taninovych pryskyfic a lepidel jsou kromé tanini
zklry riznych stromi@i hydroxid sodny, kyselina octovd, mocovina a formaldehyd,
(pryskyfice pro venkovni aplikace se vyrabi spojenim tanina s diisokyanaty) a proto je pfi
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jejich vyvoji bran zietel i k minimalizaci uvolfiovani formaldehydu a dalSich toxickych
latek.20

I u jiz zminovanych vyliskli z produkce Cerveného vina se hledaji dalsi moznosti jejich
zuzitkovani. Nekteti védci zkoumaji moznosti vyuziti vinafskych odpadt jako zdroje tanint
pro vyrobu lepidel a pryskyiic.?9% 203

6.3 Vyroba protikoroznich natéri

Antikorozni ptipravky zabranuji oxidaci kovu jednak vytvofenim adhezni vrstvy, ktera
brani kontaktu kovu se vzduchem a vodou a jednak aktivni antioxida¢ni aktivitou. Tradi¢ni
antikorozni pigmenty jako je olovo nebo chrom piedstavuji ekologicka rizika a proto jsou
zkoumany 1 jiné alternativy. Taniny jsou jiz n€kolik let komeréné vyuzivanym aditivem v
antikoroznich smésich (napf. taniny z borovice nebo akacie) a mnohé studie se zabyvaji jejich
ochrannym mechanismem. Podle n¢kterych podporuji taniny vznik magnetitu na kovovém
rozhrani a reakci s jiz vznikajici rzi za vzniku amorfniho tanatu Zelezit¢ho je aktivni rez
pfevadéna na stabiln¢j$i a vic¢i korozi odolné€jsi slouceniny, ovSem piesny mechanismus
antikorozniho i¢inku taninii neni jesté presné prostudovan.?0% 209

6.4 Odstranovani kovovych ionta z vody

Konvenénimi technikami, které se pouzivaji ke snizeni obsahu iontl kovii v primyslovych
odpadech, jsou chemické srazeni, iontovd vyména, membranova filtrace, reverzni osmoza a
elektrolytické metody. Tyto metody vSak maji sva omezeni (pH, vysoké naklady, a¢innost).
Taniny by mohly byt pouzivany jako pomérné levna a efektivni alternativa pro odstraiiovani
kovovych iontii z roztokd. Vzhledem k rozpustnosti taninii ve vod¢ je vSak potieba vyftesit
jejich imobilizaci a umisténi na nerozpustnych nosi¢ich nebo vytvofeni adsorpéniho
taninového gelu.

Nékteré studie se zabyvaji ptimo vyuzitim kiiry stromd, piipadné jinych ¢asti rostlin (napf.
ofechovych skofapek?%) bohatych na obsah tanini jako absorbentii t&zkych kovil z vody,?°”
208 jiné tesi tuto problematiku pomoci sorpce na uhlikovy material ziskany pyrolyzou dieva a
kiry.

Nékteré¢ studie se zabyvaji odstranénim a rekuperaci iontl zvody navdzanim na
nerozpustny taninovy gel, ktery je pfipraven z rostlinnych hydrolyzovatelnych tanint
zesitovanim pomoci vodného roztoku ¢pavku a formaldehydu. Takto je studovéana napft.
sorpce méd’natych iont(?%, sorpce toxického Sestimocného chromu se soucasnou redukei na
trojmocny chrom na taninovém gelu zkondenzovanych tanini z mimozy?®, sorpce
uranového kationu UO,*? na gel pfipraveny z kondenzovanych taninti z kiiry voskovniku,
ktery byl imobilizovdin na membrané z kolagennich vldken?!!, apod. Podobnych praci
sledujicich napft. adsorpci palladia, zlata, kadmia, americia nebo thoria na taninovy sorbent je
celd tada, ovSem vzhledem k Zivotnimu prostiedi je zde sporné pravé pouziti formaldehydu
jako sitovaciho prostredku.

6.5 Odstranéni zapachu ze surové viny

V poslednich letech u nés roste zajem o chov ovci. Pfedevsim drobni chovatelé v nasi zemi
vSak naraZeji na zasadni problém, kterym je absence podnikl vykupujicich a zpracovavajicich
surovou vlnu. Vlnafsky primysl u nds jiz mnoho let zpracovava kvalitni pranou
importovanou vlnu, dovazi se vSak 1 prana vlna pro technické aplikace, jako je tepelna a
akusticka izolace ve stavebniCtvi ¢i automobilovém primyslu.
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Klasické prani potni viny pro textilni primysl je zélezitost znacné zatézujici Zivotni
prostfedi, vyuziti surové viny zase brani jeji zapach a neosetfend vlna je navic nachylna
k napadeni Skudci. Za typicky zapach jsou zodpovédné tékavé latky, jako ethanol, aceton,
toluen, propanol a dale také sirné tékavé latky jako jsou sirouhlik, karbonylsulfid a
dimethylsulfid. Predpoklada se, Ze tyto latky se uvoliuji z vinéného vlakna (z proteind i
z lipiddi) piisobenim volnych radikald, jejichz tvorba roste s teplotou.?!> K oSetieni prané
viny pro izola¢ni Gcely by mohl byt pouzit misto syntetickych antioxidanti a repelentt napf-.
levny surovy extrakt z drceného odpadniho dfeva a kliry stromil s vysokym obsahem tanind,
které¢ by zabranily tvorbé volnych radikali a zéroven by tvofily impregnacni ochranu pred
skudci.

6.6 Tvorba nanocdastic kovu

Nanotechnologie jsou hitem poslednich let. Kovové nanocastice nachéazeji uplatnéni v
ruznych oblastech, jako jsou biosenzory, aditiva pro zlepseni tepelné a elektrické vodivosti,
fotokatalyzatory, antimikrobidlni povrchy, atd. Tyto materidly mohou byt pfipraveny
fyzikalni, chemickou nebo biogenni cestou a zaroven jejich velikost, sloZeni a stabilita miize
byt ovlivnéna zménou reakénich podminek. Redukce kovovych nanocéstic ziontovych
roztokl pomoci taninii a dal§ich polyfenolii nebo jinych antioxidantii je jednou z mnoha
moznosti této "zelené" syntézy.?!3-216 Tyto metody piipravy jsou velmi Setrné k Zivotnimu
prostiedi. Nanocasticemi lze funkcionalizovat i textilie, naptiklad k dosazeni antibakterialnich
vlastnosti?®® 27 hydrofobizace povrchu vldken a ochrany pied UV zéafenim?'8, nanoc¢asticemi
stiibra na vlaknech lze dosdhnout zvyseni vodivosti vlaken?*® nebo dokonce lze takto vlikna
barvit, napf. nano¢asticemi st¥ibra?? ¢i zlata??!.

6.7 Vazba tanini s nékterymi syntetickymi polymery

Mezi taniny a nékterymi syntetickymi polymery, jako je polyvinyl pyrrolidon (PVP) nebo
polyetylen glykol (PEG), vznikaji silné vazby. Tyto polymery obsahuji v fetézci molekuly
kysliku, se kterymi polyfenoly tvofi vodikové mistky.???

Taniny maji znacnou afinitu také k polyamidu, i zde se uplatiluji vodikové vazby na
peptidy. Tyto vazby by dle literatury mély byt stabilni a nezavislé na pH systému v rozmezi
2-8. Pfi vySsim pH jsou jiz fenolické skupiny ionizovany, takze je k dispozici méné
vodikovych vazeb a fixace taninti na peptidické vazby rychle slabne.??® Silné afinity tanind k
polyamidu se vyuzivd napi. k piecistovani rostlinnych extraktd (odstranéni tanint)
polyamidem??4 225 3 déle v potravinafstvi k Gpravé ovocnych §tav (odstran&nim tanind se

odstrafiuje jejich trpkost).?%
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7. Biomedicinské aplikace polyfenolu

Tkéanové inzenyrstvi je interdisciplindrni obor, ktery spojuje technické postupy,
materialové inzenyrstvi, biologii a medicinu pfi vyvoji ndhrad tkéni a organd.

Arteficialni nosi¢e musi splitovat fadu podminek - biokompatibilitu, ptatelské prostiedi pro
adhezi, proliferaci a diferenciaci bun¢k, pfiméfenou pevnost soucasné se znacnou porozitou,
Casto téz regulovatelnou Zivotnost v ptipad¢ perspektivy postupného nahrazeni umélé tkané
plnohodnotnou vlastni tkdni, a tedy 1 biodegradabilitu a v idedlnim ptipadé téz
bioresorbovatelnost.

Ze stovek znamych materiald, predevsim polymerii a kovi, se v tomto ptisném vybéru pro
nosi¢e osvédCilo jen malé procento materialli. Pro Zadnou nahrazovanou tkan vsSak zatim
neexistuje idedlni nosi¢ a vSechny artificidlni nosice jsou dosud spiSe kompromisem v
pozadovanych vlastnostech. Je poticba kombinovat vice materiali a metod, abychom ve
snaze napodobit pfirodu dosahli biologicky akceptovatelné reparace tkané ¢i organu, a to
predevSim pii sitovani ptirodnich polymert ke zvySeni pevnosti a enzymatické odolnosti
nosice.

7.1 Sitovani kolagenu

Kolagen (obr.38) je vlaknita bilkovina. Zesitovanim kolagenu prostiednictvim pticnych
vazeb (vodikovych mistkll) 1ze zvysit jeho pevnost, tepelnou stabilitu a odolnost vici
enzymatické degradaci. K sitovani Ize pouzit syntetickd sitovadla s reaktivnimi skupinami -
aldehydy, kyanaty, fenoly (napf.glutaraldehyd, hexametylen diizokyanat), jako sitovaci
prostifedek vSak muze slouzit i pfirodni polyfenol (katechin, kyselina tfislova), nebot’ se zde
uplatiiuji patrné stejné vazebné systémy, jako mezi polyfenoly a syntetickymi polymery.'?3

Kondenzované taniny (proanthokyanidiny) jsou zcela nepravem zkoumany spise okrajove,
prestoze ve srovnani s hydrolyzovatelnymi taniny prokazatelné nevykazuji akutni ani
subakutni toxicitu a zaroveil maji mnoho vyhodnych biologickych vlastnosti (pisobi
protizanétlive, protitromboticky, myorelaxacné€) a soucasné si zachovavaji vlastnosti typické
pro polyfenolick¢ latky (antioxida¢ni, antiradikdlové, koagulacni, komplexacni,
antimikrobialni a antivirové).

Nékteré pilotni studie vyuZivaji jejich nizké toxicity pro vyvoj stomatologickych ndhrad a
vyplni (sitovani kolagenu v dentinové matrix??” 228), dalsi ojedinglé studie zjistovaly jejich
mozné pouziti pii sitovani xenotransplantatii (napf. decelularizovanych chlopni) z prasete,
podobné, jako byly testovany hydrolyzovatelné taniny.

Onemocnéni srde¢nich chlopni maji vysokou umrtnost a nedostatek darcii vede
k pouzivani mechanickych nahrad, které jsou vSak vysoce trombogenni a jejich transplantace
znamena nutnost dozivotni antikoagulacni 1é€by. Proti tomu maji xenogenni nahrady, jako
jsou decelularizované prasec¢i chlopnég, nesporné vyhody - neomezeny zdroj darcii, vyborné
hematodynamické vlastnosti a méné trombotickych komplikaci. Zasadnim problémem je ale
jejich mald odolnost, rychla degradace vlivem enzymatické hydrolyzy a kalcifikace, kterou
Castecné fesi sitovani glutaraldehydem. Ukazalo se, Ze prase¢i chlopenni matrice sitovana
prokyanidinem vykazuje mnohem vys§i pevnost v tahu pfi zachovani pruznosti, dale
vybornou odolnost vi¢i enzymatické hydrolyze a po 6 tydnech podkozni implantace
potkaniim nebyla patrna Zadna znamka kalcifikace ve srovnani se stejnym nosi¢em sitovanym
glutaraldehydem. Také uvoliiované prokyanidiny vykazovaly ve srovnani s glutaraldehydem
sitovanym materidlem 100x niz8i cytotoxicitu vuci testovanym bovinnim aortadlnim
intersticidlnim bufikdm,?2° 230
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Obr.38 Kolagen®! Obr.39 Elastin?®?

7.2 Sitovani elastinu

Jak jiz bylo zminéno, béZnym sitovacim prostfedkem v inZenyrstvi cévnich ndhrad je
glutaraldehyd, ktery se pouziva pfedev§im k sitovani kolagenu. Problémem ale je, zZe
glutaraldehyd nesit'uje elastin (obr.39), ktery je dulezitou sloZkou stény cévnich implantati
(vetsi cévy a aorta) a ktery tvoti cipy srdecnich chlopni. Elastin totiz na rozdil od kolagenu
obsahuje jen velmi madalo volnych reaktivnich aminoskupin, které se sitovani s
glutaraldehydem tcastni.

V piipad¢ velkych cév a srdecnich chlopni jde pfedev§im o xenogenni implantaty, jejichz
nezadouci enzymatickd hydrolyza pifindsi v pribéhu 5-10 let kromé progresivni degradace
implantatu i toxicitu.?®

Pokusy s xenogennimi nosi¢i na zvifecich modelech (decelularizovand prase¢i aorta a
chlopné¢ implantované potkanlim) ukazuji, Ze elastin v nosi¢ich oSetfenych pouze
glutaraldehydem velmi rychle podléha kalcifikaci a degrada¢nimu ucinku proteolytickych
enzymi.> Bylo zjidténo, Ze kyselina tfislova na rozdil od glutaraldehydu elastin velmi
efektivné sit'uje, navic ma vyhodné antimikrobialni vlastnosti, inhibuje degradacni enzymy a
snizuje antigenicitu nosice.?* 2%
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7.3 Lécba popalenin

Pouziti kyseliny tiislové pti 1écbé popalenin 2. a 3. stupné bylo poprvé popsano v roce
1925 Davidsonem.?3® Doporucovany postup byl nanieni 5% roztoku kyseliny tfislové
sprejem na popaleniny, a to kazdych 15 minut, dokud vznikajici koagulum neziskalo tmavé
mahagonovou barvu®¥” (obr.40). Komplexotvorné a sit'ovaci vlastnosti kyseliny tfislové, ktera
tvofi s proteiny vodikové vazby, vedou nejen k rychlému uzavieni rany vytvofenim pruzné
suché vrstvy, ¢imz se snizi unik plazmy a snizuje se riziko pruniku infekce, ale zaroven tanin
koagula¢né imobilizuje popaleninové toxiny, které vznikaji tepelnou denaturaci tkanovych
bilkovin a snizuje tak jejich prinik do krevniho obéhu a tak i1 nebezpeci rozvoje
popaleninového hepatotoxického Soku (toxémie). Rychlé uzavieni rany také minimalizovalo
nebezpeci sekundarni infekce a nékteré postupy byly navic kvili zvySeni antimikrobidlniho
efektu doplnény ptfidanim 10% dusi¢nanu stfibrného. Nicméné od této metody se upustilo v I.
1943 z divodu hlasené hepatotoxicity kyseliny tfislové.

TREATMENT OF BURNS

Obr.40 Lécha popdlenin Tannafaxem (lécivy gel tanin + 0,5% fenol) %8

Na druhé strané bylo obtizné vysvétlit idajnou hepatotoxicitu kyseliny tf¥islové a zaroven
vyrazny pokles tmrtnosti na popéleniny (z 35.2 na 11.8 %), kterého bylo dosazeno od
zavedeni 1écby popélenin kyselinou tfislovou. Popisy pacientl se zloutenkou, ktera se u nich
rozvinula po 1écb¢ taninem, mohly spiSe souviset v t&é dobé s nedostateCnymi znalostmi o
sepsi a organovych selhanich a mozna také s Cistotou a riznorodym slozenim lécebného
prostredku. 27

Je tfeba si také uvédomit, Ze v r. 1941, kdy se v némeckém lékopisu (German
Pharmacopeia) objevila prvni oficialni specifikace taninu, byla Cistota tohoto produktu jen
35%, zatimco od r. 1988 obsah kyseliny tiislové v komerénim 1é¢ivu piekrogil 98%.2%
Vzhledem k témto protichidnym zpravam v literatufe a vyssi Cistoté kyseliny tfislové je tato
metoda dnes opét ptehodnocovana.

Nejasnosti jsou také kolem typt tanint pouzivanych k 1é¢bé. V r. 1920 se sice objevuje
prvni roz€lenéni taninil na hydrolyzovatelné a kondenzované, ovSem piesnéj$i specifikace a
objasnéni struktury pfichazi az po r. 1950 s rozvojem chromatografickych technik. Davidson
vychazel z ¢inské mediciny a pouzival taniny z rostliny Galla chinensis (Rhus chinensis,
Skumpa Cernd/Skumpa €inskd), kterd obsahuje kyselinu gallovou a gallotaniny, které byly v té
dob& oznaceny jako "medicindlni tanin".?®® Pozdé&ji bylo prokéazéno, Ze gallotaniny
(hydrolyzovatelné taniny) jsou skute¢né mnohem toxictéjsSi neZ taniny kondenzované,
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piedeviim diky uvoliovani jejich stavebniho monomeru kyseliny gallové.?®® Ovsem vétsSina z
experimentalnich diikazi proti dfive pouzivané kyseliny tfislové byla zaloZzena na 10% a vyssi
koncentraci podavané v podkoznich injekcich laboratornim zvitatim, ptfi¢emz v klinické praxi
se pouzivala maximaln¢ 5% koncentrace. A do jaké miry pfispély k rozvoji jaterni nekrozy
sepse, hypovolemicky Sok nebo resorpce popaleninovych toxint, zlstava zatim
nezodpovézen0.236: 237

Hepatotoxicitou kyseliny tfislové pii 1€cbé popalenin se zabyva zajimava novodoba
studie®®, ve které byly méfeny hladiny sérovych transamindz a alkalickych fosfataz, které
sérologicky indikuji jaterni 1éze a hepatocelularni nekrézy. Klinické studie zkoumala pacienty
s popaleninami 2. a 3. stupné, které byly oSetiovany lokalné vysoce Cistou kyselinou tiislovou
(99,5% poly-galloylglukéza s obsahem kyseliny gallové pod 0,1%), ze které byla ptipravena
7,5% mast, kterd byla denné aplikovéana na popaleniny v rozsahu 10% télniho povrchu.
Vysoce Cisty produkt tak zajiStoval minimdlni obsah volné toxické kyseliny gallové —
monomerniho trifenolu, ktery je stavebnim monomerem hydrolyzovatelnych tanint.

U pacienti byla v pribc¢hu 5-15 dnli méfena hladina sérovych enzymu indikujicich
poskozeni jaterni tkdn¢: gama-glutamyl transferaza (GGT), alkalicka fosfatdza (AP), aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT). Ackoliv zadny z pacienti
nevykazoval klinické ptiznaky Zloutenky, doslo u vSech popalenych k pfechodnému mirnému
zvySeni vSech téchto hodnot. OvSem v tomto doCasném zvySeni aktivity sérovych enzymi
nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou pacienti 1é¢enych kyselinou
tiislovou a kontrolnim vzorkem pacientl, ktefi ji 1é¢eni nebyli. Proto Ize ptedpokladat, ze k
zvySeni hladiny transamindz a alkalickych fosfatdz doSlo u pacienti v dasledku
popéleninovych toxini a nikoliv v dusledku 1é¢by taninem, alesponn pokud Slo o léceni
popalenin v rozsahu 10% povrchu téla.
kyseliny tfislové k 1é¢bé popalenin, by bylo potieba provést dalsi toxikologicky vyzkum,
provést klinické studie s 1é¢bou popalenin kyselinou tiislovou na vétsi télni plose a také
provést srovnavaci studie s jinymi vV soucasnosti pouzivanymi metodami oSetfovani
popalenin, 24
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7.4 Hojeni ran

Kozni hojeni ran je slozity proces, ktery se sklada z progrese zanétu, angiogeneze, ukladani
kolagenu, reepitelizace a tkanové remodelace. Organismus se v procesu hojeni rany snazi
odolat vstupu patogenti, obnovit integritu poSkozené tkan¢ a rekonstruovat fyziologickou
funkci pokozky.?*!

Nékteré studie provadéné in vivo napi. na potkanech poukazuji na uspokojivé vysledky s
pouzitim tanini a extrakti z rGznych rostlin, ¢asto pouzivanych v lidovém Iécitelstvi, pfi
hojeni ran. Jejich hojivy ucinek vychézi pravdépodobné jednak z antimikrobidlni a jednak z
angiogenni aktivity polyfenoli. Naptiklad taniny kromé piimého antibakteridlniho uc¢inku
snizuji propustnost kapilar v rané, ¢imz se redukuje otok a exsudace, coz vede k rychlému
vzniku strupt. To zamezi dalSimu vstupu mikrobi a Sifeni infekce.

Pro hojeni rany je zasadni novotvorba kapilar, ktera probiha v granula¢ni tkani vlivem
rustovych faktorti stimulujich endotelové bunky. Piedpoklddd se, Ze taniny z rostlinnych
extraktd stimuluji tvorbu t&chto riistovych faktorti a tim zaroven stimuluji abiogenezi.?*?

Taniny podporuji uzavieni rany patrné i pomoci dalSich mechanismt, jako je stimulace
fibroblastt®*®, likvidace nadbytku volnych radikald a reaktivnich slougenin kysliku a
podporou kontrakce rany. Vyvoj rany mize negativné ovlivnit pfedevsim bakterialni infekce.
Bakterie infikujici ranu tvoii proteolytické enzymy, které pusobi nekrozu tkané a jeji
zkapalnéni, coz dale podporuje rast bakterii. Pivodné Zadouci reparacni zanét tak mize
s rozvojem infekce a sepse piejit v zanét destruktivni a vznika nehojici se chronickd rana.
Chronickou ranu casto kolonizuji bakterialni kmeny rodu Staphylococcus, Corynebacterium,
Clostridium a Pseudomonas?*. Taniny spolu s dalsimi polyfenoly z rostlinnych etraktt
mohou pisobit hojivé pravé diky antibakterialni ¢innosti, stimulaci angiogeneze, fibroblastt,
piipadné schopnosti tlumit zanét.?45-247
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8. Pouzité a studované materialy

8.1 Zdroje rostlinnych polyfenoli pouzité k experimentiim

Kyselina tfislova, 1701 g/mol (puriss., Sigma-Aldrich)

Smés kondenzovanych taninti (proanthokyanidiny) ,,Tannin Grape* (Erbsloh)

Kyselina gallova, monohydrat, 170 g/mol (ACS reagent, > 98.0% , Sigma-Aldrich)

Révové vylisky — odrudy Fratava, Modry Portugal (Lobkowiczké zamecké vinafstvi
Roudnice nad Labem), Svatovaviinecké (soukromy vinaf z oblasti Mélnicka), ¢ervena fepa
(drobny péstitel), dubova kira (Megafyt Pharma, s.r.o., CR)

Kvéty rostlin: zlatice prostiedni (Forsythia intermedia), janovec metlaty (Cytisus scoparius),
zakula japonska (Kerria japonica), fepka olejka (Brassica napus), azalka zluta
(Rhododendron luteum), pampeliska 1ékaiska (Taraxacum officinale), kamzi¢nik vychodni
(Doronicum orientale).

8.2 Textilni materialy pouzité k experimentiim

BavInéna doprovodna tkanina pro zkouseni stalobarevnosti textilii dle CSN 800101,
(110 g/m?)

VInéna tkanina pro zkouseni stdlobarevnosti textilii dle CSN 800107, (153 g/m?)
Doprovodna tkanina z polyamidové stiize dle CSN 800113 (78 g/m?)

8.3 Metody

8.3.1 Extrakce barviv a barveni textilii

Pro dvoustupnovy (extrakci barviv a nasledné barveni) i jednostuptiovy proces (extrakce
barviv probihajici souc¢asné s barvenim) byl pouzivan barvici aparat Ahiba Nuance ECO
(Datacolor) s mikrovlnnym ohfevem a regulaci otacek patron a programovatelnym barvicim
cyklem. Tento pfistroj byl zaroven pouzivan pro testy odolnosti v prani.

8.3.2 Analyza extrakti a obarvenych tkanin

a) Instrumentdlni analyza

Absorpc¢ni spektrofotometrie — jednokanalovy spektrofotometr Helios Epsilon (Thermo
Scientific) a dvoukanélovy spektrofotometr UV- 1600 PC (Mapada, Cina)

Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) - piistroj UHR SEM Ultra Plus (Carl Zeiss)

EDS — soucast SEM (Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy). EDS poskytuje kvalitativni a kvantitativni prvkovou analyzu vzorku do
hloubky 1 - 2 mikrometry.
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Cyklicka voltametrie

Pro metodu cyklické voltametrie byly pouzity ptistroje Potenciostat / Galvanostat Autolab
12/30/302 (Metrohm) se softwarem GPES (General Purpose Electrochemicl System for
Windows — version 4.9.007) a elektrochemické pracovni stanice CHI660C (Chenhua, Cina),
v zapojeni skelny uhlik (pracovni elektroda) - argentochloridova elektroda (referentni
elektroda) - platinova elektroda (pomocna elektroda). Skenovaci rychlosti: 20, 50, 100 a 200
mV/s , rozsah potenciali: 0-1.2-0V

ICP spektrometrie (Inductively Coupled Plasma)

ICP spektrometr je opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem ke
stanoveni stopovych koncentraci prvkt ve vzorku. ZmlZeny vzorek je odpafen v hoidku
argonovym plazmatem, atomy excitovany a ndvrat elektronli na pivodni hladiny doprovazi
emise zaieni o urcité vinové délce, kterd je detekovana. Intenzita signalu odpovida mnozstvi
prvku ve vzorku.

Mg¢fteni byla provadéna na zatizeni ICP-OES Perkin Elmer Optima 2100, pfipadné na zatizeni
s niz§im detekénim limitem kova ICP-MS Perkin Elmer Nexlon 300D.

Remisni spektrofotometrie (méieni reflektance) — méieni CIE Lab hodnot barevnych
tkanin (Datacolor)

U tkanin byly pomoci remisniho spektrometru méteny L*a*b* hodnoty (jedna se o
modifikované hodnoty barevného prostoru CIE XYZ), oznacujici svételnost (jas) L* (¢erna 0,
bila 100), barevny posun na ose a* (+ Cervend, - zelend) a posun na ose b* (+zlutd, - modra) a
Z hodnot byly vypoéteny barevné odchylky podle vzorce (13):248

AE = (La*—L*)? +(a2* ~ar*)? + (b2 * ~bi*)’ (13)

Porovnani objektivné zmétenych hodnot L*a*b* a barevné odchylky AE se subjektivnim
hodnocenim tzv. $edé stupnice pro hodnoceni zmény odstinu je v tab.5.

Stupeit 5 Sedé stupnice piedstavuje minimalni odstinovou odchylku, coZ znamena
maximalni stabilitu vzorku vystaveného zatézi, stupen 1 piedstavuje velkou odstinovou
zménu vzorku oproti predloze, tedy nejhorsi stupent stalosti.

Tab.5: Porovnani subjektivniho a objektivniho hodnoceni barevné odchylky AE

STUPEN SEDE STUPNICE ODSTINOVA ODCHYLKA
(GSR) CIE Lab (AE)
5 0-0.40
4-5 041-1.25
4 1.26 - 2.10
3-4 2.11-295
3 2.96-4.10
2-3 411 -5.80
2 5.81-8.20
1-2 8.21-11.60
1 >11.61
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Méreni UPF (Ultraviolet Protection Factor)

Ochrana tkanin proti UV zafeni byla méfena pomoci UV spektrofotometru Shimadzu UV-
3101 PC. Tento test spociva v méfeni difuzni spektralni transmitance v ultrafialovém spektru
textilniho materialu. Transmitance je hodnota UVA a UVB zafeni, které projde pres testovany
vzorek a nabyva hodnot 0-1. Transmitanci vyjadifuje rovnice (14), kde lo je intenzita
dopadajiciho zafeni a | je intenzita zafeni, které textilii projde:

T=| (14)

Transmitance vyjadiena v % (0-100) se nazyva transmise. UPF se vypocte podle vzorce
(15), kde E; je CIE erytemalni spektralni efektivita, S; je solarni spektralni ozatfeni, T, je
spektralni transmitance a 44 je rozdil vinovych délek.?*°
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Obr.41  Pribéh standardizovanych funkci E; a S,
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E, je standardizovana funkce popisujici relativni citlivost kiize (vznik erytému — zarudnuti)
na jednotlivé vinové délky. Navrhli ji McKinlay a Diffey?® vr. 1987 a byla piijata jako
standard Mezindrodniho komisi pro osvétleni (CIE). S; vyjafuje spektralni rozlozeni
slune¢niho zafeni dopadajiciho na zemsky povrch (obr.41).25!
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Test svétlostalosti textilii

Tento test odolnosti vybarveni viiéi paisobeni svétla blize specifikuje norma CSN 80 0147,
piipadné AATCC 16-1998.2%2 Testovat obarvené tkaniny lze na slune¢nim svétle pfi s¢itani
hodin slune¢niho svitu. Zrychleny test odolnosti vici svétlu se provadi pomoci xenonové
vybojky (tzv. xenotest), ktera cely proces znac¢né urychluje. Tkaniny v této praci byly
testovany pomoci vybojky Ultramed 400 s vykonem 18.8 W/m? v oblasti UVA a 1.71 W/m?
v oblasti UVB (obr.42).

Spaktrélni to k zéfeni v WS nm ———»

275 300 a5 350 375 400 425 Am
Vinovidélkah, ——»

Pribeh zareni ULTRAMED® 400

Obr.42  Priibéh zareni vybojky Ultramed 400 >3

Vzorky byly umistény ve vzdalenosti cca 0.7 m od zdroje, kolmo na zdroj zafeni. Tkaniny
byly ¢astecné zakryté tak, aby vznikly 4 zony testovanych oblasti po 0, 2, 4 a 8 hodinach
osvitu. Spolu se vzorky byly UV zafeni vystaveny 1 vinéné textilie z tzv. modré stupnice
svetlostalosti, coz jsou textilie barvené riznymi typy modrych barviv v 8 stalostnich stupnich,
kdy stupeni 1 je narusen na pfirozeném slunecnim svétle uz po nékolika hodinach, stupeii 8 az
po né€kolika letech. Testy ukéazaly, Ze umélé UV zafeni narusilo stupeni 1 uz po 1 hodiné
osvitu, stupen 2 byl zna¢né narusen po 4 hodinach osvitu a po 8 hodinach doslo k naru$eni
stupné 4 modré stupnice svétlostalosti.

Testy odolnosti v prani

Stalost v prani byla provadéna upravenym postupem na zakladé normy CSN EN ISO 105-
a01 (80 0120) - Textilie - Zkousky stalobarevnosti - Cast AO1: Veobecné principy zkouseni.
Podle této normy se testuje tzv. sdruzeny vzorek - proSity vzorek 10 x 4 cm slozeny ze tii
tkanin: prvni doprovodnad neobarvend tkanina (ze stejnych vldken jako zkouSena barevna
tkanina), uprostied je testovana barevna tkanina a dale druha doprovodna neobarvend tkanina
definovana normou (vlna pro testovanou bavlnu a naopak).

Sdruzeny vzorek byl vloZzen do rota¢nich patron barviciho aparatu a vypran Vv
termostatované vodni lazni 30 °C s ptidavkem tekutého praciho prostiedku bez optického
zjasiovace, bez enzymii a bez upravy (alkalizace) pH. Praci prostfedek byl davkovan v
mnozstvi 20 ml na litr praci lazné€, prani probihalo pfi poméru lazné 1:50 po dobu 30 nebo 60
minut v destilované vodé¢, v rezimu pro prani jemného pradla (1 ot./min.).
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Po oddéleném suSeni byly subjektivné hodnoceny zmény barvy barvené textilie a zaroven
zapousténi na doprovodné tkaniny podle pétistupiiové Sedé stupnice ve standardizovaném
osvétleni D45.

Zdravotni nezavadnost obarvenych tkanin
Vybrané vzorky byly testovany postupem uvedenym ve vyhlasce 84/2001 Sb.?* ptiloha
¢.10, bod 5 a 6 — Obsah rizikovych prvka v extraktech modelujicich kysely a akalicky pot.

Pro stanoveni hodnot vyluhovanych kovl byly louhovany 2 g textilie v100 ml roztokt
modelujicich kysely a alkalicky pot, pfi teploté 37 °C po dobu 4 hodin. Nasledn¢ byly textilie
z roztokll vyjmuty a vyluhy analyzovany na pfistrojich ICP-OES Perkin Elmer Optima 2100,
nekteré prvky (Pb, Ni, Co) byly pfemétfeny na piistroji s niz§im detekénim limitem (ICP-MS
Perkin Elmer Nexlon 300D

Simulovany alkalicky pot:

0.5 g monohydratu L - histidinmonohydrochloridu (CeHeO2N3.HCI.H20)
5.0 g chloridu sodného (NaCl)

5.0 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu disodného (Na2HPO4.12 H20)
pH roztoku se upravi na hodnotu 8.0 roztokem hydroxidu sodného (NaOH)
o0 koncentraci 0.1 mol/I

Simulovany kysely pot:

0.5 g monohydratu L - histidinmonohydrochloridu (CeHgO2N3.HCI.H20)
5.0 g chloridu sodného (NaCl)

2.2 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2PO4.2 H,0)

pH roztoku se upravi na hodnotu 5.5 roztokem hydroxidu sodné¢ho (NaOH)
o0 koncentraci 0,1 mol/I

Tab.6 obsahuje piehled limitd kovi vztazenych na hmotnost tkaniny, vyluhovanych do
alkal. a kyselého potu, které nesmi byt podle vyhlasSky 84/2001 Sb. ptekroceny:

Tab.6 Povolené max. limity kovii vyluhovatelnych z textilii do simulovaného potu podle %4

Prvek Limit [mg/kg]
Nikl max. 1.0
Olovo max. 0.2
Chrom max. 1.0
Med max. 25.0
Kobalt max. 1.0
Kadmium max. 0.1
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b) Chemicka laboratorni analyza
Stanoveni fenolovych skupin pomoci Folin-Ciocalteu ¢inidla

Tato metoda spociva ve spektrofotometrickém vyhodnoceni naristu absorbance roztoku
pii 736 nm, kdy vznik rizn¢ intenzivniho modrého zabarveni indikuje mnozstvi pfitomnych
fenolovych skupin. Kvantifikace byla provadéna pomoci kalibraéni rovnice s pouZzitim
standardu (kyselina gallova).

Tato analyticka metoda byla vyvinuta v 50. letech minulého stoleti a propracovana do
mnohych modifikaci. Je to metoda nespecifickd a umoziuje stanovit monofenoly i
polyfenoly. Pfestoze je dnes mozné stanovovat polyfenoly jinymi sofistikovanymi metodami,
je stale pouzivana pro orientacni zjisténi celkovych polyfenolt a citovana v mnoha védeckych
pracech.?%5: 256

Zluté Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo obsahuje molybdenan sodny (NaxMoO), wolframan
sodny (NazWOg), kyselinu trihydrofosforeénou (H3POa), kyselinu chlorovodikovou (HCI) a
siran lithny (Li2SO4). Podstatou analyzy je oxidace fenolti v zasaditém prostiedi za soucasné
redukce molybdenanu na oxid molybdenicity. Vznikd modfe zbarveny roztok, ktery ma silnou
absorbanci v oblasti kolem 736 nm (obr.43). Jako standard je nejcastéji pouzivana kyselina
gallova a vysledek se vyjadiuje jako ekvivalent jeji koncentrace.

Cinidlo se da laboratorn& pfipravit, jeho p¥iprava je viak velmi naro¢na, (wolframan a
molybdenan sodny se vaii s kyselinou fosfore¢nou a chlorovodikovou pod zpé&tnym
chladi¢em asi 10 hodin, po zchladnuti se pfidé siran lithny a brom, vati se dalSich 15 minut a
po zchladnuti se roztok ziedi vodou, homogenizuje a filtruje), proto se spiSe vyplati hotové
¢inidlo koupit.
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Obr.43  Absorpcni spektrum Folinova cinidla indikujictho pritomnost fenolii

Metodu je tfeba optimalizovat na konkrétni vzorky. BéZné jsem pouzivala Folinovo €inidlo
v fedéni 1 dil ¢inidla : 9 dild vody. Tento roztok byl davkovan do zkumavek v poméru 1:1
S 0.75 M roztokem uhlic¢itanu sodného (bezvodého), ndsledné se ptida urcité mnozstvi vzorku
(nutno optimalizovat tak, aby vysledna absorbance vzniklého modrého roztoku nepiesahla
mefitelnou hodnotu) a po 45 — 60 minutach inkubace ve tmé (nutno vzdy dodrzet stejny Cas,
teplotu, pomér reagencii a dal$i podminky inkubace pro kalibracni standard i vzorky) se
odecita hodnota absorbance v kyveté absorpéniho spektrofotometru pii pfiblizné¢ 736 nm
(spektrum vysledného modrého roztoku nemé vyrazné maximum, proto se hodnota, pfi niZ se
mefi absorbance, u riznych experimentatori mirn€ 1isi). VSechna meéteni byla standardné
provadéna trojmo, z nich byla vypoctena primérna hodnota absorbance, ktera byla dosazena
do kalibra¢ni rovnice standardu a takto vypoctena koncentrace polyfenoli.
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Stanoveni mnoZstvi tanini pomoci koZniho prasku®’

Cesky 1ékopis obsahuje postup stanoveni obsahu polyfenolti a tfislovin v dubénkové
tinktufe. Nejprve se stanovuji celkové polyfenoly pomoci kyseliny fosfowolframové
Vv zésaditém prostfedi uhli¢itanu sodného, po 2 min. se méii absorbance pii 715 nm za pouziti
vody jako blanku. Nésledné se ptida ke stanovovanému roztoku 0.10 g kozniho prasku a 60
min se intenzivné protiepava, pak se zfiltruje. Filtrat se zfedi vodou stejné jako pfi stanoveni
celkovych polyfenolu a ve stejnych pomérech se piida kyselina fosfowolframova a uhlicitan
sodny, po 2 min. se méfi absorbance pii 715 nm. V lékopisu je jako kalibracni standard
uveden pyrogallol a vysledek, ktery se vypocitava zrozdilu celkovych polyfenoli a
polyfenolll neadsorbovatelnych na kozni prasek, se uvadi jako mnozstvi pyrogallolu a je
vyjadfenim obsahu tfislovin (tedy tanin®, které maji afinitu ke koZnim bilkovinam — viz
vycinovani kizi).

Pouzivala jsem tuto metodu modifikovanou a pfizpusobenou jiz vySe uvedenému
vypracovanému postupu stanoveni polyfenoli s pomoci Folinova cinidla. Jako ndhradu
oficinalniho kozniho prasku jsem pouzila namletou ususenou kizi z veptového kolene
(podstatny je obsah koznich bilkovin — kolagen a keratin) a jako standard kyselinu gallovou.
Absorbanci jsem méfila ve zjist€éném absorpénim maximu (736 nm) a reakce probihala ve tmé
po dobu 45 — 60 minut.

Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci stabilniho radikalu DPPH?®

Tato metoda spociva ve spektrofotometrickém vyhodnoceni poklesu absorbance roztoku
stabilniho radikalu DPPH (1,1- difenyl 2- pikrylhydrazyl, obr.44) v ethanolu nebo methanolu
pti 515 — 525 nm (obr.45). Méti se rychlost poklesu absorbance nebo srovnani absolutniho
poklesu absorbance, ktera je spojena s deaktivaci radikalu a zménou jeho barvy z purpurové
na Zlutou.

1,6

1,4 -

O,N 1,2 -
N—N NO, 0,8 -
0,6 -
O,N 0,4

Absorbance

400,0 500,0 600,0 700,0 800,
vinova délka [nm]

Obr.44  Stabilni radikal DPPH Obr.45  Priibéh absorpéniho spektra DPPH

Priblizna kvantifikace anthokyanui v roztoku s vyuzitim naristu a poklesu absorbance
V zéavislosti na zmén¢ pH

Metoda podle Giustiové a Wrolstada®® je spektrofotometricka metoda kvantitativniho
stanoveni anthokyant, pfi které je na zakladé méteni absorbanci roztoku anthokaynu pti pH 1
a pH 4.5 (je pocitan rozdil pti 520 a 700 nm) a pii znalosti molarniho absorp¢niho koeficientu
¢ (diive extink¢ni koeficient) pfislusného anthokyanu vypoctena jeho koncentrace v roztoku
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dosazenim do vztaht (16), (17) vychazejicich z rozdilné barevnosti v rizné¢ kyselém pH a z
Lambert-Beerova zakona. Podle fedéni je dopoCten jeho obsah ve vzorku.

A = (A vis-max— A700)pH 1.0 — (A vis-max— A700)pH 4.5 (16)
C acy = (A =M =DF «1000) / (¢ « I) a7

A L absorbance [-] pfipH 1 a4,5 pii A+ 520 nm a 700 nm

délka optické drahy (Sifka kyvety) (1 cm)

€ e absorp¢ni koeficient [litr/cm/mol]

M molarni hmotnost anthokyanu (450 g/mol )

DF .. celkové fedeéni (pii extrakci*pii fotometrovani)

CACY  everee. vysledna koncentrace monomerniho anthokyanu [mg/litr]

C) Biologické testy
Antibakterialni aktivita

Antibakteridlni aktivita obarvenych tkanin byla zjiStovéna s pouZzitim Gram-negativni
bakterie Escherichia coli a Gram-pozitivni bakterie Staphylococcus gallinarum. Vychazela
jsem z oficialni testovaci metody AATCC 100-2012.25°

Jedna se o metodu kvantitativniho testovani antibakterialni povrchové Upravy textilii. Na
Petriho misky s univerzalni pevnou zivnou pudou pro kultivaci bakterii se vyockovava
ziedéné bakteridlni inokulum, které bylo po stanovenou dobu v dynamickém kontaktu
s upravenou tkaninou. Po 24 h inkubace pii 37 °C se pocita ubytek kolonii (CFU) porovnanim
s inokulem, které bylo v kontaktu s neosetfenou textilii.

Modifikovana metoda: Zfedénim pivodniho inokula v tekutém zivném médiu TSB
pomoci sterilniho fyziologického roztoku byly pfipraveny bakteridlni suspenze o
koncentracich 10* CFU v 1 ml. 0.5 g obarvené tkaniny a 0.5 g piivodni neobarvené tkaniny
(blank byl pouze vystaven jednu hodinu varu ve vodni lazni), byly umistény do uzavienych
zkumavek s 10 ml inokula o koncentraci 10* CFU v 1 ml. Vzorky byly ponechany po dobu 4
a 24 hodin v dynamickém kontaktu s inokulem za mirného tfepani na oscilacni tfepacce pti
pokojové teploté. Po 4 a 24 hodinach byly tkaniny pieneseny do 30 ml sterilniho
fyziologického roztoku. 1 ml z téchto 30 ml fyziologického roztoku byl po 5 minutach
intenzivniho tfepani vyockovan na pevnou univerzalni kultivaéni pidu TSA. Kultivace
probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Byly spocitany poéty narostlych
kolonii a vyjadfen jejich pokles v % vzhledem k neobarvenému blanku.

Nasledny test byl proveden s tkaninami, které po barveni prosly 1, 2 nebo 3 pracimi cykly,
pticemz kazdy trval 30 minut. Barvené tkaniny a neobarvené blanky (opét kazdy 0.5 g) byly
vystaveny dynamickému kontaktu s 10 ml bakterialniho inokula E. coli nebo S. gallinarum
(koncentr. 10* CFU v 1 ml) po dobu 8 hodin pfi teploté 37 °C. Nasledné byly vsechny vzorky
siln¢ tfepany v 10 ml sterilniho fyziologického roztoku a 1 ml kazdého roztoku byl
vyockovan na TSA. Po 24 hodinadch inkubace pti 37 °C se pocitaji narostlé kolonie a vyjadii
se v procentech jejich ubytek vzhledem k neobarvenému blanku.
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9. Experimentalni ¢ast

9.1 Zakladni analyza barvicich materiala
9.1.1 SuSeni
Dubova kiira

Pro experimenty byla pouzivana suSend dubova klra zakoupena v I¢karné (Megafyt
Pharma, CR), ktera je smési kiiry z dubu letniho (Quercus robur), dubu zimniho (Quercus
petraea) a dubu pyiitého (Quercus pubescens). Sesychaci pomér (hmotnost materialu pied
sufenim : hmotnost suchého materialu) tedy nebyl zjistovan, ale firma Leros, CR (vyrobce
bylinnych ¢aji a ¢ajovych smési) uvadi na svych internetovych strankach sesychaci pomér
dubové kury 3:1.

Vylisky z modré révy
Na vétSinu barvicich experimentd byly pouzivany vylisky odrady Fratava z
Lobkowiczkého zameckého vinafstvi Roudnice nad Labem s.r.o. Fratava je odriida s vysokym

obsahem anthokyant. Byla vyslechténa v 70. letech kiizenim odrid Svatovaviinecké a
Frankovka, jako nova odriida byla uznana v r. 2008 zapisem do Statni odriidové knihy CR.25°

Cerstvé vylisky z modré révy byly ihned po lisovani zmraZeny a nasledné pro experimenty
vysu$eny do konstantni hmotnosti pti 70 °C po dobu 6 hodin. Byl zjistén sesychaci pomér 2.5
: 1 (Cerstvé vylisky:suchy material). Vylisky obsahovaly smés slupek, jadérek a tfapin, jejichz
sesychaci poméry jsou uvedeny v tab.7, pficemz nadpoloviéni mnozstvi (60 hm.%) tvofily
slupky s obsahem anthokyant.

Tab.7 Sesychaci poméry a slozeni révovych vyliskii

Slozka Podil Sesychaci pomér
[hmotn.%]

Slupky 60.0 26:1

Jadérka 36.5 19:1

Trapiny 35 23:1

Celkem 100.0 25:1

Cervena iepa

Pro barvici experimenty byla pouzita zakoupend cCervena fepa — vétSina malych
konzervaren, které u nas fepu zpracovavaji, se nachazi na Moravé (napf. konzervarna Novak,
Hrab¢étice, konzervarna EKON, Miroslav, konzervarna Tomek, Dolni Kounice aj.). Z divodu
nedostupnosti realného cerstvého odpadu z Cervené fepy z konzervaren byly pokusy
provadeény na Cerstvé Cervené fep€. Byl zjistén sesychaci pomér cervené fepy 4.5:1.
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9.1.2 Kvantifikace obsahu polyfenolii a tanini

Analyzy extrakt byly provedeny metodami popsanymi Vv kapitole 8.3.2 Metody - Analyza
extraktit a obarvenych tkanin — Chemicka laboratoni analyza. 0.5 g kazdého materidlu bylo
extrahovano varem ve 100 ml destilované vody (tj. 5 g suSené¢ho materialu/litr vody) — se
zfetelem k optimalnim podminkam extrakci (viz dale kapitoly 9.2.1, 9.3.1 a 9.4.1) byla
dubova kura extrahovana po dobu 1 hodiny, susené vylisky z révy, suSené kvéty pampelisek
po dobu 30 minut a susena Cervena fepa po dobu 15 minut. S pouzitim Folinova ¢inidla bylo
provadéno stanoveni obsahu celkovych polyfenoll Vv jednotlivych extraktech, kvantifikace
byla provadéna s pomoci standardu (kyselina gallova) a kalibra¢ni rovnice (0br.46).

U extraktii z dubové kury, révovych vyliska a kvéth pampelisky byla provedena nasledna
analyza obsahu tanini modifikovanou metodou stanoveni taninti pomoci kozniho prasku, na
jehoz povrch se navazaly taniny ve smési a zbytek byl po filtraci opét analyzovan pomoci
Folinova ¢inidla. Rozdil (TPF — nPF) odpovida obsahu polyfenoli neadsorbovanych na kozni
prasek, ubytek polyfenoll tedy odpovida mnozstvi tanint (tfislovin). Ve vyliscich byl dale
zjistovan obsah anthokyanti metodou podle Giustiové a Wrolstada.

Kvantifikaci barviv v Cervené fepé neni mozné touto metodou provést — zkouska
s Folinovym ¢inidlem dava s extraktem sice slab¢é pozitivni reakci, ta ale odpovida jen obsahu
doprovodnych fenolovych slou€enin v fepé, napt. fenolovych kyselin a zmény pH (pH 1 a
4.5) nevedou k barevnym rozdiliim jako u stanoveni anthokyand.

1,6
A
12 ¥Y=2,392x+0,011
R2=0,999
0,8 -
0,4 -
O T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

koncentr. kyseliny gallové [mg/ml]

Obr.46 Kalibracni piimka a kalibracni rovnice pro vypocet obsahu polyfenoli (standard: kyselina gallova)

Linearni regresni model pro zavislost absorbance A (736) nm na koncentraci kyseliny
gallové ¢ ve tvaru y= bix + b2 ma nasledujici odhady parametri: by = 2.393, b, = 0.011.
Koeficient determinace je R?> = 0.9998. V programu Matlab byla provedena analyza tohoto
regresniho modelu, vystupem jsou vysledky t-testu o vyznamnosti jednotlivych parametri b;.
Testacni statistiky vyznamnosti obou parametrd jsou T1=123.53 pro parametr by a T»=1.51
pro paramentr by, pficemz tooxs = 3.182. Z toho vyplyva, ze parametr b2 neni vyznamné
odlisny od nuly, tzn. na hladiné vyznamnosti a = 0.05 se nulova hypotéza (HO: bi = 0) pro
parametr b, nezamita. Bylo potvrzeno, ze parametr b1 je odliSny od nuly (nulova hypotéza se
zamita a pfijima se alternativni hypotéza HA). Vzhledem k této analyze je mozné pro vypocet
jednotlivych koncentraci ekvivalentli kyseliny tfislové vypustit z regresni rovnice (obr.46)
absolutni ¢len a pivodni regresni model zjednodusit na tvar y = bix. Ziskame tak odhad
parametru by = 2.418 a novy regresni model je tedy y=2.418x s koeficientem determinace R?
=0.9997.
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Kazdé méfeni bylo provedeno 3x a z téchto hodnot byl vypocten primér (X), smérodatna
odchylka (s) a varia¢ni koeficient (vk) (tab.8). Primérné hodnoty absorbanci byly pfepocteny
na obsah celkovych polyfenoli (TPF) a na kozni praSek neadsorbovatelnych polyfenolu
(nPF) vyjadfenych jako ekvivalent kyseliny gallové podle upravené kalibra¢ni rovnice
A=2.418c. Piehled vysledka je v tab.9.

Vysledky:

Tab.8 Namérené hodnoty absorbanci (736 nm) po reakci s Folinovym cinidlem a jejich statistické vyhodnoceni

TPF nPF
Material

A (736nm) X S Cv A (736nm) X S Cv
Cervend | 154 | 0160 | 0.150 | 0.154 | 0.005 | 0.0325 | - ; ; ; ; ;
fepa

pampe- 1 4912 | 0.215 | 0.201 | 0.209 | 0.007 | 0.0352 | 0.180 | 0.191 | 0.178 | 0.183 | 0.007 | 0.0382
liska-kvét

i;lvl‘s’z; 0.387 | 0.382 | 0.389 | 0.386 | 0.004 | 0.0093 | 0.235 | 0.242 | 0.239 | 0.239 | 0.004 | 0.0147

dﬂg::é 0.677 | 0.660 | 0.668 | 0.668 | 0.009 | 0.0127 | 0.300 | 0.322 | 0.317 | 0.313 | 0.012 | 0.0368

Tab.9 Chemicka analyza extraktii pouZitych k experimentiim

Material TPF [hm.%] | nPF [hm.%] | taniny [hm.%] | taniny [% z TPF]
dervena Fepa 1.25 - - -
pampeliska - kvét 1.73 151 0.22 12.7
révové vylisky 3.19 1.98 1.21 37.9
dubova kira 5.53 2.59 2.94 53.2
Diskuze:

Jak ukazuje tab.9, celkové mnozstvi polyfenolil vyextrahovanych ze suchych materialti varem
ve vodé se pohybovalo od 1.25 (u ¢ervené fepy) az po 5.53 % (u dubové kury) z hmotnosti
suchych materidl, vyjadieno pomoci ekvivalentniho obsahu kyseliny gallové. Z tohoto
mnozstvi ptipadalo na taniny od 12.7 (pampeliska — kvét) do 53.2 procent (dubova kira). Jak
vyplyva z tab.8, variabilita méfeni se pohybovala od 0.93 do 3.82 %.

Ve vyliscich odriudy Fratava byl zjistén obsah celkovych polyfenolt kolem 3.2 %,
pfi¢emZ asi 38 % ztohoto mnozstvi tvofily taniny. Pfi analyze separované¢ho materidlu
(slupky vs. jadérka) byl zjistén obsah celkovych polyfenoli v mnozstvi ptiblizné 2.2 % TPF
ve slupkach a 5.3 % TPF v jadérkach (jadérka jsou bohatym zdrojem kondenzovanych
tanind, ve slupkach tvoti hlavni podil z celkovych polyfenoli obsah barevnych anthokyant).

Nasledna analyza mnozstvi anthokyanti v extraktech metodou podle Giustiové a Wrolstada
ukazovala na obsah anthokyani v mnozstvi az 1.3 g anthokyanu na litr u vyliskli z odridy
Fratava pii extrakci 25 g vyliski v 1 litru vody (opét vztaZeno na hmotnost suchého
materialu). To vSak odpovida 5.2 hm.%, coz je mnozstvi vyssi, nez bylo celkové mnozstvi
polyfenold. Proto se domnivam, Ze tato metoda pro stanoveni anthokyanti neni piili§ vhodna
pro absolutni kvantifikaci obsahu anthokyant. S jistotou Ize jen fict, Ze obsah anthokyant ve
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vyliscich odridy Modry Portugal, ktera je odridou s mnohem niz§im obsahem anthokyant
nez je Fratava, byl pii pouziti stejné metody obsah anthokyant ve vyliscich zhruba tfetinovy.
Bez pouziti barevného standardu je tedy absolutni kvantifikace obsahu anthokyanti obtizna.

Lze jen odhadovat, Ze pokud je u nékterych odriid udavan obsah polyfenolti obsazenych ve
ving az 6 g/litr a z tohoto mnozstvi ¥ piipada na anthokyany, macerované vylisky odrady
Fratava svysokym obsahem barviv pouzivané na experimenty mohly také obsahovat
zbytkové anthokyany v mnozstvi, které tvoti %4 z celkovych polyfenolt, coz by odpovidalo
zhruba 0.8% z hmotnosti suchych vyliskd, tedy napf. pifi nejuc¢innéjSich extrakénich
podminkach (viz dale v kapitole 9.3.1 Extrakce anthokyanit) se extrakci 80 g suchych vyliskt
(odpovida zhruba 200 g Cerstvych vyliskti) v 1 litru vody ziska barvici lazent o koncentraci
kolem 0.6 g anthokyant/litr (u Modrého Portugalu byla tato hodnota tietinova). Je to jen
velmi hruby odhad, ale srovnanim s vysledky zjiné studie®® se zd4, ze se tento odhad
pohybuje Vv podobnych mezich (autofi udavaji obsah piiblizn¢ 0.5 — 2.5 g anthokyani
V suchych vyliscich).
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9.2 Experimenty s dubovou kiirou

9.2.1 Extrakce katechint a taning®

Postup:

Taniny a dalsi barvici latky z dubové kiry byly extrahovany v nerezovych 200 ml
patronach aparatu Ahiba, pficemz byl zkouman vliv teploty, doby extrakce a extrakéniho
poméru hmotnost suché dubové kury : objemu lazné€ na vytéZnost extrakce s cilem zjistit
optimalni podminky pro maximalni vytéznost vodné extrakce.

Optimalni doba extrakce byla zjist'ovana pii 90 °C, vzorky byly odebirany v ¢asech 5 — 15
— 30 — 45 a 60 minut. Optimalni teplota extrakce byla zjisStovana v rozsahu teplot 60 — 140 °C.
Optimalni pomér rostlinny material : voda byl zjisStovan v ptepoctenych koncentracich 5 — 20
— 40 - 60 a 80 g suché kary/litr destilované vody a pii teploté¢ 90 °C po dobu 50 minut.
Vsechny extrakce probihaly pfti rychlosti patron 30 otacek/min.

Protoze absorp¢ni spektrum extraktu z dubové kiry nevykazuje ostré maximum (obr.47),
byla vydatnost ziskanych extrakti méfena metodou na stanoveni fenolickych skupin
s Folinovym ¢inidlem.
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Obr.47 Absorpcni spektra extraktii z dubové kiry
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Obr.48 Nadriist absorbance extraktu z dubové kiiry v 736 nm po reakci s Folinovym cinidlemy zavislosti na dobé
extrakce pri 90 °C
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Obr.49 Mnozstvi vyextrahované kyseliny trislové v zavislosti na teploté (60 minut) vyjddriené absorbanci po
reakci s Folinovym cinidlem
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Obr.50 Nariist koncentrace polyfenolii ve vodné lazni p¥i extrakci dubové kiiry
a pri zvySovani mnozstvi extrahovaného materidlu v jedné lazni (90 °C)
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Obr.51 Mnozstvi ziskané kyseliny trislové vyjadiené v % hmotnosti extrahovaného materidlu pri zvySovani
koncentrace dubové kiry v extrakcni lazni (90 °C, 1 hodina extrakce)
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Z grafu na obr.48 vyplyva, Ze pii 90 °C lze provadét extrakci tanini déle nez hodinu,
protoze hodnoty vyextrahovanych polyfenoll stale rostly. I drcend dubova kiira je tvrdy a
tézko extrahovatelny material, proto je potfeba volit i delsi extrakcni Cas.

Podle literatury je napt. samotné kyselina tfislova zna¢né odolna vuci tepelné degradaci:
dle studie jejiho termalniho rozkladu?®’ dochazi mezi 30 a 150 °C k jeji dehydrogenaci a
teprve v rozmezi teplot 230 - 380 °C v piitomnosti kysliku (resp. Vv rozmezi 230 — 400 °C
v dusikové atmosféie) dochazi k uvoliovani 1, 2, 3- benzentriolu a CO., pii teploté nad 400
°C (az do 750 °C) se uvoliuje CO2 a 1, 2- benzendiol. Jina studie zkoumala termalni
hydrolyzu kyseliny tfislové rozpusténé ve vodé®®? a zvysSené mnozstvi uvolnéné kyseliny
gallové bylo detekovano az pii 150 °C, pfi 200 °C se ve smési objevilo vétsi mnozstvi
pyrogallolu.

Nicméné dubova kiira neobsahuje pouze Cistou kyselinu tfislovou, nybrz je smési riznych
polyfenolu a jak ukazuje prubéh grafu na obr.49, v experimentech teplota nad 100 °C po dobu
1 hodiny jiz vedla k ubytku celkovych polyfenolti v tomto vodném extraktu. Graf na obr.49
ukazuje, Ze nejvyhodnéjsi teplota extrakce dubové kiry je asi 100 °C pti 1 hodiné extrakéni

doby.

Jak je patrné z grafu na obr.50, pfi rostoucim poméru hmotnosti dubové kury k objemu
lazné rostla vytéznost piiblizné do koncentrace 60 g suché kiry na litr extrakeni 14zné, dale se
jiz obsah polyfenoll s nariistem mnozstvi dubové kiry v omezeném objemu vody vyrazné
nezvySoval. Graf na obr.51 ukazuje Kklesajici efektivitu tohoto zvySovani mnozstvi
extrahovaného materialu ve stejném objemu lazné (vyjadieno v % hmotnosti z extrahovaného
materialu).
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9.2.2 Barveni dubovou kiirou a stalosti® °

Vinéné, bavinénd a polyamidova tkanina byly barveny extraktem z dubové kiry o
koncentraci 20 — 40 — 80 g suSené dubové kury/ 1 litr 1azné€ po dobu 1 hodiny pfi teploté 95 °C
laziiovym (vytahovacim) zptisobem v barvicich patronach, s ohfevem lazné 4 °C/min, rotaci
patron 20 ot./min., poméru lazn¢ 1:50, bez moteni. Po barveni nasledovalo prani a test
svétlostalosti (viz kapitola 8.3.2 Metody — Analyza extraktii a obarvenych tkanin —
Instrumentdlni analyza).

Vysledky:
100% 50% 25%

Obr.52 Tkaniny barvené extraktem z dubové kiiry,
100%, 50% a 25 % odpovida obsahu 80, 40 a 20 g suché drcené kury /litr barvici lazne.

POLYAMID

BAVLNA

VLNA

Tab.10 L*a*b* hodnoty tkanin z obr.52 (pozn. PA = polyamid, CO = bavina, WO = vIna)

Tkanina | Barvivo L* a* b*
PA 100% 62.4 11.8 16.1
PA 50% 65.5 10.9 13.2
PA 25% 72.4 8.2 10.4
co 100% 85.9 7.1 14.2
CoO 50% 87.5 5.7 11.8
Cco 25% 89.1 5.2 9.4
WO 100% 58.4 13.2 22.2
WO 50% 63.5 11.2 19.4
WO 25% 74.5 10.4 20.8

71



Tab.11 Stdalosti tkanin obarvenych dubovou kiirou v koncentraci 80 g dubové kiry/ litr

Material Stalost v prani Stalost na svétle
(stupen Sedé stupnice) (stupen modré stupnice)
PA 4-5 >4
CoO 3 >4
WO 3 >4

Kinetika barveni

Nemotena vinéna, bavinéna a polyamidova tkanina byly barveny v oddélenych laznich
barviciho aparatu extraktem z dubové kury pii 70 °C. V intervalech 0, 15, 30, 60 a 90 minut
byly odebirany vzorky barvicich 1azni a byl v nich zjistovan ubytek barviva. Na zakladé
téchto udaji byly vypocteny difuzni koeficienty, vytazeni barviva zlazné, teoreticka
rovnovaznd hodnota barviva na vlaknech, poloCasy barveni a rychlostni konstanty téchto
barvicich soustav.

Mnozstvi barviva bylo kvantifikovano jako celkovy obsah polyfenolti pomoci Folinova
¢inidla s pouzitim kalibraéni rovnice standardu (kyseliny gallové) méfeného
spektrofotometricky pifi 736 nm. Na pfipravu barvici 1azn¢ bylo extrahovano 15 g suSené
dubové kury v 1 litru vody varem po dobu 30 minut. Teplota barveni byla zvolena pomérné
nizka (70 °C), aby béhem barveni nedochazelo v barvici lazni k pfili§ velkym zménam
v obsahu polyfenolti a vysledek tak nebyl ovlivnén rozkladem barviva. Pfipadné zmény
vV mnozstvi barviva byly zjistovany ve slepé lazni bez textilie, kde byl méfen obsah
polyfenoli na pocatku a na konci barviciho cyklu. Kazdé meéfeni bylo provedeno 3x a
vypocitany pramérné hodnoty, podobn¢ jako v kap. 9.1.2 Kvantifikace obsahu polyfenolii a
taninii.

Podle kalibra¢ni rovnice koncentracni piimky kyseliny gallové (ohr.46) byl stanovovan
obsah barviva (respektive polyfenol) v lazni. Do zkumavek bylo davkovano: 1 ml 10x
ziedéného Folinova cinidla, 50 mikrolitri vzorku, 1 ml 0.75 M uhli¢itanu sodného,
inkubovéano 30 minut ve tm¢.

Vysledky:

Koncentrace barvici l4zné: absorbance 1.445 (pii 736 nm) odpovida obsahu pfiblizné 0.6 g
kyseliny gallové v 1 litru. Do ¢tyt barvicich patron bylo davkovano po 50 ml této lazné a do
tii z nich byly ptidany tkaniny o hmotnosti 1 g kazda, (¢tvrta patrona bez tkaniny).

V tab.12 je piehled absorbanci po reakci s Folinovym ¢inidlem a pfepoctenych koncentraci
jednotlivych barvicich lazni béhem barveni (vyjadieno v g/litr ekvivalentu kyseliny gallové),
a dale procenta vytazeni barviva z lazn¢ (%E). Pravdépodobné prubehy vytahovacich kiivek
vSech tkanin jsou znazornény na obr.53.
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Tab.12 Koncentrace a vytazeni z lazné polyamidové, vinéné a bavinéné tkaniny pii barveni
extraktem z dubové kiiry (p#i 70 °C)

Material Omin. | 15min. | 30 min. | 60 min. | 90 min.
A (736 nm) 1.445 1.300 1.267 1.250 1.249
PA koncentr. [g/litr] 0.602 0.54 0.528 0.521 0.525
%E 0 10.13 12.29 13.45 13.56
A (736 nm) 1.445 1.011 0.737 0.680 0.585
WO koncentr. [g/litr] 0.602 0.421 0.307 0.283 0.244
%E 0 30.03 49.0 52.9 59.5
A (736 nm) 1.445 1.385 1.374 1.313 1.310
CcO koncentr. [g/litr] | 0.602 0.577 0.572 0.547 0.546
%E 0 4.12 5.3 9.2 9.34
60 -
|
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Obr.53 Vytahovaci kifivky polyamidu, viny a baviny pri barveni dubovou kiirou (70 °C)

Na zaklad¢ vytahovacich kiivek byla stanovena rovnovazna hodnota barveni pro kazdy
druh vlaken (teoretickd maximalni relativni koncentrace barviva na vlaknech dosazena
v nekone¢nu, C.), a to aplikaci Vickerstaffova kinetického modelu barveni (18).

Vickerstaffova funkce (18) je jeden z modell popisujicich priubéh barveni napf. u ptimych
barviv interagujicich s bavinénymi vlakny. Funkci lze po dalSich upravach linearizovat do
tvaru y= ax + b (19). Po vyneseni pfevracenych hodnot ¢asu na osu x a pfevracenych hodnot
koncentrace barviva v jednotlivych uzlovych bodech na osu y a po prolozeni regresni pfimky
experimentalné zjiSt€énymi body na ose y odecteme reciprokou hodnotu rovnovazné
koncentrace C., pro kazdou barvici soustavu (obr.54).
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Z rovnovazné hodnoty barviva na vlakné C. byl stanoven poloc¢as barveni ti2 (tj. doba, za
kterou je dosazeno polovi¢ni rovnovazné koncentrace barviva na vldkné). Na zdkladé snimki
z elektronového mikroskopu byl stanoven pfiblizny prumér barvenych vlaken r (u baviny se
jedna o délku malé poloosy piiblizné eliptického prifezu) a dosazenim do vzorce?®® (20)
vypocteny difizni koeficienty D téchto barvicich soustav.

C e o
& =K(C--C) (18)
1 1 1
CKic.Tc. (19)

0.0632 ,
D - vr (20)
30
1/C *102 ¢ PA
25 - = WO
co
20 -
15 - y = 0,428x + 6,906
R%2=0,954
10
y=0,289x + 1,307
> M’JL
O | | |
0 2 4 6 1/t * 102

Obr.54 Linearizace Vickerstaffovy kinetické rovnice

Reciproké hodnoty relativni rovnovazné koncentrace barviva na vlakné (odeéteno z 0sy y)
podle tohoto modelu vychazeji u polyamidové tkaniny 14.5 %, u vinéné tkaniny 76.5 % a pro
bavinu 12.5 % ptivodni koncentrace barviva z 1azné pii barveni extraktem z dubové kiry pfi
70 °C, coz odpovida polyfenolim (resp. ekvivalentu kyseliny gallové) na jednotlivych
vlaknech v koncentracich 0.087 (PA), 0.46 (WOQO) a 0.075 (CO) g/litr, tedy z ptvodniho
mnozstvi 30 mg kyseliny gallové v 50 ml 1azné€ se dostane v rovnovazném stavu na vladkna
4.35 mg (PA), 22.95 mg (WO) a 3.75 mg (CO) polyfenolii (resp. kyseliny gallové) / 1 g
tkaniny.
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Polocasy barveni ti» dopocitame dle jednotlivych regresnich rovnic z obr.54 tak, Ze za y
dosadime poloviéni hodnotu Cx a vypoéitame x (x zastupuje vyraz 1/t * 102).

Z rovnice (20) dostaneme difazni koeficienty D a z rovnice (19) jesté rychlostni konstanty
K vypoctené v polo¢ase barveni. Piehled vSech téchto hodnot je v tab.13.

Tab.13 Prehled kinetickych charakteristik barveni polyamidové, vinéné a bavinéné tkaniny extraktem z dubové
kury pri 70 °C

Material %E. Co [mg/g] | tuz [min.] r [um] D [cm?/s] | K [min?]
PA 14.5 0.087 6.3 10 1.7*107 0.053
WO 76.5 0.46 22.1 12 5.7%10°8 0.015
CcO 12.5 0.075 32.5 6 1.9*10® 0.010

9.2.3 Antibakterialni vlastnosti®

Antibakterialni vlastnosti byly testovany pouze na polyamidové tkaniné obarvené dubovou
kirou v koncentraci 60 g susené kury/1 litr barvici lazné, tedy na materialu, na jehoz povrch
se taniny nejochotnéji a nejrychleji vazaly a ktery vykazoval nejlepsi stalosti. Tkanina byla
testovana modifikovanou metodou AATCC 100-2012.

Vysledky:

Tab.14 Pokles poctu CFU po 4 a 24 h kontaktu s obarvenou PA tkaninou srovndanim
s neobarvenym blankem

Bakterie Oh 4 h 24 h
E. coli 100% 71% 60%
S. gallinarum 100% 88% 60%

Tab.15 Pokles antibakterialni iicinnosti obarvenych PA tkanin po 8 h kontaktu s bakteridlnim inokulem u

vypranych tkanin ve srovnani s tkaninou neobarvenou, vyjadreno vzestupem poctu narostlych CFU vuci blanku

Bakterie bez prani 1 praci cyklus 2 praci cykly 3 praci cykly
E. coli 15% 18% 30% 56%
S. gallinarum 4% 8% 20% 36%




9.2.4 Zdravotni nezavadnost® °

Obarvené a neobarvené vzorky polyamidové tkaniny byly také testovany z hlediska
zdravotni nezavadnosti. Pfedev§im mne zajimal obsah kovu ve vyluhu z téchto tkanin: jejich
hodnoty a povolené limity pro hracky a textilie pro déti do 3 let stanovuje vyhlaska 84/2001
Sb., ptiloha ¢.10, bod 5 a 6 — Obsah rizikovych prvkl v extraktech modelujicich kysely a
akalicky pot.

Tab.16 Obsah tezkych kovii v extraktu z dubové kiiry a ve vyluzich tkanin obarvenych dubovou kiirou

Ni Pb Cr Cu Co Al Cd
[mg/kg] | [mg/kg] | [mgrkg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mgr/kg]
<001 | <0.00001 | <0.002 0.03 <0.01 <001 | <0.002
Extraktz 0.445 0.036 0.19 <1.0 0.028 2.6 0.006
dub. kiry *
Alk;;':ky 0.002 0.0001 | 0017 0.01 0.0005 0.024 | 0.00004
PA v alkal.
p\;fu a 0.116 0.038 0.88 0.71 0.025 0.57 0.004
PA/dub kiira
s alkalpoty | 0112 0.009 0.88 0.58 0.028 0.88 0.002
Kysely pot 0004 | 00007 | 0018 0.12 0.0002 0.016 | 0.00006
PA Vpl;ﬁelem 0.206 0.067 0.93 557 0.011 1.05 0.005
PA K
/dub.kira |, e 0.003 0.84 5.79 0.013 0.69 0.004
v Kys. potu

Pozn. * vztazeno na 1 kg suché dubové kiry

Diskuze:

a) Barveni

Experimentalné byly zjistény tyto nejefektivnéjsi podminky jednolaziového zpisobu
vodné extrakce tanint a barvicich komponent z dubové kary: teplota 100 °C (var) po dobu 1
hodiny pfi poméru piiblizné 60 g suché kiry na litr extrakéni lazn€. Takto bylo
vyextrahovdno piiblizné 3 g polyfenoli (ekvivalentu kyseliny tfislové) /litr lazné, coz
odpovida piiblizné 50 g polyfenolt (ekvivalentu kyseliny tiislové) v 1 kg suché dubové kiry.

b) Kinetika barveni

Barveni tkanin extraktem z dubové kiry probihalo pfi 70 °C, pti poméru 1:50 (1 g tkaniny
: 50 ml lazn€) po dobu 90 minut. Na tyto soustavy byl aplikovan Vickerstaffiiv kineticky
model barveni. Vychazela jsem z velmi zjednoduseného predpokladu, ze Ubytek barviva
Vv lazni je roven mnozstvi barviva vytazeného na tkaninu. Tkaniny byly pfi odbérech vzorku
lazni pouze vyzdimany do ldzn€¢ a nebyly vyprané, takze skute¢né mnozstvi barviva na
tkaninach je ve skuteCnosti niz§i a pochopitelné také ne vSechny polyfenolické latky
v extraktu jsou barviva. Zaroven nebyly brany v uvahu zmény Ve slozeni barvici smési ¢i
pfipadny rozklad polyfenolli béhem barviciho procesu (slepym pokusem bylo zjiSténo, ze
béhem 90 minut pii 70 °C doslo k velmi mirnému narustu obsahu polyfenold, ktery odpovidal
cca 0.045 g kyseliny gallové/litr lazn€é, coz je zanedbatelnd hodnota vic¢i pocatecni
koncentraci 0.602 g kyseliny gallové v lazni).
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Hodnoty rychlostnich konstant vypocitané z Vickerstaffovy kinetické rovnice naznacuji, ze
polyamid se dubovou kurou barvi pfiblizné 5x rychleji nez vlna s bavinou — to odpovida
teorii, podle které maji taniny Snahu se velmi dobife a rychle vdzat na polyamid. Tomu
odpovidaji 1 hodnoty polocasii barveni — polovina rovnovazné hodnoty polyfenolii byla na
polyamidu dosazena ptiblizné po 6 minutidch, na vin¢ po 22 a baviné¢ az po vice nez pil
hodiné¢.

Procento vytazeni fenolickych latek z barvici 1dzn¢€ bylo nejvyssi u viny (v rovnovazném
stavu by se teoreticky mélo blizit az k 76.5 %), ovSem je otdzka, zda toto barvivo také na viné
zUstane nebo zda se postupné velka ¢ast z n¢j zase z viny naslednym pranim strhne.

Z difuznich koeficient by se mohlo zdat, ze nejvétsi afinitu mély polyfenoly
nejmensi plochu vlakna, kterou prodifunduje barvivo/polyfenol za vtefinu, tedy nejpomale;jsi
difuzni tok vlivem zadrzovani polyfenolu na povrchovych vaznych mistech bavinéného
vladkna). Nebyly vSak barveny tkaniny se stejn¢ poréznimi ani stejné¢ jemnymi vladkny, proto
nelze udélat jednoznacny zavér.

c) Stalosti

Stalosti byly zjistovany u tkanin nabarvenych nejsytéjSimi odstiny pii koncentraci 80 g
dubové kury/litr barvici lazné. Jak je patrné z tab.11, nejlepsi stalost v prani vykazovala
polyamidova tkanina obarvena dubovou kilrou (stupen 4-5), stalost ostatnich tkanin byla
primérnd. K zapousténi na doprovodnou vinénou (polyamidovou) tkaninu nedoslo ani
V jednom piipad¢€. Svétlostalost vSech tkanin byla vybornd, i po 7 hodinach osvitu vybojkou,
ktery poSkodi modrou tkaninu odpovidajici stupni 4, byla barva stile beze zmény, a to u
vSech testovanych tkanin. Obecné lze tedy stalosti vSech tii tkanin (bavlna, vina, polyamid)
obarvenych extraktem z dubové kury hodnotit jako relativné vysoké, coz neni az tak
piekvapivy vysledek, vzhledem k tomu, Ze taniny jsou povazovany za motidla, jejichz pouziti
by mélo vést k lepSim stalostem. Nejlepsi vysledky byly dosazeny barvenim polyamidové
tkaniny.

d) Antibakteridlni ucinky

Také antimikrobidlni testy byly znaéné presvédCivé, polyamidova tkanina obarvena
extraktem z dubové kury na ,,nejsiln&jsi odstin“ (pfi barveni byla zvolena koncentrace dubové
ktry mirn¢ prekracujici experimentalné zjisténé optimum maximalniho extrakéniho vytézku
polyfenold, pro maximalizaci antimikrobidlniho efektu tak byla umysIné tato barvici lazen
,predimenzovéana®) vykazovala v dynamickém kontaktu s obéma testovanymi bakteridlnimi
kmeny v koncentraci 10* CFU/ml suspenze slusny inhibi¢ni efekt jak kratkodoby (po 4
hodinach), tak i dlouhodoby (po 24 hodinach) v ptimém kontaktu na povrchu testované
tkaniny ve srovnani s polyamidovou tkaninou neobarvenou (pfiblizné 60% snizeni poctu
vykultivovanych CFU ve srovnani s blankem, tab.14). Antibakterialni efekt pietrvaval jesté
po 3 pilhodinovych pracich cyklech, i kdyz skazdym pracim cyklem dochazelo k jeho
poklesu (tab.15). O néco lepsi antibakterialni uc¢inek se projevil vici G+ bakterii S.gallinarum
nez G- bakterii E.coli, pfic¢inou ale mohlo byt to, Ze testovany kmen S.gallinarum mél dle
Vv samotném tekutém kultivaénim médiu (TSB), natoz v médiu silné rozifedéném sterilnim
fyziologickym roztokem, kterym byly tkaniny testovany. Z toho diivodu radéji nevyslovuji
jednoznaéné zavéry ohledné lepsi ucinnosti tanini vici G+ nebo G- kmenim, nicméné
vSeobecny a signifikantni antibakteridlni i¢inek byl v téchto testech prokézan opakované.
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e) Zdravotni nezdvadnost

Vyluhy polyamidovych tkanin obarvenych dubovou kiirou (i neobarvené tkaniny) také
spinily pfisné limity obsahu kovi vyluhovanych do simulovaného kyselého a zasaditého potu,
které¢ predepisuje vyhlaska 84/2001 Sb. pro hracky a odévy urené pro déti do 3 let.
Pochopitelné se jednalo vysledky barveni konkrétnim pfirodnim materidlem a je zfejmé, Ze je
nutné k barveni odévnich textilii pouzivat ptirodni material, ktery nepochazi ze stroma, které
rostou v silné zneciSténém zivotnim prostfedi nebo na kontaminované pade.

Bioakumulace tézkych kovl, radioaktivnich prvk a riznych polutantl v rostlinach je
dobfe znama — je na ni také zalozena metoda fytoremediace. Zda se, ze praveé kira stromit ma
tuto akumula¢ni schopnost ve vztahu k nékterym kovim - dokazuje to napi. studie
monitorujici zna¢n¢ rozdilné koncentrace hexavalentniho chromu v dubové kiite v zavislosti
na oblasti, ze které pochazely analyzované vzorky (od venkova, pies méstskou aglomeraci az
po blizkost byvalého zadvodu na zpracovani chromu),?®* ale i ve vztahu k radioaktivnimu
cesiy. 265 266

Také v extraktu z dubové kury, kterou jsem pouzivala ve svych pokusech, byla ICP
analyzou naméfena ne pravé stopova mnozstvi chromu, niklu a hliniku — od 0.19 do 2.6 mg/
kg suchého materidlu (tab.16), ptfestoze nasledné limity ve vyluzich z obarvenych tkanin
ptekroceny nebyly a pouzity material, jak pfedpokladam, pochazel z ekologicky nezne¢isténé
oblasti vzhledem k tomu, Zze byl zakoupen jako 1é¢ivo. Schopnost tanind ochotné se vazat
s riznymi latkami je zde tedy dvojseénou zbrani: na jedné strané jde o nealergenni piirodni
barvivo, jehoz silna vazba na polyamid je vyhodou pro takto obarvenou textilii ve smyslu
vyborné svétlostalosti a velmi dobré stalosti v prani, a schopnost taninu inhibovat riist bakterii
je zde také cennym bonusem. Na druhé strané stoji piirozena schopnost tanint pro
komplexaci kovi a jejich akumulaci v rostlinnych tkanich, které je obsahuji, coz silné
kontaminovany material z lokality zatizené znecisténim piimo vylucuje z pouziti pro barveni
textilii, u nichz je hlavnim obchodnim pfinosem pravé ono zadouci ,,eko* a ,,bio*.

Zavér:

Dubovou kurou Ize velmi dobfe barvit vinénou a polyamidovou tkaninu na ruzné syty
hnédy az hnédooranzovy odstin. I kdyz z vytahovacich kiivek vyplyva, Ze na vinénou tkaninu
se natdhne ctyfnasobné mnozstvi barviva neZ na polyamid téZe hmotnosti, pfesto byly
hodnoty jasu obou nabarvenych tkanin srovnatelné. Stalost v prani u polyamidu byla vyssi o
1.5 stupné Sedé stupnice, coZ znamend, Ze velkd Cast barviva natazeného na vinu se také
skute¢né z vlaken nasledné vypere.

Polyamidovy textilni materidl obarveny extraktem z dubové kiiry bez nutnosti pouZzivat
moftidlové soli hodnotim velmi pozitivné jako ekologicky obarveny material s urcitym
antimikrobidlnim potencidlem, vybornou stdlosti a zdravotni nezavadnosti ve smyslu
splnénych limith téZkych kovl vyluhovanych do alkalického i1 kyselého potu. Je vhodny
naptiklad pro détské obleceni a pouziti na mistech silné exponovanych potem a bakteriemi —
tedy idealn& pro vyrobu détskych ponozek.? Toto doporudeni viak ma zaroveni i své limity a
uskali: musi se jednat o material ze stromil vytézenych v ekologicky Cisté oblasti nezatizené
polutanty a predevsim tézkymi kovy. Pii primyslovém pouziti této barvici technologie by byl
nutnosti kontinuélni monitoring obsahu tézkych kovt a dalSich skodlivych latek a polutanti.

& Kiizova, H., Wiener, J.: Colour and antibacterial properties of polyamide fabric dyed using extract from oak
bark. AUTEX Research Journal (in process)

b Kitzovd, H.: Zavérecna zprava projektu CLUTEX- Biotechnologie pro textil, éast E 03 (Vyzkum moderniho
vyuZziti prirodnich barviv a jejich aplikace na prirodni materialy,(2014)
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9.3 Experimenty s révovymi vylisky
9.3.1 Extrakce anthokyani®

Experimentalné byla provadéna jednak extrakce kontinualni, jednak extrakce do jedné
lazn€. U jednolaznové extrakce byl testovan vliv teploty, doby extrakce a optimalni pomeér
vyliskl a vody na vytéznost extrakce a dale tepelna degradace anthokyant.

Kontinualni extrakce

2 g susenych separovanych slupek z révovych vyliskli bylo davkovano na plastové sito.
Prutokova extrakce byla simulovana kavovarem, v némz byla pribézné¢ doplnovana
destilovana voda ohfivana k varu (celkem 500 ml). Nésledn¢ byl proveden odbér vzorku z
kazdych protecenych 25 ml. K 3 ml kazdého odebraného vzorku byla pfidana kapka KCI/HCI
pufru (pH 1.0) a po 15 minutach inkubace byla métena absorbance v 515 nm.

ZjednoduSen¢ lze pro tzv. kontinudlni extrakci uplatnit vzorec pro nékolikandsobnou
extrakci latky v soustavé se dvéma nemisitelnymi kapalinami a vytfepavanim latky z jedné
kapaliny do druhé (21), kde m; je zbytkové mnozstvi extrahované latky v materialu, mo je
puvodni mnozstvi latky v materidlu, K je Nernstiv rozd€lovaci koeficient, V1 teoreticky
objem kapaliny, v némz se extrahovana latka nachazi v rostlinném materialu, V> jsou stejné
objemy ¢isté kapaliny, kterymi opakovan¢ latku extrahujeme, i je pocet téchto extrakei.

Je ziejmé, ze kiivka této funkce ma klesajici prubéh a limitné€ se pfiblizuje k nule a Ze s
poctem extrakénich krokt sice roste vytéZnost extrakce, ale 100% extrakce nelze dosahnout.
V redlu jsou efektivni vytézky ziskdvany maximalné 3-5 stupniovou extrakei.

Mz =Mo - [Vl]l (21)
Vi+KV:

Extrakce do jedné lazné

Laznova extrakce byla provadéna v nerezovych patronach barviciho aparatu Ahiba Nuance
Eco (Datacolor) sregulaci ohfevu, ¢asu a otacek, kam byly davkovany suSené vylisky a
destilovana voda. K odebranym vzorkim byla opét pfidana kapka KCI/HCIl pufru pro
zvyraznéni barevnosti anthokyant, které jsou po kratsi inkubaci v siln¢ kyselém prostiedi
vlivem protonizace flavanového skeletu prevedeny na jasné cervené flavyliové soli
S absorpénim maximem kolem 515 nm. U téchto vzorkl byla stanovena absorbance pii 515
nm jednokandlovym absorpcnim VIS spektrofotometrem Helios Epsilon (Fisher Scientific). U
nekterych vzorkl byla prométfovana absorbance extrakt s neupravenym pH pii 528 nm.

Vliv teploty na vytéZnost

Nerezové patrony barviciho aparatu Ahiba byly naplnény 2 g susenych slupek z révovych
vyliski a 200 ml destilované vody. Po dobu 1 hodiny byla kazda z patron v samostatném
cyklu vystavena ohfevu s rotacemi 20 otacek/min., a to pfi teplotach 20, 40, 60, 80, 100 a 120
°C (patrona s extrakci pii 20 °C byla vystavena pouze rotaci). Ke vzorkiim, které byly na
konci extrak¢énich cykli odebrany z kazdé patrony, byla opét pfiddna kapka KCI/HCI pufru a
promé&fena absorbance pii 515 nm.
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Vliv doby extrakce na vytéZnost

Nerezova patrona barviciho apardtu Ahiba byla naplnéna 2 g suSenych slupek z révovych
vyliskti a 200 ml destilované vody. Byl nastaven extrakéni cyklus pii 80 °C, s rychlosti rotace
patron 30 otac¢ek /min. V ¢asech 5, 10, 20, 30, 40, 60 a 100 minut od dosazeni teploty 80 °C
byly z patrony odebirdny vzorky ke spektrofotometrii. U téchto vzorkii byla meétfena
absorbance v maximu 528 nm.

Vliv poméru vyliska a vody na vytéZnost

Do nerezovych patron barviciho aparatu Ahiba bylo davkovano 0.5, 1.5, 2.5 a 4 g susenych
vyliskii do objemii 100 ml destilované vody, coz odpovida koncentraci 5, 15, 25, a 40 g/litr
extrakéni lazné. Extrakce probihala pii 90 °C a rotaci 30 otacek /min. po dobu 50 minut. Poté
byl odebran vzorek z kazdé patrony, proméiena VIS spektra a dale vzorky nafedéné v poméru
1:1 destilovanou vodou (nejvyssi koncentrace byly jiz mimo méfici rozsah spektrofotometru)
byly proméfeny na spektrofotometru. Byla zaznamenana absorbance v maximu 528 nm.
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9.3.2 Degradace anthokyanu
Tepelna degradace anthokyani

Kratkym varem (15 min.) bylo vyextrahovano 18 g révovych vyliski do 100 ml
destilované¢ vody, tento extrakt byl v hermeticky uzaviené sklenéné nadobé vystaven
nékolikahodinovému varu na vodni lazni a v pravidelnych intervalech (0, 1, 2 a 4 hodiny)
byly odebirany vzorky.

Do dvou 10 ml odmérnych ban€k bylo pipetovano po 2 ml filtrovaného extraktu z vyliski,
objem byl doplnén do 10 ml pufrem a tyto roztoky byly ponechany urcity ¢as ve tmé, aby se
prevedly jednotlivé formy anthokyand: na flavyliové (pH 1.0), respektive na karbinolové soli
(pH 4.5). Nasledné byly proméfeny absorbance v absorpénim maximu pro vzorek pievedeny
do flavyliové formy s maximalni barevnosti (A1o) a do ,,bezbarvé™ karbinolové formy (Aass).
V téchto vzorcich byl stanovovan degradacni index anthokyanu (DI), ktery se pocita podle
vzorce (1) (viz str.17).

Degradace anthokyani v zasaditém prostiedi d

Alkalické prostiedi je pfi¢inou nestability anthokyanti a vede k jejich rizné rychlé degradaci
s roz§tépenim pyranového kruhu a vzniku Zlutého chalkonu. Cim silngjsi je zasadité prostiedi,
tim rychleji tato pfeména probiha. Na $tavé z ¢eného bezu je demonstrovéna tato rychlost
degradace, kterd je z pohledu chemické kinetiky feSena jako chemicka reakce 1. fadu. Byly
méfeny zmény absorbance v Case, a protoze je absorbance dle Lambert-Beerova zdkona pfimo
umérna koncentraci, je mozné koncentraci v kinetické rovnici rozkladu anthokyanti nahradit

absorbanci (22).

—dA
dt

KA (22)

Po separaci proménnych (23) a integraci dostavame rovnici (24):

—dA
[—==—k[dt (23)
In A= -kt +C (24)
Integracni konstantu vypocteme z hodnoty absorbance v ¢ase t=0 (25)

C=InA a InA=-kt+InAo (25)

TakZe integra¢ni konstanta je (26)

_InAc—In A
t

k (26)
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Polocas degradace je vyjadien vztahem (27)

ti2= In—2 (27)
K
k... rychlostnikonstanta [s]
A ... absorbance
Ao ... pocatecni absorbance v Case to
t ... <cas]s]
ti2 .... polocas rozkladu anthokyand, tj. doba, za kterou je polovina anthokyant v roztoku
rozlozena

Degradace anthokyanii a zmény v antioxida¢ni aktivité révovych polyfenoli vlivem
(v 8
UV-A zareni

Jak bylo uvedeno v kapitole 9.1.2 Kvantifikace obsahu polyfenoli a taninii, na celkovém
obsahu polyfenold v révovych vyliscich se podili mensi ¢asti slupky a vétsi ¢asti jadérka.
Zatimco celkové polyfenoly ve vyliscich byly stanoveny v mnozstvi 3.2 hm.% ze suchého
materidlu, v suchych slupkach je tento obsah 2.2 % a v jadérkach 5.3 % suchého materidlu.
Jednoduchym piredpokladem je, Ze v jadérkdch vétSina tohoto obsahu ptfipadd na
kondenzované oligomerni a polymerni taniny, ve slupkach jsou vyznamnym zdrojem
polyfenolti anthokyany, piestoze i ve slupkach jsou pfitomny taniny. Také pokud jde o
antioxidacni vlastnosti, vykazuji tyto dvé skupiny latek odliSnou schopnost a ucinnost ve
zhéseni radikala.

2 g suchych slupek a 2 g suchych jadérek byly extrahovany oddélené ve 200 ml vody pfi
95 °C po dobu 30 (slupky) a 60 minut (jadérka). Kazdy extrakt byl davkovan po 30 ml do 4
kadinek, ty byly zakryty folii propoustéjici UVA zéteni, kddinky byly chlazeny ve vodni lazni
a tii ze ¢tyt kadinek byly vystaveny po dobu 6, 10 a 24 hodin UV A zafeni. Po této dobé byl u
extraktll zjiStovan ubytek antioxidacni aktivity pomoci radikalu DPPH (viz kapitola 8.3.2
Metody - Analyza extraktii a obarvenych tkanin — Chemickd laboratoni analyza). Ctvrty dil
nebyl ozatfovan a poslouZil jako srovnavaci vzorek s piivodni antioxida¢ni aktivitou.

8 mg radikdlu DPPH bylo rozpusténo ve smési acetatového pufru a etanolu k vysledné
absorbanci 1.3 pii 515 nm. Ke 2 ml tohoto roztoku bylo davkovano vzdy 200 mikrolitrii
extraktu ze slupek nebo 100 mikrolitri extraktu z jadérek a byl sledovan Cas, za ktery klesla
absorbance tohoto roztoku o 1 absorp¢ni jednotku, tedy z 1.3 na 0.3. Kazdé méfeni bylo
provedeno 3x a primérny Cas deaktivace radikdlu DPPH, pii které se méni barva roztoku
z fialové na Zlutou (obr.55), byl zaznamenan. Zaroven byly méfeny zmény v obsahu
polyfenolti metodou stanoveni TPF pomoci Folinova ¢inidla a u extraktu ze slupek byl méten

také pokles obsahu barviva.

Obr.55 Barevné zmény doprovazejici ,,zhdaseni ** radikdlu DPPH
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Vysledky:
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Obr.56 Pribeh kontinudlini extrakce anthokyanii
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Obr.57 Narust absorbance pri laziiové extrakci anthokyamii v zavislosti na teploté
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Obr.58 Ndriist absorbance pii laziiové extrakci anthokyanii v zavislosti na dobé extrakce
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Obr.59  Ndriist absorbance pri laziiové extrakcei anthokyanii v zdvislosti na koncentraci extrahovaného
materialu (zde: suSené slupky z révy, které byly ze smési vyliskii separovainy)

5
- . .
2,5 ° ‘gu _
=
5 2 % g- 4 -
o £ 3
£ 15 4 £ %
£ . . £
I [] @ 50
B 1 2= 2 -
g? [=]
g 05 -
0 doba varu [hod] doba varu [hod]
T 0 T . )
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Obr. 60 Vyvoj degradacniho indexu anthokyanii v prithéhu ~ Obr.61 Pokles obsahu anthokyanii v roztoku
néekolikahodinového varu extraktu z vyliskui béhem varu

Tab. 17  Kinetika rozkladu anthokyanii z cerného bezu v zdsaditém prostiedi

Cas [min] pH 11 pH 12 pH 13
ASZO ASZO '%20
0 0.1989 0.2104 0.2031
5 0.1973 0.1913 0.1327
10 0.1955 0.1740 0.0871

rychl. konstanta [s] 2.57*10° 3.20*10* 1.42*10°3
polocas rozkladu 75h 36 min. 8 min.
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Obr.62  Postupné odbarvovani Stavy z ¢erného bezu pri pH 12
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Obr.63 Pokles obsahu barviva v extraktu z révovych slupek v pritbéhu ozarovani UV-A (barevnost mérena po

30 minutach od pridani KCI/HCI pufiru pH 1 pri 520 nm)
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Obr.64 Pokles obsahu celkovych polyfenoli v extraktu ze slupek a jadérek révy pri expozici UV-A zdrenim
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Obr.65 Prodiluzovani doby zhdseni radikalu DPPH extrakty ze slupek a jadérek révy vystavenych riizné dlouhé
dobé UV-A zareni

Diskuze:

a) Extrakce

Jak je patrné z obr.56, prub¢éh kontinualni extrakce anthokyant odpovidal piedpokladu
limitniho pfibliZeni k nulové zbytkové hodnoté barviva v extrahovaném materialu. Zhruba od
6. extrak¢niho cyklu bylo mnozstvi ziskaného barviva jiz velmi malé.

Piestoze absolutni koncentrace anthokyant v extraktech nebyla zjistovana, je zfejmé, Ze
kontinualni (pritokova) extrakce je metoda efektivnéjsi. Vyzaduje vSak specidlni pritokové
extrakéni zatizeni, vétsi spotiebu vody 1 energie, nasledné zkoncentrovani lazné a dvoufazovy
proces pro barveni textilii. Pro potfeby domaciho nebo manufakturniho barveni textilii je
mozné pouzivat zjednoduSeny jednofazovy proces, kdy probiha extrakce barviva z rostlin
soucasné s barvenim textilie v téze nadobé a lazni. I ztohoto pohledu je laziiovy zpisob

vvvvvv

Pro extrakci anthokyani z vyliskd byla zjisténa optimalni teplota vodné lazné asi 80 °C
(obr.57). Optimalni doba laznové extrakce €inila pfi teploté 80 °C pfilizné 40 minut (obr.58),
béhem kterych bylo vyextrahovano nejvice anthokyanti. Po této dobé¢ jiz zhruba do 1 hodiny
mnozstvi barviva rostlo minimalné a dal$i prodluZzovéani doby extrakce bylo jiz neefektivni.
K podobnému vysledku (45 minut) dospéli napf. i autofi studie®*, ktefi optimalni vytézek
barviva z ¢ervenych hroznli experimentovali na hodnoté jasu L* vInéné tkaniny obarvené
extrakty s rliznymi ¢asy extrakce za varu (95 °C). V jiné studii®, kde byla také provadéna
extrakce barviva z vyliski modré révy za varu do 1 hodiny, dospéli autoii k obdobnému
vysledku na vzorcich odebiranych po 10 minutach extrakce a métenych spektrofotometricky.

Mg¢éfeni absorbance téchto extrakti potvrdilo rychly nartst barevnosti extraktu b&hem
prvnich 10-30 minut, s naslednym pozvolnym ristem az do 1 hodiny. Obr.58 potvrzuje, Ze i
po této dobé skuteéné dochazi k extrakci dalSich anthokyand z materialu a k nartstu
absorbance extraktu, ten uz ale neni tak vyrazny vzhledem k dalsi spotieb¢ energie.

Optimalni extrakéni pomér vylisky : objem lazné byl experimentovdn na separovanych
suSenych révovych slupkach a jejich koncentrace 50 g v 1 litru extrakéni ldzné (pfi teploté 90
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°C po dobu 50 minut) se dle grafu na obr.59 jevi jako optimalni — dal$i zvySovani mnozstvi
extrahovaného materialu v tomto objemu jiz nebyl pfilis efektivni. Je ale tfeba si uvédomit, ze
slupky tvoii 60 hm.% celkového usuSené¢ho materialu (vyliski), tedy limitnich 50 g suchych
slupek v litru odpovidé pfiblizné¢ 80 gramtim suchych vyliski. Pfi pouziti Cerstvého ¢i
zmrazené¢ho materialu a pii sesychacim poméru 2.5 : 1 je potom optimalni pomér 200 g
vyliskt na 1 litr extrakéni lazné.

b) Tepelna degradace

Zjistila jsem, ze anthokyany v révovych vyliscich jsou pomérné odolné vici tepelné
degradaci, protoze k poklesu mnozstvi anthokyant v roztoku pod polovinu ptivodni hodnoty
dochazi az zhruba po 3 hodinach varu. Proto Ize pii barveni vylisky provadét i dvoufazovy
proces (1. extrakce barviva, 2. barveni textilie za varu) bez vétSich ztrat i¢inné barvici slozky.
I kdyz se pro barveni textilii (napt. vina, bavlna, polyamid) pouziva nej¢astéji barveni za varu
po dobu cca 1 hodiny, coz mirn¢ ptrekracuje zjisténé extrak¢éni optimum anthokyant, z grafa
na obr.60 a 61 je patrné, Ze za téchto podminek dochazi jen k malému poklesu obsahu
anthokyanti.

Jak ukazuje reakéni kinetika v tab.17, rychlost degradace anthokyant roste s rostoucim pH
prostiedi. Zatimco absorbance stavy z ploda ¢erného bezu se pti pH 10 v prubéhu 25 minut
nezménila v priabéhu celého VIS spektra, pii pH 12 jiz dochazelo v tomto ¢asovém intervalu k
postupnému sniZzovani absorbance V absorpénim maximu 592 nm, (modrozelena barva
pomalu slabla, obr.62), pti pH 13 dochazelo k rychlé zméné uz v prib&hu prvnich 3 minut,
kdy pivodné tmavozeleny roztok se zménil na svétlezeleny az zlutozeleny vlivem postupného
rozkladu chinoidni baze a vzniku chalkonii. S rostouci alkalitou prostfedi se oxidativni
rozklad anthokyant urychluje a i za normalni teploty prob&hne béhem nékolika minut.
Jednotlivé anthokyany vSak maji riznou odolnost v zasaditém prostiedi, protoze se tu mj.
uplatituje 1 ochranny charakter kopigmentovych nebo jen ve $taveé ¢i extraktu volné
ptitomnych organickych kyselin.

¢) Svételna degradace

Obr.63 a 65 ukazuji, ze po 24 h expozice UV-A zafenim doSlo u extraktu ze slupek modré
révy odridy Fratava sice k 70 % poklesu barviva, ale jen k8 % poklesu celkovych
polyfenolt. To dokazuje, ze ve slupkach jsou také pfitomny taniny, i kdyZ jejich slozeni je
trochu odlisné, nez v jadérkach (v jejich slozeni prevlada prodelfinidin a epigallokatechin,
které v jadérkach nejsou piitomny).?” Celkové polyfenoly v extraktu z jadérek poklesly o
16%, coz naopak zase mize svéd¢it o pfitomnosti mono- a oligomernich polyfenoll, které
tento vysledek ovliviiuji.

Vzhledem ktomu, ze celkovy obsah polyfenold ve slupkach byl uz na pocatku
experimentu zhruba polovicéni nez v jadérkach (obr.64), bylo také nutné pouzit dvojnasobné
mnozstvi extraktu ze slupek k deaktivaci srovnatelného mnozstvi radikalu DPPH. Puvodni
extrakt ze slupek (200 pl) odbarvil 2 ml roztoku DPPH (520 nm) za 24 sekund, 100 pl
extraktu z jadérek za 19 sekund. 24hodinova expozice UVA zafeni zvysila tento Cas u
extraktu ze slupek o 28 sekund, u extraktu z jadérek o 14 sekund.

Experiment s UVA zafenim prokazal jednak zhruba dvojnasobné mnozstvi vodou
extrahovatelnych polyfenolu v jadérkach ve srovnani se slupkami révy Fratava, dale malou
odolnost anthokyant vii¢i UVA zafeni (po 24 h expozice kleslo mnozstvi barviva 0 70 %), da
se tedy ocekavat, ze tato nestabilita se projevi 1 nizkou svétlostalosti obarvenych tkanin.
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Zaroven se ale prokazala zna¢nd antioxidacni Ci spiSe antiradikalova sila kondenzovanych
tanind obsazenych v réve, predevsim v jadérkach.

Zavér:
Barevné anthokyany a dalsi polyfenolické latky ve vyliscich z modré révy lze velmi dobie

extrahovat pouhym varem anebo optimalné pii teploté 80 °C po dobu 1 hodiny, i kdyz vétsi
¢ast barevnych latek prechazi do roztoku uz v pribéhu prvnich 20-30 minut.

Pro maximalni zisk barviva pii laznovém barveni lze doporucit pomér 200 g Cerstvych,
respektive 80 g suchych révovych vyliskit na 1 litr extrak¢éni lazn¢ a barveni muze byt
provadéno bud’ jednostupniové spolu s extrakci, anebo az nésledn¢ po extrakci, protoze
tepelna odolnost anthokyanu se ukéazala byt pomérné¢ velka. Naproti tomu expozice UVA
zatenim po dobu 24 hodin stacila zlikvidovat 70% barevnych pigmentd v roztoku, coz
nesvédéi pro velkou svételnou stabilitu anthokyani — jak uvidime dale, tato vlastnost se
projevi i pfi barveni (pfedevsim nenamoienych) tkanin.

¢ Kiizovd, H.: Optimalizace podminek vodné extrakce anthokyanii z révovych vyliskit pro ucely ekologického
barveni textilii. WASTE FORUM, Vol.1 (2015), ISSN: 1804-0195, s. 12-19

Krizova, H., Wiener, J.: Colour changes and instability of anthocyanins. ACC Journal, XVIII/1 , Issue A,
(2012), ISSN: 1803-9782, s. 30-41

¢ Krizova, H.: Changes in the antioxidant activity of polyphenols from grape pomace after interaction with UV
radiation. ACC Journal, Vol. 21, Issue 1 (2015), ISSN: 1803-9782, s. 70-76
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9.3.3 Barveni révovymi vylisky a stalosti d.f.g.hiJ

Barveni vinéné tkaniny p¥i riizném pH lazné

100 g zmrazenych Cerstvych vyliski odridy Fratava bylo 30 minut povafeno s 600 ml
destilované vody k ziskani koncentrovaného vodného extraktu anthokyant, coz je doba
postacujici pro vodnou extrakci maximalniho mnozstvi anthokyanl. Po pfecezeni byla tato
barvici lazen rozd€lena na tietiny, jedna ¢ast byla okyselena kyselinou octovou a nékolika
kapkami kyseliny sirové na pH 2.5, dalsi ¢ast byla ponechana bez upravy pH (pfirozené pH
3.9) a posledni ¢ast byla pfidavkem malého mnozZstvi uhli¢itanu sodné¢ho upravena na pH 4.6.
Tti prouzky vInéné tkaniny o hmotnosti 1.5 g byly pfedmoteny po dobu 2 hodin ve 100
ml roztoku taninu (3 g/litr), dalsi tfi byly pfedmofeny stejnym zptisobem ve 100 ml roztoku
kamence (3g/litr) - na pocatku zahtato k varu a ponechano v chladnouci 1azni, posledni ¢ast
byla ponechéna bez mofeni.

Barveni bylo provedeno laziiovym zpisobem pii poméru lazné¢ 1:50 (1 g textilie/50 ml
lazng) v patronach barviciho aparatu Ahiba po dobu 45 minut pfi teploté 95 °C, pfi rychlosti
15 otacek/minutu. Po skonceni barviciho cyklu byly vzorky ponechany v chladnouci lazni
dalsi hodinu. Nésledoval oplach tkanin v destilované vodé a vysuSeni pti pokojové teplote.

Vysledky:

Obr.66 Zleva doprava: nemorend tkanina - tkanina morend taninem - tkanina morend kamencem.
Shora dolii: barveni vylisky pri pH 2.5 - 3.9 - 4.6

Je zajimavé, jak velké barevné rozdily jsou mezi tkaninami barvenymi v nevelkém rozmezi
pH 2.5 az 4.6 — to odrazi barevné zmény anthokyand, které jsou na zménu kyselosti prostiedi
velmi citlivé.

Jak je vidét na obr.66, nejslabsi vybarveni maji tkaniny pfedmotené taninem (prostiedni
sloupec), tkaniny predmotené kamencem (pravy sloupec) jsou vybarveny nejsilnéji. Na vSech
vzorcich je patrné, ze v kyselém prostiedi je dosazeno nejjasnéjSiho rtizového odstinu. Se
vzestupem pH se posouva odstin ptres fialovou k Sedé, u kamencem motenych tkanin
pozorujeme vyrazny bathochromni posun vlivem vzniklého komplexu s hlinitou soli.

M¢teni L*a*b* hodnot vSech vzorkd zobr.66 a vypocet odstinovych odchylek
ozafovanych zén oproti neozafované tkanin€ jsou uvedeny v tabulkach 15 az 17.
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Obr.67  Shora dolii jsou patrné zony vystavené 0, 2, 4 a 8 h UV zdreni. Zleva doprava: trojice barvené pri pH
2.5-3.9 - 4.6, poradi vzorkii v kazdé trojici: nemoreno - moreno taninem - moreno kamencem

Tab.18 Hodnoty L*a*b* a odstinové zmény (GSR) pri UV osvitu nemoiené tkaniny a barvené pri riizném pH

L* | a* | b* | AE | GSR | L* | a* | b* | AE [ GSR | L* | a* | b* | AE | GSR

58.4 1 16.1| 05 = - | 584 | 76 | -2.8 = - | 71.0] 28 | 24 -
646|142 | 33 |706| 2 |624| 71 | 14 |582| 2 |762| 33 | 3.2 | 509 | 2-3
66.7 | 13.7| 52 | 983 | 1-2 {659 | 71 | 43 |103| 1-2 | 79.7| 33 | 33 |6.78| 2
706 |135| 76 |144| 1 |678| 6.1 | 66 (134 | 1 |[822| 38 | 57 |117| 1

L* | a* | b* | AE |GSR| L* | a* | b* | AE |GSR | L* | a* | b* | AE | GSR

60.4 | 15.1 | 3.3 - - | 60.7]57 |19 - - |639] 24|09 - -
683|146 | 71 | 516 | 1-2 |651| 6.6 | 5.7 | 588 | 2 |647| 24 | 52 | 437 | 2-3
718|137 |80 |1241| 1 |66.7| 71| 73 |820| 1-2 |698| 28 | 6.1 | 7.87| 2
726|137 | 99 | 139 1 | 722 |76 |94 (139| 1 |723|33 | 76 |108 | 1-2

4241175 | 85 = = 392180 |61 = = 388 | 6.6 | 47 =
435[175|104 1220 | 34 |402 |85 |66 |122| 45 [394 |66 |57 117 ] 45
458 (165|118 484 | 23 |408 85| 71|19 | 4 [400|66 |64 ]208| 4

5051161 125|914 | 12 [ 428 |85 |76 393 3 |405)|71 |66 |260| 34
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Barveni viny, baviny a polyamidu bez moreni

Vsechny tfi druhy tkanin byly barveny laziovym zplsobem v barvicim aparatu Ahiba pii
poméru lazné 1:50, rychlost ohfevu 4 °C/min., 30 minut barveni pti 95 °C, nasledné 2 hodiny
Vv chladnouci 14zni, S rotaci patron 20 ot./min., barveno koncentracemi 20 — 40 — 80 g suchych
vyliski/litr 1dzné (déale oznaceno jako 25, 50 a 100%). Po barveni nasledovalo prani pii

teploté 40 °C po dobu 30 minut pfi rychlosti 30 ot./min.

Vysledky:
100%

Tab.21 L*a*b* hodnoty tkanin z obr.68 (pozn. PA = polyamid, CO = bavina, WO = vIna)

50%

. . . o
. . . o

. . . -

Obr.68 Tkaniny barvené anthokyany (extraktem z vliskit z modré révy, odriida Fratava),
100%, 50% a 25 % odpovida obsahu 80, 40 a 20 g suchych vyliskii/litr barvici lazné

25%

Koncentr.

Tkanina barviva L* a* b*
PA 100% 22.4 6.1 0.9
PA 50% 37.0 7.4 2.3
PA 25% 45.1 7.6 1.9
(6{0) 100% 52.9 7.1 -1.4
CcoO 50% 60.0 7.6 -1.4
CcoO 25% 66.7 6.1 -1.9
wO 100% 18.2 8.2 14
e 50% 29.3 9.3 33
e 25% 45.6 8.5 2.8
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Barveni viny, baviny a polyamidu s pfedmorenim

VInéna, bavinéna i polyamidova tkanina byly pfedmofeny kamencem v koncentracich 0.5
— 2.0 - 5.0 a 15.0 g/litr pfi 15 min. varu s naslednym chladnutim a ponechanim tkanin
v mofici ldzni celkem 12 hodin. Tkaniny byly nasledné barveny ve stejném teplotnim a
¢asovém rezimu jako predchozi tkaniny bez mofteni, ale v polovi¢nich koncentracich vyliskii
Vv barvicich laznich (10 — 20 — 40 g suchych vyliskd/1 litr lazné, dale oznaceno jako 25, 50 a
100 %).

Vysledky:
PA CO WO
J -
N i
7 i
50% <« - - . 2,09/
AN
e
0.5 g/l
25% < 2.0 g/l
5.0 g/l

Obr.69 Tkaniny barvené vylisky z modré révy (predmorené kamencem, 0.5 — 2.0 — 5.0 — 15.0 g/litr)
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Tab.22 L*a*b* hodnoty tkanin z obr.69 (pozn. PA = polyamid, CO = bavina, WO = vIna)

% puvodni Material Koncentrace L* a* b*
koncentrace tkaniny moridla [g/1]
100% PA 0.5 51.4 9.0 5.7
100% PA 2.0 52.4 9.9 5.2
100% PA 5.0 47.5 9.9 5.6
50% PA 0.5 66.1 7.1 2.8
50% PA 2.0 63.4 8.1 2.8
50% PA 5.0 58.4 8.0 24
50% PA 15.0 37.2 11.3 6.1
25% PA 0.5 67.2 7.1 4.7
25% PA 2.0 66.5 7.6 5.2
25% PA 5.0 63.8 6.6 2.8
100% Cco 0.5 73.7 6.1 -1.4
100% Cco 2.0 74.5 6.6 -1.4
100% (6(0) 5.0 73.8 6.6 -1.4
50% (6(0) 0.5 88.9 3.8 0.9
50% (6(0) 2.0 86.5 4.3 0.9
50% Cco 5.0 85.1 38 0.9
50% Cco 15.0 61.2 5.2 33
25% (6{0) 0.5 91.4 24 2.8
25% (6{0) 2.0 90.2 2.8 2.8
25% (6{0) 5.0 89.2 2.8 2.8
100% WO 0.5 48.7 8.1 5.2
100% WO 2.0 40.8 9.0 5.2
100% WO 5.0 36.1 8.5 5.2
50% WO 0.5 53.7 7.1 5.7
50% WO 2.0 51.0 7.2 5.7
50% WO 5.0 445 8.3 6.1
50% WO 15.0 36.1 11.3 9.1
25% WO 0.5 67.2 7.1 94
25% WO 2.0 63.1 7.1 9.0
25% WO 5.0 58.8 7.6 104
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Stalosti tkanin obarvenych anthokyany

Tab.23  Stdlosti nemorenych tkanin obarvenych révovymi vylisky v koncentraci 40 g suchych vyliskil litr
(stiedné silné vybarveni z obr.69)

Material Stalost v prani. Stalost na svétle
(stupen Sedé stupnice) (stupen modré stupnice)
PA 4-5 3-4
CO 1-2 2
WO 3-4 3-4

9.3.4 Zdravotni nezavadnost”

Obarvené a neobarvené vzorky vSech tii tkanin byly také testovany z hlediska zdravotni
nezavadnosti na obsah kovii ve vyluzich z téchto tkanin, podobné jako v kapitole 9.2.4.

Zaroven byla provedena povrchova prvkova analyza tkanin pomoci EDS, ktera je soucasti
elektronového mikroskopu UHR SEM Ultra Plus (Carl Zeiss).

Tab.24 Obsah kovii v extraktech a ve vyluzich z obarvenych i neobarvenych tkanin bez moreni,
(ICP analyza), hodnoty jsou v mg a ug/kg tkaniny

. B Ni Pb Cr Cu Co Al Cd
Tkanina | Barveni
[ng/kgl] | [ng/kg] | [mg/ka] | [marka] | [pg/kg] | [ma/kgl | [pg/kg]

dest.voda - <10 <0.01 | <0.002 | 0.03 <10 <0.01 <2

extrakt | réva 1% <250 0.15 0.05 0.18 <10 0.75 <100

extrakt | réva 2 - - 0.08 0.047 - 0.675 <50
alkal.pot | - (blank) 2.1 0.12 0.02 0.01 0.54 0.02 0.04

PA - (blank) | 116.4 37.9 0.88 0.71 24.66 0.57 3.8

CO |-(blank) | 137.9 | 732 | 085 | 094 | 2551 | 059 | 26
WO | -(blank) | 169.9 | 14.0 | 0.87 | 178 | 2591 | 05 1.2

PA réva | 1364 | 77 | 088 | 261 | 2907 | 084 | 24
co réva | 1824 | 472 | 089 | 644 | 2802 | 064 | 46
WO réva | 1379 | 72 | 096 | 2.16 | 2887 | 089 | 16

kys.pot | - (blank) | 4.09 | 067 | 0018 | 012 | 022 | 0.016 | 0.06
PA | -(blank) | 2059 | 667 | 093 | 557 | 1057 | 1.05 | 45

CO | -(blank) | 2359 | 359 | 092 | 587 | 1352 | 151 | 36
WO | -(blank) | 491.9 | 16.8 | 0.82 | 635 | 17.07 | <050 | 4.4

PA réva 276.4 18.9 0.94 8.45 12.27 1.10 4.5
CO réva 314.4 28.1 1.02 13.86 | 12.77 0.70 9.2
WO réva 254.4 28.7 0.82 6.02 12.87 2.08 3.9

Pozn.: ¥ vztaZeno na 1 kg susenych vylisk@i (Fratava)

%) yztazeno na 1 kg sudenych slupek (Svatovaviinecké)
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Hodnoty kovii (u chromu, médi a hliniku v miligramech, u niklu, olova, kobaltu a kadmia
v mikrogramech) jsou piepocteny na kilogram tkaniny, respektive u extrakti je obsah kovl
vztazen na kilogram suSeného barviciho materidlu extrahovaného varem. U destilované vody,
alkalického a kyselého potu je uvedena koncentrace kovu v daném roztoku (mg nebo pg/litr).
Vylisky ze dvou rtznych vinafskych zdroji byly vyvafeny v destilované vodé po dobu 10

minut.

Tab.25 EDS analyza obsahu nékterych kovii v povrch.vrstvé thkanin obarvenych anhtokyany z révovych vyliski
odridy Fratava v koncentraci 80 g suchych vyliskii/litr a morenych kamencem v koncentraci 0 — 15 g/litr

Material Moreni Al Cr Ni Cu Zn
[a/1] [atom.%] | [atom.%] | [atom.%] | [atom.%] | [atom.%]
PA - 0.00 0.01 0.00 0.11 0.05
CO - 0.04 0.04 0.00 0.09 0.00
woO - 0.02 0.05 0.02 0.05 0.00
PA 0.5 0.00 0.00 0.00 0.02 0.03
CO 0.5 0.04 0.05 0.00 0.00 0.00
WO 0.5 0.08 0.00 0.00 0.00 0.00
PA 2.0 0.02 0.04 0.00 0.01 0.02
CO 2.0 0.05 0.00 0.00 0.01 0.09
WO 2.0 0.07 0.00 0.02 0.02 0.00
PA 5.0 0.05 0.00 0.06 0.00 0.02
CcoO 5.0 0.04 0.10 0.00 0.00 0.04
WO 5.0 0.09 0.00 0.03 0.00 0.00
PA 15.0 0.28 0.02 0.00 0.01 0.06
CO 15.0 0.78 0.00 0.01 0.00 0.00
WO 15.0 0.22 0.00 0.00 0.15 0.11
Tab.26 pH vodnych vyluhii obarvenych tkanin

Tkanina Barveni Piedmoieni pH

destilovana voda - - 5.65

kamenec (5 g/l) - - 3.85

extrakt z vyliskd - - 3.70

PA révové vylisky - 6.02

CO révové vylisky - 6.25

WO révové vylisky - 3.63

PA révové vylisky kamenec 5g/litr 5.47

CO révové vylisky kamenec 5¢g/litr 5.24

WO révové vylisky kamenec 5g/litr 3.45
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Diskuze:

a) Barveni a stalosti

Anthokyany z révovych vyliski obarvily vSechny tfi druhy tkanin, rostouci koncentrace
vyliskill v barvici ldzni se dobie odrazila i v sytosti vysledného vybarveni tkanin. Nejsyteji se
obarvila vinénéa a polyamidova tkanina, bavlna se podle ofekavani barvila hife. Domnivam
se, ze v piipadé anthokyant se v interakcich s vlakny uplatiuji kromé vodikovych mistka (a
dle nékterych studii tykajicich se interakci flavonoidnich polyfenold s bilkovinami i mozné
hydrofobni interakce mezi nékterymi aminokyselinami a benzenpyranovym kruhem?'?4) i
iontové interakce a Ze zde piedevsim u viny hraje roli izoelektricky bod (pii pH kolem 4.7).

Ptirozené pH extraktu z révovych vyliski bylo 3.7 (pH vina je kolem 3.6), pH roztoku
kamence o koncentraci 5 g/litr bylo 3.85, tedy barveni vylisky s mofenim i bez néj probihalo
Vv oblasti kyselejsi, nez je izoelektricky bod viny, tedy v oblasti, kdy se vlna jiz nachazi
Vv ¢astecné protonizovaném stavu, zatimco anthokyany dosahuji maxima barevnosti ve stavu
flavyliového kationtu pii pH jest€¢ kyselejSim. Odpudivé iontové sily mezi vldknem a
barvivem tedy pii pH kolem 3.6 jes$té nemusi byt tak silné a vina bez mofeni i Gprav pH lazné
se barvi na pekné syté odstiny s relativné vysokymi stalostmi. Jdeme-li vSak s pH barvici
lazné jesté niz, a to na hodnotu pH 2.5, barvime uz silné protonizovanou vilnu v podstaté
kationickym barvivem. Diky dal§im vazebnym interakcim mezi vinou a anthokyanem
(nejspise vodikové vazby) dosdhneme i pfi téchto hodnotach relativné dobrého vybarveni —
navic s péknym projasnénim odstinu (obr.66), ovSem toto slabsi spojeni barviva s vldknem se
zahy projevi v horsich stalostech, a to i pfi pouziti motidlové soli.

Z hodnot v tab.18 az 20 je patrné, ze vlivem UV zafeni doslo k nejvétsim zménam u tkanin
pfedmotenych taninem, a to jiz po 1-2 hodindch osvitu. Zde doslo nejen k vyraznému
vyblednuti, ale i k nejvétsSim zménadm Vv barevném odstinu, tkanina barvena pti pH 4.6 piesla
vlivem UV zéafeni zSedého do nazelenalého odstinu. Ostatni vzorky vykazovaly spise
vyblednuti nez posun v odstinu, proto lze ptredpokladat, Ze tanin a patrné i jeho degradaéni
produkty vzniklé piisobenim UV zafeni zplsobily chemické zmény barviva.

Problematicka interakce tanind s anthokyany se projevila jiz pfi samotném barveni, protoze
dosaZeny odstin byl u tkanin motenych taninem slabSi nez u tkanin nemotenych, coz je
v rozporu s vysledky barveni anthokyany uvadénymi v literatuie.

Tkaniny obarvené anthokyany z modré révy vykazovaly dle sytosti vybarveni svétlostalosti
stupné 3 (stfedni odstiny) az 4 (nejsytejsi odstiny na vin¢€), na baviné pouze stupen 2, nejlepsi
stalost v prani vykazovala obarvena polyamidova tkanina (st.4-5), o néco horsi stalost méla
obarvena vInéna tkanina a nejhorsi stalost méla opét obarvena bavinéna tkanina (st.1-2).

v v

projevila u vzorkti barvenych v nejkyselejsim pH. Vzorky mofené kamencem obarvené
anthokyany v neupraveném a mirn¢ zalkalizovaném pH vykazovaly nejlepsi svétlostalosti
odpovidajici stupni 3-4 modré stupnice svétlostalosti, coz je jiz ptijatelnd hodnota pro
nendrocné pouziti u odévnich textilii.

Nejlepsi svétlostalost 1 stalost v prani mély vzorky viny barvené bud’ v ptfirozeném pH
barvici 1azn€ anebo mirné alkalizované, ovSem zde se jiz barevny odstin anthokyanti posouval
do fialové az Sedé. Pouziti kamence k pfedmoteni viny se projevilo zna¢né sytymi odstiny
hnédé (v kyselém pH temné rtiZzové).

Piekvapenim bylo velmi $patné vybarveni i stdlosti (a pfi mirné alkalizaci 1lazn¢ pifimo
nehezké zeSednuti barvy) a posuny barevnych odstinti i pfi kratkém ozareni UV lampou
v ptipad¢ pouziti taninu (kyseliny tfislové) k pfedmoteni vInéné tkaniny. To je zcela
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v rozporu s vysledky studie®, kde autofi také pii barveni textilii révovymi vylisky provadéli
mofeni taninem nebo kamencem a dochazeli ke znac¢né lepSim stalostem i vybarveni.
Vysvétlit tento rozpor neumim, mohu jen konstatovat, ze pouziti taninu k predmoieni viny
barvené anthokyany z révy se mi nepotvrdilo jako vhodny postup pro barveni viny ani pro jeji
stalosti.

Vzorky motené kamencem o koncentraci 3 g/litr byly mnohem sytéjsi a jejich svétlostalost
vyhovovala vizudlné stupni 3 modré stupnice stalosti, coz 1ze hodnotit jako jiz pfijatelnou
stalost pro levné odévni textilie.

b) Zdravotni nezdavadnost

Pokud jde o zdravotni nezdvadnost obarvenych tkanin, i zde vidim urcité problémy. Vyssi
hodnoty vyluhovatelné meédi (tab.24) souvisely u tkanin barvenych révovymi vylisky
s vys§imi hodnotami médi v samotnych vyliscich — 1ze ptfedpokladat, Ze jejich zdrojem jsou
postiiky, kterymi vinafi chrani révu pied sktdci (pfedevsim plisni). Nastésti v tomto bod¢ je i
pro détské vyrobky norma dosti mirna (povoleny limit ve vyluzich je 25 mg Cu/kg tkaniny) a
meéfené hodnoty vyluht tento povoleny limit neptekrocily.

Jak ukazuje tab.24, ukazalo se, Ze i samotné tkaniny pouzité k barveni obsahovaly urcité
mnozstvi médi, ktera se v kyselém potu vyluhovala mnohem 1épe nez v alkalickém (pozn.: je
znamo, ze ionty kovil se stavaji v kyselém prostiedi 1épe rozpustnymi — to je napt. i problém
kyselych destt, které jiz jednou usazené a ,,neaktivni® tézké kovy v Zivotnim prostiedi opét
v kyselé vodé¢ ,,aktivuji®, rozpusti a uvedou znovu do ob¢hu), nicméné napft. kysely vyluh z
obarvené baviny tento obsah médi zdvojnasobil az na hodnotu 13.86 mg/kg baviny.

Zajimavé je, Ze i ptes vysoky obsah médi a zinku v extraktech z révovych vyliska (tab.24),
jejichz zdrojem jsou postiiky Kk oSetfeni révy pied Skudci, povrchova prvkova EDS analyza
obarvenych tkanin zaznamenala pouze nepatrna mnozstvi médi a zinku (setiny hmotnostnich
procent), maximaln¢ 0.15 hm.% Cu a 0.11 hm.% Zn u vzorku viny pfedmofené kamencem 0
koncentraci 15 g/litr).

Pti€inou pfiromnosti hliniku ve vyluzich a na povrchu tkanin je mofeni kamencem (siran
draselno-hlinity), jeho vyssi obsah v povrchové vrstvé vlaken (0.22 hm.% na ving, 0.28 hm.%
na polyamidu a 0.78 hm.% na baving) se vSak objevuje az pii mofeni s pouzitim vysoké
koncentrace kamence (15 g/litr).

Navic jiZ nckolikrat zminény predpis Ministerstva zdravotnictvi o hygienickych
pozadavcich na hracky a vyrobky pro déti ve veéku do 3 let (vyhlaska 84/2001 Sbh.) obsahuje
v piiloze ¢. 10 ustanoveni 2, podle kterého hodnota pH vyluhu ziskaného tiepanim 2 g textilie
nebo netkané textilie ve 100 ml destilované vody po dobu 2 hodin pii teploté (20 + 2) °C
nesmi piekrocit limit 4.0 — 7.5, takZe dodatecné okyseleni tkaniny (pro zachovani odstinu pfi
barveni v kyselém pH) zvlaste pro détskou kiizi vhodné neni.

Jak je patrné ztab.26, predepsanou hodnotu pH piekrauje uz samotny vodny extrakt
z vyliskl a roztok motidlové soli, takze neni piekvapenim, ze i vodny vyluh obarvené viny,
ktera ma jiz sama o sob¢ kysely charakter, predepsany limit nesplituje, zatimco ,,zasadita*
bavlna a polyamid ¢aste¢n¢ barvici i motidlovou lazei neutralizuji.
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Zavér:

Vysledky barvicich a stalostnich zkouSek s anthokyany, které byly provedeny, nejsou nijak
prevratné a vcelku odpovidaji ptiivodnimu pfedpokladu: tkaniny se (az na silné kyselé pH)
nebarvi brilantnimi odstiny, spiSe kalnéj$imi, anthokyany meénily odstin podle pH (tato
nestabilita odstinu pochopitelné pfetrvava i po obarveni tkaniny, takze chceme-li zachovat
odstin dosazeny na tkaniné, je nutno také tkaninu nasledné prat v pfiméfeném pH praci 1azné,
jinak se napt. puvodné ,kyselejsi“ do Cervena posunuty odstin zméni vypranim v alkalické
lazni na Sedofialovy!), bavina vzdoruje barveni, piicemz vétsi sytosti vybarveni na baviné lze
dosahnout jen s pouzitim vysoké koncentrace motidlové soli (signifikantniho rozdilu
Vv barveni baviny bylo dosazeno az pii pouziti kamence v koncentraci 15 g/litr!, obr.69),
stalobarevnost na svétle je pomérné dobra jen u vzorkl obarvenych na sytéjsi odstiny, coz je
ptipad viny a polyamidu pfi barveni ,,silnym* extraktem nebo pii pouziti kamence jako
moftidla, stalost v prani byla nejlepsi u obarvené polyamidové tkaniny.

Pti barveni textilii pomoci anthokyanii z révy tedy vyvstava fada problému: bez motidlové
soli se zde prakticky neobejdeme (a v piipadé¢ baviny musi byt pouzita ve velmi vysoké
koncentraci, aby se viibec hlinity iont do vldkna dostal a abychom na ni dosahli syt&jsiho
vybarveni). Vysledny odstin nakonec méni barvu podle pH praci 1azn€ (i kdyz s pouzitim
moftidla tento proces jiz neni tak dramaticky), pfi¢emz navrat ¢astecné rozlozen¢ho barviva
tteba omylem vypraného v bézné alkalické praci 1azni jiz prostym ndslednym okyselenim tak
snadno a kvantitativné do ptivodniho stavu nevratime.

Barveni odévnich textilii révovymi vylisky hodnotim jako velmi problematické a sporné.
Kromé kovli z moteni se do barvené textilie dostavd i meéd’ a zinek, jejichz zdrojem jsou
postiiky chranici révu pred skidci. Je tedy nutné zvazovat, pro jaké aplikace takové odévy
vlastné pouzit. Pfestoze limity pro obsah kovi byly dodrzeny, nepfipada mi barveni vylisky
zrévy vhodné pro détské obleCeni a o pfivlastku ,,bio”“ mam v piipadé barveni vylisky
pochybnosti.

f Krizova, H., Wiener, J., Grégr, J.: Barevné zmeny anthokyanu. Zpravodaj spolku textilnich chemikii a
koloristii. 43. konference TEXCHEM (2011), Pardubice, CR. ISSN 1214-8091

9 Kiizova, H., Wiener, J.: The possibility of textile dyeing with anthocyanins. Sbornik konference.18. mezinar.
konference Strutex, TUL, Liberec (2011), ISBN: 978-80-7372-789-4

h Kitzovad, H., Wiener, J.: VyuZiti vyliskit z modré révy v textilnim prumyslu. Sbornik konference. 8. sympozium
Odpadové forum, Kouty nad Desnou, Czech Rep. (2013), ISBN: 978-80-85990-22-5

' K#izovd, H.: Testovani svétlostalosti textilii barvenych prirodnimi barvivy ze zemédeélskych odpadii. Sbornik

konference. 9. sympozium Odpadové forum, Hustopece, CR (2014), ISBN: 978-80-210-6832-2

J Kitzovd, H.: Testovdni svétlostdlosti vinéné tkaniny barvené anthokyany z vyliskii z modré révy. WASTE
FORUM, Vol. 2 (2014), ISSN: 1804-0195, s. 88-94
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9.4 Experimenty s ¢ervenou iepou K

Extrakce betalainti, barveni i pfedmoteni tkanin probihalo laziiovym zplsobem v barvicim
pfistroji Ahiba Nuance Eco (Datacolor). Pro Gpravu pH barvicich lazni byla pouzita kyselina
octova a uhli¢itan sodny, k pfedmoteni tkanin byl pouzit kamenec v koncentraci 3 g/litr.
Barvena byla vInéna tkanina (153 g/m?), polyamidové tkanina (poylamid 6.6, 78 g/m?) a
smésova tkanina (80% vIna, 20% polyamid, 404 g/m?).

9.4.1 Extrakce betalainu

Extrakce fepnych barviv probihala pii 80 °C v nerezové patroné aparatu Ahiba, kam bylo
davkovano 1.5 g ususeného fepné drti do 200 ml destilované vody. V intervalu 5 — 15 — 30 —
45 a 80 minut byly odebirany vzorky, které¢ byly nasledné¢ proméieny na spektrofotometru
(obr.70) a zaznamenany absorbance obou absorp¢nich maxim, jejich zmény znazornuje graf
na obr.71. Extrahovana barviva byla také proméfena na spektrofotometru vV rizné kyselém
prostiedi (obr.72).

Vysledky:
Abs. \ e
1,6875 - }
45 min.
_ 30 min.
1,1250 -| -
4_’/ J/.b min.
0,5625
0,0000 ‘ . ‘ —
330,0 412,5 495,0 577,5 [nm]
Obr.70 VIS absorpéni spektra betalainit odebiranych v riizném cCase extrakce
2,2 -
1,7
g 12 .
< B betaxanthiny
o
S 07 —e—betacyaniny
o
<
0,2

03 20 40 60 80
doba extrakce [min.]

Obr.71 Zmény absorbance v abs.maximech 476 a 534 nm v zadvislosti na dobé extrakce barviv z cervené repy
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Obr.72 VIS absorpcni spektra Fepného extraktu v rizném pH (stejné koncentrace)

9.4.2 Barveni ¢ervenou Fepou a stalosti

Vlastni barveni testovanych tkanin predmotenych kamencem probihalo spolecné s extrakci
barviv (mofené tkaniny a suSena nahrubo rozdrcena fepna hmota v jedné lazni), coz jednak
cely proces barveni textilii zkrati, zjednodusi, zlevni a také je Setrnéjsi k extrahovanym
barvivim. Z obr.70 a 71 je totiz patrna zna¢na termolabilita ¢erveného fepného barviva.
Casové-teplotni rezim moreni (modra kiivka) a nasledné extrakce barviv s barvenim tkanin
(Cervena kiivka) byly provedeny podle schématu na obr.73. SloZeni barvici lazn€ bylo
optimalizovano pomérem 3:1:50 (3 g susSené fepné drti : 1 g textilie : 50 ml 1azng).

120 +

100 - — harveni
moreni

80 -

teplota [°C]
[=))]
o

40 -
20 A
cas [hodiny]
0 T T T T T 1
0 2 4 6 & 10 12

Obr.73 Casové-teplotni rezim moveni a barveni tkanin éervenou iepou
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Vysledky:

POLYAMID BAVLNA VLNA

Obr.74 Tkaniny obarvené cervenou iepou (tkaniny morené kamencem, 3 g/litr)

Tab.27 L*a*b* hodnoty tkanin z obr.74 (PA = polyamid, CO = bavina, WO = viIna)

Tkanina L* a* b*
PA 90.6 -6.6 35.4
CO 92.0 -1.9 18.9

WO 50.2 24.1 29.4

Obr.75 a 76 Tkaniny obarvené cervenou repou (nahore morené, dole nemorené, zleva doprava: kyselé —
neutralni- zasadité barveni.

Vievo: vinéna tkanina Vpravo: polyamidova tkanina

Obr.77 Morend vinénd tkanina obarvena repou (vlevo 100% WO, vpravo smésova tkanina 80% WO, 20% PA)
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Tah.28 Stdlosti tkanin obarvenych cervenou repou (predmoreno kamencem, 3 g/litr) v mnozstvi 60 g susené

Fepné drti | litr barvici lazné a s pomérem lazné 1:50

Stalost v prani

Stalost na svétle

Material N . < ; .
(stupen Sedé stupnice) (stupeni modré stupnice)
PA 3-4 1-2
CO -
WO 3 1-2

9.4.3 Zdravotni nezavadnost

Tab.29  Obsah tézkych kovii v extraktu z cervené repy a ve vyluzich tkanin obarvenych cervenou Fepou

Tkanina Barveni Mofr‘eni Ni Pb Cr Cu Co Al Cd
[O/t] | [pg/kg] | [ng/ke] | [mglkal | [mokal | [ug/kg] | [morka] | [pg/kg]
dest.voda - - <10 <0.01 | <0.002 | 0.03 <10 | <0.01 <2
extrakt fepa”) - 1484 | 125.0 | 0.095 | 2.5 65 | <05 | 11.4
alkal.pot | - (blank) - 2.1 0.12 | 0.017 | 0.01 | 054 | 0.024 | 0.036
PA - (blank) - 1164 | 379 | 0.88 | 0.71 | 24.66 | 057 3.8
Cco - (blank) - 1379 | 732 | 0.85 | 0.94 | 2551 | 0.59 26
WO - (blank) - 169.9 140 | 087 | 178 | 2591 | 05 12
PA fepa 3 124.4 6.8 088 | 1.35 | 23.02 | 2.15 1.4
WO fepa 3 148.9 11.6 091 | 0.65 | 2232 | 1603 | 04
kys.pot - (blank) - 4.09 0.67 | 0.018 | 0.12 | 0.22 | 0.016 | 0.056
PA - (blank) - 2059 | 667 | 093 | 557 | 1057 | 1.05 45
co - (blank) - 235.9 359 | 092 | 587 | 1352 | 151 36
WO - (blank) - 4919 | 168 | 082 | 635 | 17.07 | <050 | 4.4
PA fepa 3 o544 | 448 | 091 | 6.63 | 11.97 | 2.39 4.2
WO fepa 3 224 4 642 | 081 | 530 | 10.37 | 22.77 | 37

pozn. ) vztazeno na 1 kg susené cervené repy
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Diskuze:

a) Extrakce

Z absorpcnich spekter fepného extraktu na obr.70 a 72 jsou patrna dvé maxima
V absorp¢nim spektru cervené fepy, prvni kolem 476 nm (odpovida zlutym betaxanthinlim) a
druhy kolem 534 nm (odpovida ¢ervenym betakyanum). Je ziejmé, Ze k zdsadni zméné ve
tvaru téchto kiivek dochazi az v siln¢ zasaditém prostiedi (pH 10), kdy se zacina ztracet pik
pro zlutou slozku barviva.

Z grafu na obr.70 vyplyva, Ze idealni doba extrakce ervenych betakyanii je uz pii 80 °C
velmi kratka, a to prvnich 10 — 20 minut od dosazeni extrak¢ni teploty. Pak sice dochézi k
dal$imu nardstu Zlutych betaxantind, ale zaroven k poklesu Cervenych betakyani, coz se
vizualn¢ projevi zménou barvy extraktu z jasné rtizovocervené na cCervenooranzZovou.
Znamena to, ze betakyany v Cervené fepé jsou znacné citlivé na vyssi teplotu, proto byl
extrak¢né-barvici proces optimalizovan tak, aby bylo dosazeno extrakéni a soucasné barvici
teploty kolem 95 °C b&hem cca 20 minut a nasledné se jiZ teplota jen snizovala v postupném
chladnuti.

b) Barveni

Na obr.74 je vidét, ze i mofena bavlna se fepnym extraktem prakticky viibec nebarvi, zato
se ukazal velmi zajimavy efekt rozdilného vybarveni viny a polyamidu — na prvni pohled je
vidét, ze polyamid se barvi pfevazné zlutymi betaxanthiny a na viné¢ dominuje Cerveny
betanin.

Na obr.75 a 76 je piehled barveni viny a polyamidu v rizné kyselé barvici lazni —je vidét
vyrazny rozdil mezi vlnou, kterd se v kyselém a neutrdlnim prostfedi barvi v odstinech od
oranzové do Cervenopurpurové a polyamidovou tkaninou, kterd se barvi pouze odstiny zluté.
Mofteni kamencem tyto barvy jesté zvyraznilo a zjasnilo a naprosto vyjimecny odstin syté
¢ervenopurpurové barvy byl dosazen na predmotené vinéné tkanin¢ barvené v kyselém
prostiedi.

Pti¢iny rozdilné afinity betaxantini a betakyaninti k obéma typtim vlaken vychazeji patrné
z jejich rozdilné chemické struktury: betaxanthiny maji polarngjsi molekuly nez betakyaniny.
Polarngjsi betaxanthiny jsou rozpustnéjsi ve vodé, a tak se rovnovaha mezi soustavou barvici
lazen-vlakno posouva u méné rozpustnych a méné polarnich betakyaninti ve prospéch vlakna.
Navic slabé kyselé prosttedi kyseliny octové zptisobi kromé protonizace aminoskupin viny
také potlaceni disociace karboxylovych skupin obou barviv, kterd jednak jejich rozdilnou
rozpustnost jesté prohloubi a jednak lze fici, Ze zprotonizovana vilna ma v kyselém prostredi
kladnéj$i naboj nez obé barviva (iminoskupiny téchto barviv se protonizuji aZ v siln€ kyselém
pH), tedy zjednoduSené barvivo je ,,zaporngjsi“ nez vinéné vlakno, a tak jsou barviva k viné
do jist¢ miry pfitahovana také na zaklad¢ elektrickych naboji (nebo spiSe jsou méné
odpuzovana na zaklad¢ rizné silnych kladnych naboju).

Hlavni pfi¢inou odliSného vytazeni obou barviv na ob¢ vlakna vSak budou patrné diftzni
jevy. VEtsi a méné ohebna molekula betakyanini pronika do neporézniho polyamidového
vlakna mnohem htife neZ mensi a ohebngj$i molekula betaxanthinu, zatimco do porézniho
vlnéného vldkna pronikaji ob€ barviva. Navic zde jisté¢ hraje roli 1 znacnd chemicka
riznorodost vlny oproti polyamidu, u n¢&jZ dochdzi k vazbam jen se sporadickymi
karboxylovymi a aminoskupinami, které ukoncuji dlouhé¢ tseky jeho alifatickych fetézci.

Odlisnou afinitu barviv z ¢ervené fepy tak lze vyuzit napt. pro dosazeni melirového efektu
pii barveni smésové tkaniny (WO/PA — obr.77 nebo PES/PA, kde se nabarvi pouze polyamid
zluté bez obarveni polyesteru) nebo pfi barveni dvouslozkové vzorované pleteniny.
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¢) Stalosti

Stalost v prani, ktera byla provadéna upravenym postupem na zikladé normy CSN EN
ISO 105-a01 (80 0120), byla u vsech testovanych tkanin primérna: stupen 3 (vinéna tkanina)
a stupen 3-4 (polyamidova tkanina) Sedé stupnice. U tkanin zaroven nedoslo k zapousténi na
doprovodnou vInénou ani polyamidovou tkaninu.

Jak uz bylo zminéno, zasadnim problémem, se kterym se potyka pouziti fepnych barviv i
V potravinaistvi, je jejich nizka svétlostalost. Ta se projevila také u obarvenych tkanin, které
podle modré stupnice dosahly u zluté¢ nabarvenych polyamidovych tkanin pouze stupné 1, u
tmavsSich odstini Cervenopurpurové barvy na vIné max. stupné¢ 2. To znamend, Zze
k vyblednuti barev dochazelo jiz po n¢kolika malo hodinach intenzivniho UV osvitu. Zjisténa
nizka svétlostalost fepnych barviv na tkaninach sice odpovida piivodnimu predpokladu, ale je
Vv piimém rozporu s vysledky prezentovanymi V pracech, které¢ se zabyvaji barvenim betalainy
z opuncie.?% 7273

d) Zdravotni nezdvadnost

Obsah kovu zjistény u fepného extraktu, simulovaného potu a vyluhu z tkanin je uveden
v tab.29. Vsechny testované vzorky splnily limity obsahu kovii ve vyluzich stanovené
vyhlaskou. Vysoké hodnoty hliniku u vzorki obarvenych fepou souvisi s predmotenim
kamencem (siran draselno-hlinity), limit pro vyluhovatelny hlinik vSak v ptedpisu 84/2001
Sb. neni uveden.

Zavér:

Zda se, ze odpad z Cervené fepy, ktery vznika v potravinaiském prumyslu at’ uz jako
drcend hmota po extrakci fepné $tavy nebo v podobé slupek z fepy zpracované do salatd,
muze pred recyklaci poslouzit jako zdroj barviv pro barveni viny a polyamidu. Odli$na afinita
obou v fepé pfitomnych barviv k témto dvéma textilnim materialim je zajimavym aspektem
tohoto barveni. Lze toho vyuzit k melirovani a dalsim efektim pfti pouziti smésové tkaniny ¢i
pleteniny. Naprosto vyjime¢ny odstin syté ¢ervenopurpurové barvy byl dosazen na kamencem
pifedmotené vInéné tkaniné pii barveni v okyselené lazni. Zavaznym problémem je vSak
velmi mala svétlostalost dosazenych odstinii a také termolabilita extrahovaného Cerveno-
purpurového betakyanu betaninu.

Obsah kovl v pouzitém materialu splnil zdravotni limity dané vyhlaskou, ale protoze jde o
ptirodni produkt, je tento obsah zavisly na podminkach péstovani, a proto i zde plati totéz, co
jiz bylo feceno u barveni dubovou ktlirou: pii primyslovém pouziti by mél byt samoziejmosti
monitoring obsahu Skodlivych latek v tomto materialu.

K Krizova, H.: Dyeing of woollen and polyamide fabrics by beetroot waste from cannery. WASTE FORUM, Vol.
2 (2015), ISSN: 1804-0195, s. 57-63
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9.5 Experimenty s flavonoidnimi barvivy ze Zlutych kvétu |, m

K barveni vinéné tkaniy pfedmoiené chloridem cinatym byly vybrany zluté kvéty téchto
bylin a kefu: zlatice prostiedni (Forsythia intermedia), janovec metlaty (Cytisus scoparius),
azalka Zluta (Rhododendron luteum), zakula (kerie) japonska (Kerria japonica "Pleniflora™),
fepka olejka (Brassica napus) a smetanka (pampeliska) 1ékatska (Taraxacum officinale),
jejichz piehled je v tab.30. Vétsina téchto rostlin obsahuje flavonoidni barviva, ale v zékule,
fepce a pampeliSce jsou obsazeny i karotenoidy a xantofyly (napf. lutein), coz jsou krome
zlutych barviv také zhasece volnych radikala.

Tab.30 Prehled rostlin s obsahem Zlutych barviv v kvétech pouzitych k barveni vinéné tkaniny

N . v Doba Hmotnost
Cislo Rostlina Latinsky nazev Celed’ kvétu vt
1 Zlatice Forsythia
prostiedni intermedia Oleaceae V-V 0.04
. Cytisus
2 Janovec metlaty scoyparius Fabaceae | V- VI 0.1
o1z Rhododendron
3 Azalka 7luta luteum Ericaceae | V -VII 0.3
4 Zakula jap()nSké Kerria japoniCa Rosaceae IV -V 0.6
5 Repka olejka | Brassicanapus | grassicaceae | IV -V 0.03
6 Pampeliska Taraxacum
1¢katska officinale Asteraceae | IV -X 0.8

9.5.1 Mofeni vinéné tkaniny chloridem cinatym

VInéné tkanina byla predmotena roztokem chloridu cinatého o koncentracich 0.5, 1,2, 3 a
6 g/litr moftici lazné. Mofeni probihalo pti poméru 1:50 (1 g textilie:50 ml lazn€). Mofici
lazen s textilii byla pfivedena k varu a nasledné ponechéna 12 hodin v chladnuti.

Vysledky:

Obr.78 Neupravend vina (SEM, 2500x) Obr.79 Vina morend SnCl, 0 koncentraci 6 g/litr
(SEM, 2500x)
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Tab.31

EDS analyza vinené tkaniny morené riznymi koncentracemi SnCly s barvenim i bez barvent

Koncentrace C N 0 S cl Sn Celkem
SnCl: [g/litr]
[atom. %] | [atom. %] | [atom. %] | [atom. %] | [atom. %] | [atom. %] | [atom. %]

nemof.vina 50.73 21.68 24.76 2.63 0.00 0.00 100.00
0.5 barveno 48.15 15.33 28.41 2.12 0.00 6.00 100.00
2.0 barveno 48.39 13.93 28.19 2.14 0.00 7.34 100.00
3.0 barveno 49.09 12.30 28.95 1.93 0.04 7.69 100.00
6.0 barveno 48.13 12.40 29.34 1.85 0.03 8.24 100.00

6.0 44.32 16.08 25.15 2.11 1.64 10.71 100.00

nebarveno

9.5.2 Barveni morené vinéné tkaniny Zlutymi kvéty, stalosti

Vyzdimané predmoiené tkaniny byly pieneseny do barvici 1dzn€ tvofené destilovanou
vodou a Cerstvymi kvéty. Barveni probihalo pfi poméru 1:100:20 (1 g tkaniny:100 ml vody:20
g Cerstvych kvétn). Barvici lazen byla pfivedena k varu, ve kterém byla ponechana 15 minut,
nasledné lazent samovolné chladla a tkaniny z ni byly vyjmuty aZ po 24 hodinach. Obarvené
tkaniny byly dikladné¢ vyprany s pouzitim praciho prostifedku bez enzymi, optického
zjasnéni, fosfatl i bez alkalizace a vysuseny pii 50 °C

Vysledky:

Tab.32 L*a*b* hodnoty vinéné tkaniny obarvené kvétem zlatice pii riizné koncentraci
predmoreni cinatou soli

Koncentrace

SnCl, [g /litr] L* a* b*
0.5 74.5 0.0 60.0
2.0 76.9 -0.5 58.1
3.0 69.0 -0.9 56.2
6.0 63.9 -2.4 52.0

Tab.33  L*a*b* hodnoty tkanin obarvenych riiznymi zlutymi kvéty (koncentrace SnCl,
2 gllitr, mnozstvi kvetii 200 gllitr, pomér lazné 1:100)

Rostlina ¢. L* a* b*

1 76.9 -0.5 58.1

2 73.8 6.4 72.1

3 79.4 -0.3 39.1

4 80.2 -1.3 37.1

5 80.7 -0.1 63.0

6 76.4 3.6 69.2
neobarvena vina 85.3 -1.6 18.4
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Obr.81 Hyper- a bathochromni posun UV/VIS spektra extraktu z kvétii zlatice po piidani chloridu cinatého
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Obr.82 KIS funkce tkanin obarvenych Zlutymi kvéty
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Tab.34 Stdlosti vinénych tkanin obarvenych zlutymi kvéty

Rostlina ¢&. Stélosfﬁ Sv,étl(’;
V prani stalost
1 5 5-6
2 5 5
3 5 s
4 5 4
> 5 5-6
6 5 5-6

pozn. 2 stupné Sedé stupnice, ° stupné modré stupnice

9.5.3 UV protektivni vlastnosti tkanin obarvenych Zlutymi kvéty

V tomto experimentu byla zjistovana schopnost barviv ze zlutych kvéti ¢.1-6 (viz tab.30)
pohlcovat UV zéfeni a likvidovat vzniklé volné radikaly. V extraktech z kvéti byl zjistovan
obsah celkovych polyfenoli a pribéh jejich UV/VIS absorpénich spekter, u obarvenych
tkanin byla proméfena remise, transmise UV-A zafeni, UPF ochranny faktor a také schopnost
zhaset radikal DPPH i poté, co byla barviva natazena na namotené vinéné vlakno.

VInéné kanina byla pfedmotena roztokem chloridu cinatého o koncentraci 2 g/litr. Moteni
probihalo pii poméru 1:50 (1 g textilie:50 ml lazn€). Mofici lazen s textilii byla pfivedena k
varu a nasledné€ ponechdna 2 hodiny v chladnuti.

Vyzdimané predmoiené tkaniny byly pieneseny do barvici 1dzn€ tvofené destilovanou
vodou a Cerstvymi kvéty. Barveni probihalo pfi poméru 1:100:20 (1 g tkaniny:100 ml vody:20
g Cerstvych kvéta). Barvici lazen byla pfivedena k varu, ve kterém byla ponechdna 15 minut,
nasledné lazent samovolné chladla a tkaniny z ni byly vyjmuty aZ po 12 hodinach. Obarvené
tkaniny byly dikladné¢ vyprany s pouzitim praciho prostiedku bez enzymi, optického
zjasnéni, fosfati i bez alkalizace a vysuSeny pii 50 °C.

Vysledky:

Tab.35 Porovndni obsahu fenolii v kvétech a schopnost obarvené tkaniny zhdset volné radikaly vyjadiend v
barevném rozdilu na barevné ose b (systéem CIE-Lab) po aplikaci 10 uL roztoku DPPH

Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6
Fenoly (A765 nm) 1.86 1.96 0.93 1.24 0.74 0.53
A b* 6.3 2.1 0.1 3.9 5.0 0.4
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Obr.83

60 -

3 — 1. zlatice
g — . janovec
T 40 -
= =3 azalka
=
& —4. zdkula

20 - —5. fepka

. pampeliska
0 T T 1
400 500 vinova délka [nm] 600 700

12

—1 . zlatice
10 - — . janovec
g . =3 azalka

—{, zdkula

=5 Fepka

Transmise [%)]
[=)]
|

=6, pampeliska

= Pyank

330 350
vinova délka [nm]

Remisni kiivky viny oSetrené cinatou soli (blank) a tkanin obarvenych riiznymi zlutymi kvéty

Obr.84 Transmise zdreni o vin.délce 290 - 400 nm u nacinované viny (blank) a u tkaniin obarvenych

Zlutymi kvéty z tab.33

Tab.36 UPF hodnoty testovanych obarvenych tkanin

. vina + SnCl;
Vzorek ¢. (blank) 1 2 3 4 5 6
UPF 88.5 186.1 319.3 164.7 173.6 196.4 261.0
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Diskuze:

a) Moieni

VInéna tkanina byla motena riznymi koncentracemi chloridu cinatého (od 0.5 g do 6 g na
litr). Ukazalo se, ze vyssi koncentrace cinaté soli maji velmi destruktivni G¢inek na vinénou
tkaninu. Napf. vinéna tkanina mofena cinem o koncentraci 3 g/litr se oproti tkanin¢ motené
koncentraci 0.5 g/litr srazila v kazdém sméru zhruba o 13%. Vyssi koncentrace cinaté soli (6
g/litr) krom¢ srazeni viny zpusobila i vyrazné zmény omaku (drsnost) a drastické snizeni
pevnosti tkaniny. Obr.78 a 79 znazornuji snimky ze SEM neupravené viny a viny moiené
koncentraci SnCl 6 g/litr po dobu 12 hodin.

U vzorki vinénych tkanin obarvenych kvétem zlatice s pfedmotenim chloridem cinatym o
koncentracich 0, 0.5, 2, 3 a 6 g/litr a u neobarveného vzorku vinéné tkaniny, ktera byla pouze
mofena nejvysSi koncentraci cinaté soli, byla provedena EDS prvkova analyza povrchu
vldken (tab.31). Je patrné, ze nasledny barvici proces snizil ptivodni obsah cinu na nejvice
pfedmoiené tkanin€ (z piivodnich 10.71 na 8.24 atomovych %) a také, Ze na rozdil od pouze
moiené tkaniny jsou po barveni zbytky chloru na vldknech jiz prakticky nulové. To vylucuje
poskozeni viny vznikem chloraminil. Nepfili§ velké rozdily v obsahu cinu na povrchu vldken
(6 az 8.24 atomoovych %), ktera byla pied barvenim motena koncentracemi SnClz od 0.5 do
6 g/litr potvrzuji, ze ptilisné zvySovani koncentrace mofidla neni pro vazbu s barvivem
z kvéta efektivni a Ze koncentrace cinaté soli 0.5 - 2 g/litr je dostate¢na k saturaci vinéného
vldkna cinem pfi poméru 1 g tkaniny: 50 ml vody. Také vzhledem k toxicité cinu je Zadouci
pouziti tohoto motidla minimalizovat.

Nartst obsahu kysliku v obarvenych pfedmotenych vldknech souvisi jednak s mnozstvim
navazaného organického barviva, ale vyssi obsah kysliku byl zaznamenén i u neobarveného
vlakna po mofeni cinem. To muze souviset s poSkozenim vinéného vladkna nebo ztratou
epikutikuly vlivem cinaté soli, diky kterému se vlakno stane hydrofilngj$im (na obr.79 je
patrné, Ze upravené vlakno nabobtnalo a je siln€jSi neZ neupravené vldkno na obr.78 ve
stejném zvétSeni) a vyssi atomoveé % kysliku tedy souvisi 1 s vy$$im obsahem vody vdzané na
vlakno.

Chlorid cinaty je silné redukéni cinidlo, které muze na vinéném vlakné napadat i
disulfidické mustky Vv jeho struktufe — to mize byt jednou z pfi¢in ztraty pevnosti. Redukci
disulfidickych mustkii, aminoskupin a snad i imind v peptidickych vazbach keratinového
vlakna mohou v kyselém prostiedi vznikat plynny amoniak (NHz3) a sirovodik (H2S), které pti
tepelné upravé uniknou, coz mizZe vysvétlovat, pro¢ u predmoiené a obarvené viny doslo
k ubytku dusiku a siry.

b) Barveni

Tab.32 obsahuje piehled L*a*b* hodnot vinéné tkaniny obarvené extraktem z kvéti zlatice
pfi riznych koncentracich pouzitého moftidla. P€kné jasné Zluté zbarveni méla tkanina uz pii
minimalni koncentraci SnClz 0.5 g/litr, pti koncentraci 2 g/litr se odstin prohloubil, ale pfi
dal$im ristu koncentrace se krom¢ vyse uvedenych zmén tkaniny odstin zakalil a tkanina
ziskala "Spinavy" nadech. Optimalni koncentrace pro pfedmoteni vinéné tkaniny je tedy 0.5 -

2 g/litr cinaté soli pfi poméru lazné 1:50.

Tab.33 obsahuje ptehled vysledkti barveni (CIE-Lab hodnoty obarvenych tkanin pii
pouziti mofidla o koncentraci 2 g/litr). Ptehled v této tabulce ukazuje, Ze odstiny obarvenych
vinénych tkanin se liSily u vzorkl barvenych zlatici, janovcem a pampeliSkou (¢. 1, 2 a 6)
pfedevSim v niz§i hodnoté jasu L* (odstiny téchto obarvenych tkanin byly temné&j$i a sytéjsi)
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a také velmi mirnym posunem k ¢ervené barveé, nicméné vSechny vzorky byly obarveny na
pékné a Cisté odstiny zluté barvy. VSechny obarvené tkaniny vykazovaly vybornou stalost
Vv prani (stupennt 5) a velmi vysoké svétlostalosti — tkaniny obarvené zlatici, fepkou a
pampeliskou dokonce stupeit 5 — 6 modré stupnice!

Na obr.81 je dobie vidét, ze chlorid cinaty pusobi v reakci s rostlinnym extraktem
okamzitou vyraznou zménu jeho spektra (ptidano nékolik kapek cinaté soli pfimo do kyvety s
extraktem ze zlatice). Po pfidani SnClz doslo k hyper- i bathochromnimu posunu spektralni
absorp¢ni kiivky extraktu, coz se projevilo sytéj$§im a temnéjSim odstinem zluté az oranzové

barvy.

¢) Absorpce UV zdreni

Jak bylo popséano v teoretické ¢ati, predpoklada se, ze flavonoidy (ale i karotenoidy nebo
anthokyany) plni v rostlinach roli jednak zachytu pro tkan¢ rostliny nebezpecného UV zaieni
(uvédomme si, ze vétsin téchto zlutych kvéth se objevuje na jare, kdy je slunecni svit v nasi
zemépisné Sifce nejprudS$i — Zemé prochdzi 4. ledna pfislunim, perihéliem, a intenzita
slune¢niho zéfeni je v dobé konce zimy a pocatku jara v severnich Sitkach nejvyssi) a jednak
antioxidantl a lapacii vznikajicich radikala

Absorpcni spektra extrakt z kvéti (obr.80) vykazuji podobny pribéh absorpénich kiivek,
jejichz maxima se pohybuji kolem 330-340 nm, coz je oblast blizkého UV zafeni.
Porovnejme tato absorpéni maxima barviv v roztoku s obarvenymi tkaninami: remisni kiivky
Vv oblasti viditelného svétla znazornéné na obr.83 ukazuji, ze hodnoty remise (reflektance)
zateni u obarvenych tkanin jsou v oblasti 400-450 nm velmi nizké a dochazi zde tedy k
silné absorpci zafeni obarvenou tkaninou. Spojenim barevnych extraktl z kvétd s vinénou
tkaninou a s cinatou soli dochdzi ke vzniku komplext, jejichz disledkem je zvySeni
barevnosti a bathochromni posun (smérem k del§$im vlnovym délkam). Takze zatimco
samotné extrakty z kvéti absorbuji nejvice vinové délky do cca 380 nm, obarvené motené
tkaniny posouvaji tuto absorpci az do ptiblizn¢ 450 nm.

Na obr.82 jsou vyneseny pribéhy Kubelka-Munkovy funkce (K/S hodnoty) v zavislosti na
vlnové délce. U vSech vzorki je patrné, Ze K/S je maximalni v oblasti blizkého UV zéteni a
s rostouci vinovou délkou klesa, coz znamena, ze pfitomnost barviva ve hmoté vlakna vede
k silné absorpci UV zafeni, smérem k del$im vinovym délkam pievazuje rozptyl svétla.

Podobné také transmise blizkého UV-A zafeni o vinové délce 290-400 nm obarvenymi
tkaninami méla ve srovnani s neobarvenou vinénou tkaninou velmi nizké hodnoty (obr.84) a
s tim souvisi vysoké hodnoty UPF (tab.36), které predev§im u tkanin obarvenych kvétem
janovce a pampelisky vysoce piekracovaly hodnoty definované jako ,,vyborna UV ochrana®.
Vzhledem k pouzité vinéné tkanin€ s vysokou dostavou, kterda sama o sobé mé&la UPF 50+
(88.5), vykazovaly pochopitelné vSechny testované vzorky vybornou ochranu pied UV
zafenim, ale prib&éh K/S funkci obarvenych tkanin na obr.82 ukazuje zna¢né rozdily mezi
obarvenymi tkaninami, které se nasledn¢ promitly i do UPF hodnot (tab.36). Zatimco
neobarvena tkanina za¢ina propoustét zareni s vinovou délkou uz kolem 305 nm (obr.84),
obarvené tkaniny zacaly propoustét svétlo az s vinovou délkou kolem 330 nm. Samotné
zbarveni zpusobilo u testovanych vzorki hodnoty UPF od 164.7 (azalka) do 319.3 (janovec).

Nejvyssi UPF hodnoty ze vSech testovanych vzorkd byly naméfeny u tkaniny obarvené
flavonoidnimi latkami z kvétd janovee (UPF 319.3), coz byla napt. ve srovnani s tkaninou
obarvenou Zlutou azalkou (UPF 164.7) témét dvojnasobnd hodnota. Také UPF hodnota
tkaniny obarvené kvétem pampelisky, jejiz hlavni latkou zodpovédnou za zluté zbarveni je
karotenoid epoxylutein a jejiz jasny syty odstin zluté se velmi podobal odstinu tkaniny
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obarvené janovcem, byla velmi vysoka (UPF 261). Zaroven si ob& tyto tkaniny i po
dikladném vyprani zachovaly vedle tkaniny barvené azalkou také nejlepSi schopnost
likvidovat volné radikaly (viz dale).

d) Zhaseni volnych radikalit

Tab.35 obsahuje pichled obsahii fenolickych skupin ve vodnych extraktech ze stejnych
hmotnosti kvéti (oznaceno ,,Fenoly (A7es nm)*). Jde o absorbance extraktt pii 736 nm po
pridani Folinova Cinidla, tato hodnota je pfimo umérna celkovému obsahu fenolickych skupin
Vv kvétech.

Schopnost obarvenych tkanin zhéaset radikaly byla testovdna zménou barvy textilie
zpusobené nanesenym roztoku radikdlu DPPH. V pfipadé¢ nereagujici textilie nedoslo
k odbarveni DPPH — skvrna ztistala fialova - A b* v Lab soufadnicich je vysoka kladna.
V piipadé textilie zhasejici radikaly doslo k odbarveni DPPH — skvrna se odbarvila - A b*
v Lab soufadnicich je nulova (tab.35).

Nejvyssi obsah fenolickych skupin obsahovaly extrakty z janovce a zlatice, nejméné z
kvétu pampelisky. Nizky obsah fenolickych skupin v extraktu z kvéta pampelisky a piesto
syty a do oranzova posunuty odstin tkaniny nabarvené jejimi kvéty potvrzuji skute¢nost, Ze i
kdyz jsou v pampelisce také pritomna flavonoidni barviva, za zlutou barvu v tomto kvétu je
zodpovédny z v&tsi ¢asti karotenoid epoxylutein.?®® Nejsilngji byl radikal DPPH deaktivovéan
ve tkanin¢ obarvené kvétem azalky (vzorek 3), pampelisky a janovce (vzorky 6 a 2).

e) Dalsi aspekty

K barveni vIinéné tkaniny pfedmoiené SnCl> v koncentraci 2 g/litr byly pouzity stejné
hmotnosti ¢erstvych kvéta (200 g/litr). VSechny pouZité kvéty obarvily vinénou ptedmotenou
tkaninu na jasné zluté odstiny, z nichZ nejsytéjsi byly vzorky obarvené zlatici, janovcem,
fepkou a pampeliskou. Nicméné domnivam se, Ze janovec neni ideélni rostlinou pro barveni
vlny, protoze je mirné jedovaty (obsahuje nékolik Ilupanidinovych alkaloidi a
kardiotonickych glykosidii®®®) a jeho kvét bez kvétniho kalichu ma malou hmotnost (0.1 g).

Repka olejka je v poslednich letech diky Evropské unii a jeji kontroverzni podpote
alternativnich energetickych zdroji péstovana na obrovskych plochach evropské zemédélské
pudy, na mnoha mistech také zplanuje a lze ji povazovat za Siroce dostupnou v relativné
kratkém ro¢nim obdobi jeji vegetace, nicmén€ hmotnost jejiho cerstvého kvétu bez kalichu je
také velmi mala (pfiblizné€ 0.03 g).

Kvét pampelisky mél jasny syty odstin Zluté, ktery se velmi podobal odstinu tkaniny
obarvené janovcem a zlatici. Navic kvét pampeliSky ma ze vSech testovanych kvéth nejvetsi
hmotnost (kolem 0.8 g) a k obarveni 10 g tkaniny v 1 litru vody postacuje cca 250 kvéti na
odstinu bez ptimési chlorofylu ocistit od zelenych piimési (stonky, kvétni lizka a kalichy) cca
2000 kvéth, u zlatice je potfeba natrhat az 5000 kvéth a v ptipad¢ fepky dokonce az 6 a pil
tisice kveta!

Pampeliska je hojné rozsifena plevelna rostlina sttedoevropské ptirody. Kromé toho, Ze je
nenarocna na pudu a vyskytuje se od nizin do vysokych horskych poloh, je také zaroven
naprosto bezpe€na, netoxickd a na rozdil od ostatnich testovanych rostlin, které kvetou jen
kratce na jafte, je jeji kvét po vétSinu roku Siroce dostupny, protoze kvete s malou letni pauzou
prakticky nepftetrzité od jara do podzimu (tab.30).
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Zavér:

Ukézalo se, Ze k predmofeni vinéné tkaniny chloridem cinatym pro barveni zlutymi kvéty
s obsahem flavonoidii a karotenoidldi z jarnich zlutych kvétd bohaté postacuje minimalni
koncentrace 0.5 g SnCly/litr, maximaln¢ vSak 2.0 g/litr. Vyssi koncentrace mofidla jiz
nepiizniveé ovlivituje vlastnosti vinéné tkaniny i finalni odstin.

Zda se, ze je mozné dosahnout péknych zlutych odstinii s vysokymi stdlostmi na vinéné
tkanin€ pomoci rozmanitych zlutych kvétli s obsahem flavonoidii nebo karotenoidi a
xantofyll. Ze Sesti testovanych rostlin (zlatice, janovec, azalka, kerie, fepka a pampeliska) je
nejidealnéjsim kandidatem k tomuto pouziti kvét pampelisky 1ékatrské. Vzhledem k jeji Siroké
dostupnosti, dlouhé¢ dobé¢ kvétu, netoxicnosti, velkému kvétu, peknému zlutému odstinu,
kterym barvi cinem pfedmofenou vinénou tkaninu a velmi vysoké stalosti v prani |
svétlostalosti, je kvét pampelisky ve stiedni Evropé ideadlnim materidlem pro ptirodni barveni
viny.

Také se ukazalo, ze rtizné zluté kvéty keta 1 bylin stfedoevropské piirody, které obsahuji
flavonoidy a karotenoidy, mohou byt s uspéchem pouzity i pro pfipravu tkanin s vysokym
UPF, svybornou UV absorpcni schopnosti a také schopnosti eliminovat Skodlivé volné
radikaly. Nejlepsi UPF hodnoty a zarovein vybornou schopnost likvidovat volné radikaly
v kontaktu s obarvenou tkaninou byly zjistény u tkaniny obarvené kvétem janovce metlatého
a pampelisky, ale vzhledem k obsahu lupanidovych alkaloidl v janovci se domnivam, zZe je
pfeci jen ideédln&jsi volbou 1 vtomto ohledu opét naSe obycejnd, vSude hojnd a krasna
pampeliska.

I Kiizovd, H., Wiener, J.: Dyeing of woollen fabrics pre-treated with tin chloride using yellow blossoms from
Central European contryside. AUTEX Research Journal (recenzni fizeni)

M Kiizova, H., Wiener, J.: Comparison of UV protective properties of woollen fabrics dyed with yellow natural
dyes from different plant sources. AUTEX Research Journal (recenzni iizeni)
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9.6 Testovani antioxida¢nich vlastnosti polyfenoli

9.6.1 Cyklicka voltametrie™ °

Méfenim byla ovéfena platnost Randles-Sevéikovy (4) (respektive Berzins-Delahayovy
(5)) rovnice, podle kterych je hodnota proudového piku (zde 1. oxidacni anodicky pik
kyseliny gallové) pfimo imérna 2. odmocnin¢ skenovaci rychlosti (obr.85 a obr.86).

Zapojeni:

skelny uhlik (pracovni elektroda)

argentochloridova elektroda (referentni elektroda)

platinova elektroda (pomocna elektroda)

Hardware:

Potenciostat / Galvanostat Autolab 12/30/302 (Metrohm)

Software:

GPES (General Purpose Electrochemical System for Windows — version 4.9.007)

Analyt:
kyselina gallova (0.5 mM)

Elektrolyt:

syntetické vino (12% etanol v/v, kyselina vinna 0.033 M, pH 3.6 upraveno ptidavkem 1M
NaOH)

Skenovaci rychlosti: 20, 50, 100 a 200 mV/s

Rozsah potenciali: 0—-1.2-0V

Cyklovoltamogramy ¢erveného a bilého vina

Byly proméfovany cyklovoltamogramy cerveného a bilého vina: ¢ervené vino Cate de
Nuits, které pochazi z Burgundska, departement Cote d'Or (Zlaté pobiezi), z vinic v okoli
obce Nuits-Saint-Georges, ro¢nik 2011 (fedéni 10, 100, 200, 400 a 800x), bilé vino Les Chais
de Bacchus, coz je je stolni vino z regionu Languedoc-Roussillon, departement Gard, z okoli
meésta Nimes, rocnik 2008 (fedéni 10x a 40x).

Vysledky:
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Obr.85 Cyklovoltamogramy 0.5 mM kyseliny gallové Obr.86 Linedrni zavislost ptkového proudu
pri ruznych skenovacich rychlostech na 2. odmocniné skenovaci rychlosti
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Obr.87 Cyklovoltamogramy cerveného vina Céte de Nuits Obr.88 Cyklovoltamogramy bilého vina
(2011), Fedéni 10x az 800x Les Chais de Bacchus (2008), Fedeni 10 x a 40x

Diskuze:

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o smés velkého mnozstvi polyfenolickych latek, neni na
voltamogramu pochopitelné mozné rozeznat jednotlivé komponenty. Piky rtznych
elektrochemicky oxidovanych substanci se tak schovavaji pod Sirokou vinou, kde jsou 2 az 3
oxidac¢ni anodické piky pouze naznaceny, u ¢ervenych vin pfedevsim v oblasti kolem 0.7 V,
coz muze odpovidat vysokému obsahu kondenzovanych taninti, které jsou obsazeny hlavné
Vv révovych jadérkéch.

Oligomerni taniny a anthokyany jsou pfitomny piedev§sim ve slupce modrych hroznt,
taniny s vy$$im polymera¢nim stupném jsou obsazeny hlavné v hroznovych jadérkach a
v tfapinach. Rozdilny obsah polyfenolti v bilych a cCervenych vinech je dan nejen jejich
odlisnym obsahem v bobulich, ale i odliSnym zplisobem jejich zpracovani. Bil4 vina se vyrabi
kvasenim vylisované §tavy, kdezto u Cervenych vin se nechava lisovana stava néjakou dobu
macerovat a nakvaset spolecné s drcenymi bobulemi. Béhem této doby do vina piechdzeji
barviva a tiisloviny ze slupek, pecek a ptipadné tiapin. Cervena vina jsou tedy z tohoto
pohledu mnohem ,zdravéjsi“ nez bild, a to diky wvysokému obsahu polyfenola
s antioxidac¢nimi, protizanétlivymi 1 kardioprotektivnimi vlastnostmi (katechiny, resveratrol,
kvercetin, anthokyany — glykosidy malvidinu, kyanidinu a dalsi mono-, oligo- i polymerni
flavonoidy), na druhou stranu jsou taniny hlavni pficinou trpké chuti ¢ervenych vin.

Zréani Cerveného vina je proces, pii kterém béhem nékolika mésict az let dochazi ve viné
k mnoha zménam — nejkvalitngji zraji vina v dfevénych sudech (barriques), od nichz
pfejimaji nejen typickou pfichut’ podle druhu dieva, ale je zde zarucen i optimalni ptistup
kysliku.

Mikrooxidace je nutnd k pfeméné etanolu na acetaldehyd, ktery nastartuje kondenzacni
reakce anthokyant. V prubéhu zrani se obsah puvodnich nizkomolekularnich anthokyant
postupné snizuje a vznikaji oligomerni anthokyany a kondenzované taniny, které zpusobi
jednak zménu barevnosti vina (n&které az k modrofialovym odstinim, jiné spise
k oranzovym), jednak zmény chuti. Nerozpustné taniny se usazuji na dn¢ ve form¢ sraZeniny
a jsou odfiltrovany.?°

JiZ na prvni pohled je zifejmé, Ze obsah polyfenolti v Cervenych vinech je mnohem vétsi
nez v bilém ving, porovnanim voltamogrami a vzhledem k fedéni vzorkl lze konstatovat, Ze
¢ervena vina obsahuji zhruba 5x vice oxidovatelnych substanci, pfedev§im anthokyand a
taninll. Obsah polyfenolii v Cervenych vinech se bézné pohybuje kolem 3 g/litr vina, v bilych
vinech pod 0,5 g polyfenoliy/litr vina.3%0: 271
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Porovnani cyklovoltamogramiu a UV spekter Kkyseliny tfislové a vitaminu C vystavenych
oxidacni zatézi ozonem

100 ml 0.5 M roztoku kyseliny tfislové a askorbové byly po dobu 20 minut probublavany
ozonem v ozonizéru s pratokem 4 litry/min. a vykonem piiblizné 3 mg Oaz/litr vzduchu,
prabézné byly odebirdny vzorky pro elektrochemické méfeni a UV spektrofotometrickou
analyzu.
Ptistroje:
Generator ozonu
Elektrochemické pracovni stanice CHI660C (Chenhua, Cina)
UV/VIS spektrofotometr UV-1600 PC (Mapada, Cina)

Cyklickou voltametrii byly promé&fovany ptivodni 0.5 mM roztoky a dale tytéz roztoky po
1 a 3 minutdch ozonizace. Dale byla proméfena absorpéni UV spektra roztokt 0.5 mM
kyseliny askorbové a kyseliny ttislové, které byly vystaveny ptsobeni ozénu po dobu 0 az 20
minut.
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Obr.89 Cyklovoltamogramy 0.5 mM kyseliny askorbové vystavené piisobeni ozénu (0, 1 a 3 min.)
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Obr.90 Cyklovoltamogramy 0.5 mM kyseliny tiislové vystavené piisobeni ozénu (0, 1 a 3 min.)
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Obr.92 UV spektrum kyseliny tiislové po ozonizaci (0 az 20 minut)

Diskuze:

Z voltamogramu i absorpéniho UV spektra kyseliny askorbové (obr.89 a obr.91) vystavené
silnému oxida¢nimu G¢inku ozoénu je ziejmy rychly pokles obsahu této latky jiz v prvnich 3
minutach, kdy dochézi k oxidaci na kyselinu dehydroaskorbovou.

Polymerni kyselina tfislova sice vykazuje pomalejsi pokles absorban¢ni viny v UV spektru s
maximem kolem 280 nm v priibéhu 20 minut ozonizace (obr.92), nicmén¢ na voltamogramu
(obr.90) je zifejmé, ze jiz v prvnich 3 minutach dochazi k vyraznym zménam - druhy anodicky
oxidacni pik v 0.8 V se ztraci a dochazi k nartstu v oblasti prvniho anodického piku pii 0.5 V.
To muze byt zplsobeno rozkladem kyseliny tfislové na monomerni jednotky (kyseliny
gallové), jejichz narlst je na voltamogramu indikovéan niz§im oxida¢nim potencidlem.
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Zavér:

Cyklickd voltametrie je velmi citliva analytickd metoda. Jeji vyhodou je kromé vysoké
citlivosti (zaznamena koncentrace analytu fadové 10° M/litr) i velmi mala spotfeba vzorku, je
to metoda relativné levna a z jednoduse méfitelnych veli¢in (el.proud, potencial, naboj, ¢as)
1ze velmi rychle ziskat zaznam obsahujici celou fadu informaci. To, ze jsou primarné méfeny
elektrické veliciny, také znacn¢ usnadiuje nasledny sbér a pocitacové zpracovani dat, protoze
jiz neni tfeba méfené signaly na elektrické veli¢iny prevadet.

Domnivam se, Zze cyklickd voltametrie neni metodou pfiliS robustni. Pravé proto, ze je
velmi citliva, je riziko vneseni chyby do méfeni znacné, at’ jiz jsou to chyby zpisobené
odchylkami v nékteré z elektrod nebo samotnou obsluhou pfistroje.

Dal$im problémem je neustdld nutnost ¢isténi a lesténi povrchu pracovni elektrody, na
kterou se s kazdym skenem naadheruje vrstvicka zoxidovaného polyfenolu a s kazdym dalSim
skenem je proudova odezva slabsi. I ptes stale stejnou metodiku Cisténi se velmi Casto stane,
ze tyz analyt nedavd stejnou proudovou odezvu pii opakovanych skenech vlivem
nedostate¢né vylesténého povrchu pracovni elektrody.

Cyklicka voltametrie také neni ptili§ specifickou metodou a ttebaze hodnoty potencialu, pfi
kterych dochézi ke vzniku redox piki, jsou kvalitativni charakteristikou, neni pro kvalitativni
analyzu piili§ vhodnd, protoze podobnou odezvu muze davat mnoho latek. Také hodnoty
metfeného elektrického proudu v sobé zahrnuji fadu faktort, (tzv. ,,agregatni* charakter
proudu), protoze vysledny proud je souhrnem rdznych typt proudd (kapacitni, difuzni,
elektrolyticky). Je tedy vhodné kombinovat cyklickou voltametrii s dal§imi nejlépe on-line
metodami, napif. s UV/VIS/IR spektroskopii, coz v sobé idealné spojuje obor
spektroelektrochemie.

Cyklickou voltametrii v klasickém zapojeni je vhodné povazovat spiSe za doplitkovou
analytickou metodu, kterd piinds$i cenné informace o elektrodovych dé&jich, o pohybu
elektroni a redox zménach konkrétniho analytu. Cilem této prace bylo naznacit, jaké
praktické informace lze ziskat klasickou cyklickou voltametrii v ptipadé polyfenolii. Lze tak
napf. monitorovat prubéh oxidace a zrani vin, porovndvat obsah antioxidantd ve vinech nebo
rostlinnych extraktech, zjiStovat antioxida¢ni kapacitu ptirodnich antioxidantii, porovnavat
jejich schopnost odoldvat rizné oxidacéni zatézi 1 zjiStovat nasledné chemické zmeény
V systému.

" Kitzova, H.: Cyklicka voltametrie aplikovana na prirodni polyfenoly a antioxidanty. Sbornik konference. 23.
chemicko-technologicka konference APROCHEM (2014), Hustopece, CR

© Krizovd, H.: Cyklicka voltametrie polyfenolii. Bakalarska prdce. Farmaceuticka fakulta v H. Kralove,
Univerzita Karlova v Praze. (2014)
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9.6.2 Porovnani antioxidaéni aktivity (AOA) vybranych latek”

Kyselina askorbova vs. kondenzované taniny

Byly pfipraveny roztoky kyseliny askorbové (vitamin C) a roztok kondenzovanych tanint -
proanthokyanidint (Tannin Grape — komer¢ni taninovy extrakt z révovych vyliski), kazdy o
koncentraci 0.2 g/litr. Dale byl pfipraven vodny extrakt z vysuSenych a namletych semen
modré révy odridy Modry Portugal, a to 20minutovym varem 0.5 g materialu v 50 ml
destilované vody a nasledné byl tento roztok smichan se 100 ml syntetického vina, coz je
0.033 molarni roztok kyseliny vinné obsahujici 12 objemovych procent ethanolu, s pH
upravenym pomoci NaOH na hodnotu 3.6.

Pfiblizné 15 mg stabilniho radikalu DPPH (1,1- difenyl 2- pikrylhydrazyl) bylo rozpusténo
ve 200 ml ethanolu s pouzitim magnetického michadla po dobu 2 hodin. Vznikl fialovy
roztok o absorbanci 1.7 absorp¢nich jednotek v absorpénim maximu 515 nm. Tento roztok
byl davkovan po 2 ml do kyvet a do kazdé kyvety bylo pfidano 50 ul vzorku méfeného
roztoku. Obsah kazdé kyvety byl n€kolikrat promichdn mikropipetou a po 15 minutach byly
odec¢itany hodnoty absorbance. Antioxidaénim mechanismem polyfenolt a dalSich latek
(napf. vitamin C) je ptvodné stabilni radikdl DPPH destabilizovan, coz se projevi jeho
odbarvovanim (postupny piechod do zluté barvy) a tedy i rizné velkym poklesem jeho
absorbance v 515 nm.?® Kyselina askorbova zpiisobi tuto zmé&nu velmi rychle b&hem
nckolika vtefin az na stabilni hodnotu absorbance, kondenzované taniny odbarvuji roztok
DPPH zvolna a k limitni hodnoté absorbance roztoku v kyveté se za¢nou pfibliZovat po
zhruba 15 minutach ptisobeni (obr.93), kdy byly vSechny vysledky odeéitany.

Vodné roztoky kyseliny askorbové a kondenzovanych tanini 0 stejné koncentraci byly
vystaveny teplotam 80 a 100 °C po dobu 45 minut a byl porovnan pokles jejich schopnosti
likvidovat volny radikal DPPH (tab.37 a 38)

Extrakt z révovych jader a roztok kyseliny askorbové byly prométeny metodou cyklické
voltametrie a zaznamenan prub¢h jejich elektrooxidace.

Vysledky: s

1,7 3
1,6 -
15 -
14

1,3 -

Absorbance {515 nm)

& - &
, - * * * g * * v

1,1 A

¢as {min.)

Obr.93 Zhdseni radikalu DPPH po priddani 50 ul taninu 0 koncentraci 0.2 g/litr
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Rozdily v pribéhu elektrooxidace kyseliny askorbové a kondenzovanych taninti jsou
demonstrovany zdznamem z cyklické voltametrie, kde je patrny u vitaminu C jediny vyrazny
anodicky oxida¢ni pik v hodnoté piiblizné 0.5 V (0br.94) a zaroven 3 postupné anodické
oxida¢ni piky u extraktu z révovych semen (0br.95), ktery mél velmi podobné slozeni jako
kondenzované taniny z produktu Tannin Grape. Hodnoty oxida¢nich pikt byly pfiblizné 0.4,
0.65 a 0.8 V pfi skenovaci rychlosti 100 mV/s v prostiedi syntetické¢ho vina.

(A] [A]
6,00E-06
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0,00E+400 ===
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Obr.94 Cyklicky voltamogram kyseliny askorbové
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Tab.37 Zmény antioxidacni aktivity po 45 minutdch pri 80 °C

0

dilution 10x

= dilution 200x

(V]

Obr.95 Cyklicky voltamogram kondenzovanych taninii

odbarveni DPPH tanin pokles AOA kyselina pokles AOA
[96] askorbova [%6]
A1 Asis (to) 0.723 - 0.425 -
Az Asis (tss) 0.705 - 0.183 -
A=A1—-A 0.018 2.5 0.242 56.9
Tab.38 Zmeény antioxidacni aktivity po 45 minutdch pri 100 °C
odbarveni DPPH tanin pokles AOA kyselina pokles AOA
[%] askorbova [%]
A1 Asss (to) 0.731 - 0.660 -
Az Asgs (tss) 0.661 - 0.162 -
A=A1—A 0.070 9.6 0.498 75.5
Zavér:

Tabulka 34 a 35 potvrzuje termolabilitu kyseliny askorbové, jejiz antioxidacni aktivita
poklesla za 45 minut pii teploté 80 °C na méné neZ polovinu ptivodni aktivity a pfi teploté
100 °C dokonce na ¢tvrtinu pavodni hodnoty, pfi¢emz antioxida¢ni aktivita tanind zlstala
prakticky nezménéna (AOA roztoku kondenzovanych tanini poklesla o 2.5 % pii 80 °C a 0
10 % pti 100 °C).
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Kvantifikace antiradikalové aktivity
5 mg radikalu DPPH bylo rozpusténo v 70 ml etanolu a 30 ml vody za vzniku fialového

roztoku s absorbanci 1.0 v maximu 515 nm. Tento roztok byl davkovan po 5 ml do ¢ty
zkumavek.

Zaroven byly pfipraveny roztoky kyseliny gallové, kyseliny tfislové, kyseliny askorbové a
komeréni smési kondenzovanych tanint Tannin Grape, kazdy roztok o koncentraci 0.1 g/litr.

Do zkumavek s 5 ml roztoku DPPH bylo davkovano postupné po 50 ul téchto roztokd,
dokud se fialovy roztok DPPH neodbarvil (nezezloutnul), tj. dokud neklesla absorbance Asis
z 1 na piiblizné 0.3, coz odpovidalo stavu, kdy byl deaktivovan vSechen pfitomny DPPH
radikal. Ze spotieby piislusného antioxidantu bylo vypocteno, v jakém poméru molekul jsou
ptiblizné tyto latky schopny radikal DPPH deaktivovat. Vysledky jsou v tab.39.

Tab.39 Deaktivace radikdalu DPPH antioxidanty — prehled objemii, hmotnosti a latkovych mnozstvi

M [g/mol] \ m [pg] n[umol] | nao: NorpH

DPPH 394 5ml 250 0.63 -

kyselina 170 150 pl 15 0.09 1:7

gallova

kyselina 1701 250 ul 25 0.015 1:42

trislova

kyselina .

askorbovi 176 150 pl 15 0.11 1:5.7

kondenzované ” 200 pul 20 ) ?

taniny

M ... molarni hmotnost

V ... objem roztoku antioxidantu spotiebovany k deaktivaci 5 ml DPPH o koncentraci 0.05
g/litr

m ... hmotnost antioxidantu spotiebovaného k deaktivaci 250 pg DPPH

n ... pocet mikromolt antioxidantu spotfebovaného k deaktivaci 0.63 pmol DPPH

Nao : Nppph ... deaktivacni molarni pomér antioxidantu k DPPH

Zavér:

Monomerni kyselina gallova a kyselina askorbova zhaSely radikdl DPPH v podobném
pomeéru, 1:7 (kyselina gallovd) a 1:6 (kyselina askorbovd). Pokud jde o polymerni taniny,
méfeni ukazalo, ze 1 molekula kyseliny tfislové je schopna deaktivovat pfiblizné 42 molekul
radikdlu DPPH! Smés kondenzovanych tanini nespecifikovaného slozeni se chovala velmi
podobné jako kyselina tiislova, k deaktivaci 250 pg DPPH bylo potieba kolem 20 pg taninu.

Je zfejmé, ze antioxidacni sila taninl je pfiblizné 6x vyssi nez u klasického antioxidantu
kyseliny askorbové, ale na rozdil od velmi rychlého ucinku kyseliny askorbové taniny zhaseji
radikaly velmi zvolna — po dlouhou dobu a se zna¢nou kapacitou. Také je zfejmy vyrazny
rozdil v tepelné stabilité téchto latek: kyselina askorbova (vitamin C) byla vice nez z poloviny
deaktivovana jiz po 45 minutach pii 80 °C, zatimco kondenzované taniny po 45 min. varu pfi
100 °C ztratily pouze 10% své aktivity.

P K#izova, H.: Porovndni antioxidacnich viastnosti kyseliny askorbové a kondenzovanych taninii. Sbornik
konference. DOKTORANDSKY WORKSHOP Svétlanka (2013)
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10. Zavér

Tato disertacni prace se zabyva interakci polyfenoll s textilnimi materialy se zaméfenim
na barvifské aplikace fenolickych latek obsazenych v odpadnich materialech z produkce vina,
zpracovani Cervené fepy a tézby dfeva. U jednotlivych materialt je feSena optimalizace
extrakce barviv a nasledné barveni viny, polyamidu a baviny ve vodni lazni a bézné stalosti.
Vedle této ekologické tématiky se prace zabyva i flavonoidy obsazenymi v kvétech divoce
rostoucich rostlin. Prace tak pokryva nékolik vybranych skupin fenolickych piirodnich
barevnych latek: flavonoidy, anthokyany a taniny, pro podobnost s anthokyany jsou ptidany
jeste betalainy obsazené v Cervené fepe. Na téchto modelech je demonstrovana i problematika
moftidel a vzijemnych interakci s pfirodnimi a syntetickymi vlakny. Modelové jsou feSeny
také priklady kinetiky barveni a rozkladu barviv. Spojujicim prvkem vsSech uvedenych
aplikaci je funkcionalizace textilnich substratd rostlinnymi fenolickymi latkami, které diky
svym unikatnim vlastnostem déavaji vlakniim novy rozmér a pouziti.

Pokud jde o pfinosy této prace a nové poznatky, jsem si védoma toho, ze v oblasti
ptirodnich barviv je po doslova staletich jejich pouzivani a desetiletich jejich intenzivniho
vyzkumu tézké ptinést nové ¢i dokonce Sokujici objevy v této oblasti. Jednim z pfinosu je
vypracovani postupu barveni (nejen) vinénych vldken flavonoidy ve zlutych kvétech. Ptesto,
ze piirodni barveni je zalezitosti transkulturni a jeho tradice sahd do ddvné minulosti, je v této
praci na odborné urovni popsdna zcela origindlni receptura pfirodniho barveni zlutymi
flavonoidy, ktera neni zminéna v soucasné ani historické barviiské literatufe, a to barveni
pomoci kvéti pampelisky, janovce, azalky ¢i zlatého desté. Je vsak otazka, nakolik pfinosné a
udrzitelné je barveni rostlinami, at’ uz divoce rostoucimi nebo péstovanymi, vV prumyslovém
meftitku: 1 pfes velmi dobré stalosti a bonus v podobé zvySené ochrany takové textilie pred
UV zéfenim zlstava zavaznym problémem relativné nizky obsah barviv v rostlinach. To vede
k nutnosti zpracovat velké mnozstvi materialu, coz cely proces logicky velmi prodrazi.

Na druhé strané jsou tu ve velkém mnozstvi snadno a levné dostupné zeméd¢lské, lesnické
a potravinaiské odpady s obsahem barevnych rostlinnych latek, které se k barvitskému vyuziti
pfimo nabizeji. Napf. barveni textilii betalainy je v naprosté vétSing dostupnych studii
vénovano betalaintim z jinych rostlinnych zdroji, nez je ¢ervena fepa — 1 zde je pfinosem této
préce urcita originalnost ve vyuziti dosud opomijeného odpadniho materidlu.

V rozporu s n¢kolika autory a studiemi, které se zabyvaji barvenim anthokyany z révy,
jsem po fad¢é experimentil s témito latkami velmi skeptickd, pokud jde o jejich vyuziti pro
barveni textilii. Pro dosaZeni sytych odstinii a alesponi trochu pfijatelnych stalosti se bez
pouziti mofidlovych soli neobejdeme a s nizkou Zivotnosti takového vybarveni i zménou
odstinu po kazdém vyprani je prosté nutno pocitat.

I kdyZ nepatfime k zemim s pfili§ silnou tradici pfirodniho barveni a pfirodni barviva maji
mnohé nevyhody zpohledu primyslového zpracovani, celosvétovy nartst vyzkumu
prirodnich barviv pfedznamenava jejich renesanci. Je tieba akceptovat, ze jejich pouziti je pro
¢ast spottebitelli soucasti Zivotniho stylu spojeného s ekologii a navratem k piirod€. Otazkou
je, nakolik je v tomto stylu akceptovatelny kompromis s vyuzitim anorganickych motidel, byt
se jednd o latky, které jsou casto pouzivany dokonce i v potravinafském primyslu (napf.
kamenec jako soucast potravinaiskych kyptidel nebo chlorid cinaty dosud i u nas stale
povoleny jako aditivum v napojich nebo zeleninovych konzervach).

Velky a ne zcela vyuzity potencial vidim V Siroce dostupnych materidlech s vysokym
obsahem tanint, a témi jsou listy a ptredevsim kilry stromi. Zde se krom¢ barevnosti textilii
vyznamné uplatiiuji 1 dal§i vlastnosti katechinii a taninli — antioxida¢ni a antibakteridlni
ucinky spolu se schopnosti zhaset volné radikaly. Jeden z piinost této prace vidim v aplikaci
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polyfenoli z kiry dubu na polyamidovou tkaninu, spolu se zhodnocenim jejich ¢aste¢né
antibakteridlnich vlastnosti a poukazdnim na nutnost monitorovani obsahu Skodlivin ze
zivotniho prostiedi vzhledem k pfirozené schopnosti taninti tvofit komplexni slouceniny
s kovy a jak se zda, patrné i se zvySenou citlivosti k chromu.

Piedchozi bakalaiské a inzenyrské studium na Fakulté textilni TUL ze mne vychovalo
textilniho barvife a upravnika, kterym se stale primarn¢ citim byt, i pfes nasledné biologické
vzdelani na Farmaceutické fakulté UK. Béhem mého doktorského studia a také v této praci,
jejimz leitmotivem jsou ptirodni polyfenoly, jsem se snazila pfedevSim poukazat na to, ze
textilni aplikace polyfenold nabizeji veliky prostor pro zékladni vyzkum, aplikovany vyzkum
i publika¢ni ¢innost a ze by jim méla byt i v budoucnu na textilni fakulté vénovana pozornost.

V Janové u Nového Boru
5.9.2015
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