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SOUHRN

Anthokyaniny patii mezi rostlinnd barviva, ktera zplsobuji Cervené az modré
zabarveni V rostlinném svété. Existuji v odliSnych formach za riiznych podminek ve vodném
roztoku. Nejintenzivnéjsi barevna forma je flavyliovy kation. Anthokyaniny spolu s ostatnimi
flavonoidy tvofi nedilnou soucast lidské stravy, a proto je vyznamné studium jejich osudu
v organismu (tj. biochemické vlastnosti a metabolismus).

Mezi vyznamné vlastnosti anthokyanini patii jejich silné antioxida¢ni vlastnosti a
schopnost vychytavat volné radikaly. Studium chemickych zmén anthokyanini b&hem
oxidace muze ptispivat k porozuméni procesim in vivo, a proto je chemicka oxidace hlavnim
tématem této prace. Teoretickd Cast se zabyva vlastnostmi anthokyanint, jejich antioxida¢ni
kapacitou a vlivem na lidské zdravi.

V experimentalni ¢asti byla provedena oxidace cyanidin-3-galaktosidu peroxidem
vodiku. Byly analyzovany degrada¢ni produkty pomoci UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography) s UV-Vis detekci kombinovanou s hmotnostni spektrometrii. BEéhem reakce
anthokyaninu s peroxidem vodiku byl objeven ion o hodnoté m/z 483,1078. Podrobné&jsi
interpretace s nim spojenych MS spekter dovolila piifadit tento ion pfimému aduktu
anthokyaninu s peroxidem vodiku. Béhem fragmentace tohoto iontu byla pozorovana a
pomoci méteni piesnych hodnot m/z jednozna¢né potvrzena ztrata cukru a nasledny rozpad C
kruhu anthokyanidinového skeletu.

Kromé¢ toho byly pozorovany dalsi oxida¢ni produkty, avSak diky nizké intenzité

odpovidajicich iontii nebyla jejich struktura odhalena a je predmétem dalsiho vyzkumu.



SUMMARY

Anthocyanins are plant pigments that are responsible for the red and blue colors in
plant world. They exist in different forms dependent on conditions in aqueous solution. The
most intensive colored form is the flavylium cation. Since anthocyanins (together with other
flavonoids) represent an integral part of human diet, it is of a high importance to know their
fate in body (i.e. bioavailability and metabolism).

Among important properties of anthocyanins belong their ability to serve as efficient
antioxidants and to scavenge free radicals. Obviously, the knowledge of anthocyanin changes
during their oxidation can approach the processes in vivo. The chemical oxidation of
anthocyanins is the main objective of this work. Theoretical part involves properties,
oxidation, antioxidant capacity and influence on human health of anthocyanins

In experimental part the oxidation of cyanidin-3-galactoside by hydrogen peroxide
was studied. Degradation products were analyzed by ultra-performance liquid
chromatography with UV-Vis detection combined with mass spectrometry. During reaction of
anthocyanin with hydrogen peroxide an ion at m/z 483,1078 was found. The detailed
interpretation of related MS spectra allowed to ascribe this ion to a direct adduct of
anthocyanin with hydrogen peroxide. During the fragmentation of this ion the loss of
galactoside and consequent cleavage of C-ring of anthocyanidin skeleton was observed and
unambiguously confirmed by exact mass measurement.

Beside some other minor oxidation products were observed. However, due to a low
intensity of appropriate ions their structure was not revealed and they are objectives of further

research.



1. UVOD

Anthokyaniny patfi mezi pfirodni rostlinna barviva objevena jiz v 19. stoleti. Jméno
témto polyfenolickym latkdm dal roku 1835 némecky botanik Ludwig Marquart. Nazev je
odvozen z feckého anthos, coZ znamend kvét, a kyanos, coZ znamena modry’. V soudasnosti
se rapidné zvySuje pocet praci zabyvajicich se témito latkami zejména z divodu jejich
prokazanych pozitivnich ucinki na lidské zdravi.

Charakteristickou vlastnosti téchto latek je jejich barevnost. Barva a jeji intenzita
Vv roztoku je vSak velmi zavisla na pH, pfitomnosti komplexujicich iontt, dalSich fenolickych
latek a také na teploté.

Struktura anthokyaninti byla objasnéna pocatkem 20. stoleti. Jde o glykosylované
hydroxyderivaty ¢i methoxyderivaty 2-fenylbenzopyryliovych soli. Anthokyaniny mizeme na
zéklad¢ jejich struktury zatadit mezi polyfenoly, pfesn€ji potom do skupiny flavonoidi.
Zakladni latkou, od které jsou flavonoidy odvozeny, je flavan (Obr. 1). Z néj je odvozen
flavyliovy kation (Obr. 2), ktery je zakladni strukturou anthokyaninti. Anthokyaniny obsahuji

aglykon i cukernou ¢ést, zatimco anthokyanidiny jen aglykon.

@)
Rl,Rz = H, OH, OCH3
R;,R. = OH, O-cukr
Obr. 1 Struktura flavanu Obr. 2 Struktura flavyliového kationtu

Anthokyaniny jsou obsazeny pfedev§im v bunéénych vakuolach v bobulich ¢i jinych
plodech vyssich rostlin. Rada téchto plodii je soucasti potravy Glovéka nebo vychozi
surovinou pro potravinaisky primysl. Jako sloZka potravy se tak anthokyaniny dostavaji do
téla Cloveéka. Mohou se zde podilet na biochemickych procesech, a tak ovliviiovat fadu

faktort.



cey

Odhaduje se, ze ¢loveék zijici ve Spojenych stitech denné piijme 180-215 mg
anthokyanind. Oproti tomu jind studie, které se podrobili dobrovolnici ve Finsku, poukazala
na piijem 47 mg anthokyanini denné. Se zvySenou konzumaci piirodnich plodii obsah
anthokyanini pfijatych organismem vyznamné narQsta, proto lze vysvétlit tato odlisna cisla
rizng slozenym jidelnickem v odlisnych geografickych oblastech. Ptijem ostatnich flavonoidt
&ini 20-25 mg za den?®,

Mnohé védecké studie a experimenty poukazuji na to, Zze anthokyaniny maji
antioxidacni vlastnosti a fadu dalSich pozitivnich ucinki na zdravi ¢lovéka. OvSem objasnéni
mechanismi mnoha biochemickych procesti, na kterych se anthokyaniny podili, zatim nebylo
uspokojivé provedeno. Také metabolismus anthokyaninli neni jesté pln€ prozkouman. Je zde
fada nevyfesenych problémi, které jsou predmétem védeckého badani. Presto z existujicich
védeckych poznatki o anthokyaninech jiz fada nachdzi své uplatnéni. Predpoklada se, ze
anthokyaniny mohou sniZzovat riziko nebezpe¢i koronarnich srde¢nich chorob (tedy chorob
cév vyzivujicich srdce), které mohou skoncit infarktem.

Anthokyaniny vykazuji rovnéz antikarcinogenni a antimutagenni vlastnosti. Schopnost
reagovat s radikaly, a tak zamezit jejich interakci s organismem, je jednou z vyznamnych
vlastnosti anthokyanind. Zajimavé je, ze schopnost likvidace téchto radikalii anthokyaniny se
zvysuje s rostoucim pH. Pii vyS§im pH vznikd chinonova forma s vysoce konjugovanym
systémem m-elektront umoziujicim efektivni stabilizaci (zhaseni) volnych radikala®. Rizné
pH v lidském téle pak ovliviiuje antioxida¢ni aktivitu V jednotlivych tkanich a organech.
Ptipomenime, Ze pH v Zaludku se pohybuje kolem 1, ve slinach 6,8 a oproti tomu pH krve
kolem 7,4 coz vyrazné ovlivituje zhaseci schopnosti i retenci anthokyanind v jednotlivych
tkanich, a tim i jejich chemické pfemény”.

Né¢které anthokyaniny jiz naSly pro své léCivé ucinky uplatnéni v praxi. Lze zminit
napiiklad glykosylovany delphinidin a glykosylovany cyanidin, které jsou jako soucast
extraktu z boruvek (Vaccinium myrtillus) pouzivany k1éEb&é poruch mikrocirkulace
v zeslablych vlase&nicich®.

Anthokyaniny snadno podl€haji chemickym pfeménam. Vzhledem k jejich struktufe a
vlastnostem budou snadno oxidovany. Vlastnosti oxidovanych barviv se budou od ptivodnich
latek vyrazné liSit. Hlavnim tématem této préace je studium chemickych pfemén anthokyanint

zejména s ohledem na oxidaci.



2 . TEORETICKA CAST

2.1. Anthokyaniny, volné radikaly a antioxida¢ni kapacita

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni Castice s neparovym elektronem. Prave diky
vysoké reaktivité jsou velmi nebezpeéné pro organismus. Pokud je volnych radikala
V organismu pfili§ mnoho, posouva se rovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty ve prospéch
oxidantli, a tak dochazi k oxida¢nimu stresu. Volné radikaly vznikaji v mitochondriich pfi
bunéném dychani anebo jako produkty metabolismu. Mohou napadat molekuly tvofici
buiiky, bunééné membrany a DNA u niZ mohou vyvolat mutace. Dochazi k nefizenym
neenzymatickym oxidacim. Chemickou zménou napadené latky dochazi ke spusténi
mechanismu, ktery miZe vyustit v fadu zdravotnich problémt a nemoci, naptiklad rakovinu.

Mezi kyslikaté radikaly patii hydroxylovy radikal (OH"), peroxylovy radikal (OOH),
superoxidovy radikal (O,") a mezi velmi reaktivni kyslikaté ¢astice (ROS - reactive oxygen
species) mizeme téz fadit molekulu kysliku v singletovém stavu.

Reakci anthokyaninu s radikdlem vznikaji radikalové produkty anthokyaninu, které
mohou byt stabilni diky vySe zminéné chinonové formé. Tim, ze radikaly preferuji reakci
s anthokyaniny, jsou pied oxidaci chranény tkané nebo organy, kde jsou tyto antioxidanty
zadrzovany.

Vyznamnou ulohu pfi vzniku radikali hraje peroxid vodiku, ktery vznika v organismu
pireménou superoxidu pomoci superoxiddismutasy a snadno pronika pies bunécné membrany.
V organismu je likvidovan glutathionperoxidasou pifeménou na vodu nebo Kkatalasou
pfeménou na vodu a molekularni kyslik. V piipadé nedostatku enzymu v organismu se
peroxid nestaci odbouravat a v pfitomnosti Zeleza jako katalyzatoru mohou z peroxidu vznikat
hydroxylové radikaly. Jedna se o tzv. Fentonovu reakci v kyselém prostredi:

Fe’* + H,0, — Fe** + OH" + OH

Tato reakce mize byt potlacena anthokyaniny substituovanymi v polohach 37,4°, 5’
nebo 3’, 4” hydroxyskupinami (viz Obr. 2) pomoci jejich schopnosti chelatovat kationty
eleza, mé&di, cinu a hliniku’. Tedy naptiklad pelargonidin (Obr. 3) chelata&ni vlastnosti nema,
ale delphinidin (Obr. 4) ano. Pokud tedy ma pfitomny anthokyanin chelataéni vlastnosti, lze

ocekavat lepsi antioxidacni vlastnosti.
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Obr. 3 Struktura pelargonidinu Obr. 4 Struktura delphinidinu

Podle antioxidacnich schopnosti mizeme anthokyaniny porovnavat s jinymi
antioxidanty. Bylo vypracovano mnoho metod dovolujicich porovnani antioxidacni kapacity.
Jednou z metod je TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Metoda je zalozena na
porovnani antioxidacni kapacity sledované¢ho antioxidantu s Troloxem (ve vodé rozpustny
derivat vitaminu E pouzivany jako standard). Jako zdroj radikald se pouziva 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonat (ABTS). Pfi reakci s antioxidantem se modry ABTS méni na
bezbarvou formu a tato barevna zména se mé&fi spektrofotometricky®.

Jinou metodou pro porovnavani antioxida¢ni kapacity je ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity), kterd opét vyuziva jako standard jiz vySe zminovany Trolox. Metoda je
zaloZena na oxidativni degradaci fluoreskujici molekuly (naptiklad fluoresceinu) zptisobené
volnymi radikaly vzniklymi zahfatim azoinicidtoru (radikalového inicidtoru). Volné radikaly
degraduji fluoreskujici molekulu, a to se projevi poklesem fluorescence. Tento pokles je
potlatovan piitomnosti antioxidantu. Jeho u¢innost se tedy uréuje fluorimetricky?®.

Odlisné antioxidacni vlastnosti jednotlivych anthokyanint jsou dény jejich odlisnou

strukturou. VySe zminéné umisténi hydroxyskupin na OH
zékladnim skeletu a jejich pocCet piimo ovliviiuje O ok
antioxidac¢ni kapacitu. Z Tabulky 1 je vidét, Ze pelargonin  HO O\
ma hodnoty antioxida¢ni kapacity podle TEAC i ORAC e
OH
niz$i nez cyanidin (Obr. 5). To lze vysvétlit porovnanim HO
struktury téchto anthokyanin. Obr. 5 Struktura cyanidinu
Tabulka 1. Antioxidaéni kapacita vybranych anthokyanini®
TEAC(pH 7,4)* ORAC(pH 7,0)*
pelargonidin 1,23 1,54
cyanidin 4,12 2,24
delphinidin 5,11 1,81
malvidin 2,71 2,01
cyanidin-3-O-B-glukosid 2,94 3,49
malvidin-3-O-B-glukosid 1,89 1,40
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Podivame-li se na strukturu pelargonidinu, je vidét, ze flavyliovy kation je
hydroxyskupinami substituovan v polohach 3, 5, 7, 4’, zatimco cyanidin je substituovan navic
v poloze 3’, a pravé tato hydroxylova skupina se tedy ziejmé podili na zvySeni antioxida¢ni
kapacity. Jak bylo jiz vySe zminéno antioxida¢ni kapacita je zavisla na pH. Bylo zjisténo, ze u
anthokyanind substituovanych vice nez jednou hydroxy skupinou na B kruhu s rostoucim pH
roztoku vzrastd TEAC (antioxidacni kapacita). Tedy naptiklad u cyanidinu ¢i delphidinu
s rostoucim pH antioxida¢ni kapacita prudce vzrusta, ale u pelargonidinu se pftili§ neméni.
Pokud ovSsem bude na cyanidinu ¢i delphinidinu navazan glukosid, neni vzrist antioxida¢ni
kapacity s rostoucim pH tak strmy.

Prokazana je také inhibice neenzymatické peroxidace lipidi n€kterymi anthokyaniny
nebo produkty jejich degradace. Peroxidace je destruktivni proces, kdy interakce radikalu
s lipidem vede ke vzniku lipidového radikalu, ktery pak reakci s molekulovym kyslikem
poskytne lipidovy peroxid. Béhem peroxidace je nezbytnd piitomnost kovu (vétSinou ionty
zeleza ¢1 médi), ktery funguje jako katalyzator. Jde o vyznamnou degradaci, protoze lipidy
jsou v hojné mife zastoupeny v buné¢nych membranach. Ty jsou pak poskozeny a je narusena
jejich semipermeabilita®. Navic peroxidaci vznikaji toxické produkty jako napiiklad 4-
hydroxyalkeny nebo malondialdehyd, které se mohou navézat na volné aminoskupiny
proteinti, coz muze vést k jejich agregaci. Lipoperoxidace plisobi negativné i na DNA, kdy
dochazi k poskozeni dusikatych bazi DNA. Inhibitorem téchto procest s velkou efektivitou je
delphinidin a cyanidin, pelargonin pak ptsobi v mensi mife, coz je ve shodé s poznatky
uvedenymi vyse. Obecné zde plati, Ze u glykosylovanych anthokyaninii efektivita inhibice
klesa. U malvidin-3-glukosidu byla dokonce pii pusobeni ur¢ité davky v organismu
paradoxné zaznamendna podpora lipidové oxidace. Mira inhibice je tedy zavisla na velikosti
podané davky.

Jina studie, kde byla hodnota antioxida¢ni kapacity srovndvana pomoci maximalni
inhibi¢ni (zamezujici, tlumici) koncentrace ICsp, (maximalni koncentrace zkouSené latky
potiebna k 50% inhibici; v naSem piipadé odbourani radikalu), ukazala obdobné dopady
struktury jednotlivych anthokyaninii na antioxida¢ni vlastnosti. Byla testovana schopnost
odbourani hydroxylovych a superoxidovych radikald pomoci pelargonidin-3-glukosidu,
cyanidin-3-glukosidu a delphinidin-3-glukosidu a nasledné srovnana s G¢inkem jejich
aglykont. U vSech tfech glykosylovanych anthokyanini se ukazala obdobna hodnota ICsq pro
hydroxylovy radikal. U aglykon® schopnost zachytavat hydroxylové radikaly klesala v potfadi
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pelargonidin > cyanidin > delphinidin se zvétSujicim se potiebnym mnozstvim k 50 %
utlumeni radikald. Tento trend u hydroxylového radikadlu je v rozporu s jiz zminovanym
faktem, Ze viceCetna substituce B kruhu podporuje antioxidac¢ni ucinky. Substituce B kruhu
tedy zvySuje celkovou antioxidacni kapacitu, ale selektivné pro jednotlivé radikaly nemusi
tento trend platit.

U superoxidovych radikali vysledky prokazaly delphinidin jako nejsilnéjsi
anthokyanin pro zachytavani tohoto radikalu. Podivame-li se na Tabulku 2, 1ze pozorovat, ze
u superoxidového radikdlu schopnost jeho likvidace u anthokyanind klesa v potradi
delphinidin > cyanidin > pelargonidin, a tento trend neni zavisly na faktu, zda jde o aglykon ¢i

glykosylovany anthokyanin'!,

Tabulka 2. U¢innost zachytavani hydroxylového a superoxidového radikalu jednotlivymi

anthokyaniny

ICso (umol.dm™)

schopnost schopnost schopnost

zachytavat (OH)'" | zachytavat (O, )" | zachytavat (0,)’
pelargonin-3-glukosid 35,1+£2,5 80,3+1,8
cyanidin-3-glukosid 359+25 12,4+0,9
delphinidin-3-glukosid 341+£1,6 1,6 £ 0,1
pelargonidin 8,5+ 1,0 54,5+6,4 420
cyanidin 36,7+ 1,6 13,4+0,7 22
delphinidin >100 2,6+£0,4 2,4

Mezi vySe zminéné reaktivni kyslikaté ¢astice lze také zatradit peroxynitrit (ONOO),
ktery vznika reakci superoxidového radikalu s oxidem dusnatym. Jde o latku se silnymi
oxida¢nimi vlastnostmi. S tyrosinem reaguje za vzniku 3-nitrotyrosinu. Ten byl detekovan
V organismu postizeném aterosklerosou (kornaténi tepen v dusledku ukladani tukda do jejich
stén, které mize vést k infarktu myokardu ¢i cévni mozkové piihod¢). Nitrace tyrosinu mize
byt inhibovana anthokyaniny, které reaguji s peroxynitritem. Prokazana a experimentalné
provedena byla inhibice za pomoci pelargonidinu. Jeho reakci s peroxynitritem vznikala p-
hydroxybenzoova kyselina, ktera byla nitrovana na 4-hydroxy-3-nitrobenzoovou kyselinu. Jak
pelargonidin, tak jeho degrada¢ni produkt p-hydroxybenzoova kyselina projevily inhibi¢ni
vlastnosti proti vzniku nitrovaného tyrosinu'?,

Schopnost anthokyanini potlacovat oxidaéni stres byla testovana a prokazana in vivo.

Zajimavy byl experiment, kdy byla reperfuze jater po ischemii vyuzita jako modelovy piiklad

12



oxidac¢niho stresu u testovanych krys. Princip spociva v nedostatecném prokrveni jater, kdy
Vv nich dojde ke vzniku fady toxickych latek a diky nepfistupu kysliku a zamezeni odvodu
metabolitli dochazi k ischemickému poskozeni. Nahl¢ znovuprokrveni (reperfuze) ptinese do
poskozenych mist kyslik, ktery zde ochotné reaguje za vzniku radikali. V poskozeném
organu tak dochazi k oxidacnimu stresu, ktery se projevuje poruchami riznych biomolekul,
obzvlasté dochazi k lipoperoxidaci fosfolipidi bunéénych membran. Vysledkem je dalsi
poskozovani postizeného organu, i celého organismu, protoze toxické zplodiny jsou
rozvadény obéhovym systémem do celého téla. Béhem experimentu byla krysdm podavana
strava obohacena na cyanidin-3-glukosid. Aplikovany cyanidin-3-glukosid ¢i jeho metabolity
pusobily aktivné jako antioxidant misto glutathionu ptitomného v jatrech, jehoz ubytek byl
Vv dobé po poziti davky vyrovnan. Dale bylo zjiSténo, Ze obsah kyseliny askorbové (dalSiho
vyznamného antioxidantu) v jatrech zpocatku klesal, nicméné po urcité dobé byl opét navysen
vlivem pfitomnych anthokyanini. Na tomto experimentu muzeme vidét, ze pfitomnost
anthokyaninu a jeho naslednych metaboliti pomohla zamezit oxidativnimu posSkozeni

organismu™.

Obr. 6 VVznik komplexu anthokyanin-kov-kopigment™*
Mezi hojné se vyskytujici antioxidanty v ZivociSné i rostlinné tisi patii i vySe zminéna
kyselina askorbova. Jeji pokles v organismu pod urcitou miru je neZadouci a vede ke vzniku

oxida¢niho stresu. Je zndmo, Ze ptitomnost té€zkych kovii podporuje oxidacni stres. Naptiklad

ucast zeleza jako katalyzatoru se podili na vzniku hydroxylovych radikali z peroxidu vodiku
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(viz vySe zminéna Fentonova reakce). Jsou-li v organismu pfitomné anthokyaniny, chrani
kyselinu askorbovou pted oxidaci velmi zajimavym zptisobem vyuzivajicim paradoxn¢ prave
ptitomnost kovu. Diky hydroxyskupinam na B kruhu v polohach 3" a 4" muze dochazet
k chelataci. Navazanim kovu se znemozni jeho zapojeni se do oxidaénich procesu, kov dale
nemuze indukovat oxidaci kyseliny askorbové. Jinym vysvétlenim mtize byt, Ze dochéazi ke
kopigmentaci (Obr. 6), kdy se vytvofi komplex anthokyanin-kov-kopigment, kde
kopigmentem je kyselina askorbova, kterd je navazanim na kov chranéna pred oxidaci*.
Kopigment je bezbarva latka, ktera interakci S barvivem ovlivni zabarveni roztoku, v némz se
tyto dvé komponenty nachazi™.

Anthokyaniny se vyznamné podili rovnéz na ochrané rostlinnych bun€k. Spolu
s dal$imi druhy flavonoidi ptisobi jako UV filtr a chrani rostlinu pted vznikem volnych
radikalt. Pokud rostliny stradaji (nejsou vyzivovany nebo jsou vystavovany vysokym
teplotam, pfipadné suchu), Casto dochazi ke zvySeni produkce anthokyanind v organismu.
Pravé pti takovém stradani totiz vznikaji v buiikdch toxické produkty oxidaci, které mohou
byt potlateny navySenim mnozstvi anthokyanint. Na tomto ptiklad€ je patrné, Ze antioxidacni

ucinky anthokyaninti jsou vyuzity i v rostlinné i8i a pfiroda s nimi jako antioxidanty pocita.
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2.2. Chemicka oxidace

Vétsina védeckych studii se zabyva oxidaci anthokyanint v rostlinach, jejich plodech
a ve vin¢ béhem jejich zrani nebo oxidaci anthokyanini pii jejich retenci v tkanich a
organech. Velmi malo studii popisuje chemickou oxidaci izolovaného anthokyaninu. V¢tsina
autoru studuje vliv oxidace na kvalitu potravin a pracuje tedy se slozitou smési rtiznych
antioxidantl, kde jednotlivé procesy mohou byt vzajemné ovlivnény.

Mezi oxidanty vhodné piiblizujicimi oxidativni rozklad anthokyanind b&hem
biologickych procesti se fadi vzdusny kyslik (O;), peroxid vodiku (H20;) a peroxynitrit
(ONOQ"). Oxidace anthokyaninu peroxynitritem probiha nejlépe u delphinidin-3-glukosidu,
jeho reaktivita s peroxynitritem byla Sestkrat vy3§i neZ u ostatnich anthokyaninéi ™.

Peroxid vodiku byl rovnéz pouzit ve studii, kdy mél simulovat mirné oxidacni
podminky pii skladovani jahod. Byl pozorovan ubytek anthokyaninu (pelargonidin-3-
glukosid) ve vzorku a po uréité dobé ve vzorku byla detekovana kyselina p-hydroxybenzoova
a polymerni struktury. NeSlo o cCist¢ chemickou oxidaci bez ptitomnosti enzymu, reakce
probihala v biochemicky aktivnim prostredi®’.

Jina studie popisovala degradaci cyanidin-3-glukosidu v litchi (exotické ovoce). Pouzit
byl opét peroxid vodiku a byl pozorovan ubytek anthokyanini a odbarveni roztoku.
Degradace probihala rychleji v pfitomnosti Zeleznatych iontti, kdy dochdzelo k Fentonove
reakci®®. Tyto dvé prace se jako jedny z mala zabyvaji oxidaci anthokyaninu za pouziti
peroxidu vodiku.

Oxidace miize probihat také reakci s 0-chinonovou formou napiiklad kyseliny kdvové

(Obr. 7) nebo katecholu (Obr. 8). Tyto latky vznikaji jako primarni oxida¢ni produkty

o}
OH
~
O I
° O
0O
Obr. 7 Struktura kyseliny kavové Obr. 8 Struktura katecholu v o-chinonové formé

V 0-chinonové formé
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v brusinkach. Sekundarné oxiduji anthokyaniny, coz vede ke zméné zbarveni bobule.
Experimentem bylo provéfeno, ze kyselina kavova v o-chinonové formé reagovala
s pelargonidinem v reakéni smési bez pritomnosti enzyma™.

Jiné piiklady chemické oxidace bez biochemickych systémii nebyly v literatuie

nalezeny. Chemické oxidaci se vénuje experimentalni ¢ast této prace.
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2.3. Osud anthokyaninii v organismu

Anthokyaniny se jako pfirozena soucast potravy dostavaji do organismu, kde jsou dale
rozvadény do rtiznych tkani. Samotné aglykony jsou za fyziologickych podminek malo stalé
(stalé jsou v kyselém prostiedi). S poftem hydroxy a methoxyskupin na B-kruhu klesa
stabilita aglykonu v neutralnim roztoku®®. Glykosylované anthokyaniny jsou v neutralnim
prostiedi stalejsi, protoze navazany cukr brani degradaci velmi nestabilniho a-diketonového

intermediatu (Obr. 9) na fenolické kyseliny a aldehyd. Glykosylace navic stericky brani

pH=7-8 o-diketonovy intermediat s
navazanym cukrem branicim degradaci,
degradace probiha obtiznéji

HO
pH=6-8 chinonova forma 0
/
HO
HO . 0
]
; HO
|
Y
HO OH
I
H o OH
HO OH
+
OH
OH HO I
pH=7-8 ¢-diketonovy intermediat
HO
o]

aldehyd a fenolicka kyselina

Obr. 9 Vznik velmi nestabilniho a-diketonového intermediatu u aglykont®®
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dimerizaci anthokyaninti.

K chemickym zméndm anthokyaninti v organismu uz dochazi zménou fyziologickych
podminek jejich prostiedi pfed samotnou absorpci do dané tkané ¢i organu. Prave tyto zmény
jsou cCasto klicové pro efektivni absorpci dané latky a jeji biologickou aktivitu, ktera je
podminéna schopnosti zadrzet anthokyaniny a jejich metabolity jednotlivymi tkanémi a
organy, kde pak mohou tyto latky a jejich metabolity aktivné ptlisobit a podilet se na fadé
biochemickych procest.

Ptikladem nestalosti aglykonu oproti glykosylovanému anthokyaninu ve
fyziologickém prostiedi mize byt experiment, kdy u testovanych krys bylo zjisténo, ze
cyanidin-3-glukosid obsazeny v potravé byl po vstiebani organismem hydrolyzovan [3-
glukosidasou ve stievé na cyanidin, ale v krevni plazmé nebyl cyanidin detekovan, zatimco
cyanidin-3-glukosid a 3,4-dihydroxybenzoova kyselina (kyselina protokatechova) ano
(Obr. 10).

O\\\ /OH

e

e
OH

OH

Obr. 10 Kyselina protokatechova vznikla z cyanidinu.

Urcité mnozstvi aglykonu cyanidinu bylo nalezeno pouze v la¢niku (Casti tenkého
stieva). Kyseliny protokatechové bylo v plazmé zhruba osmkrat vice nez cyanidin-3-
glukosidu. Toto zjisténi poukazuje, Ze pokud je cyanidin absorbovan do kardiovaskularniho
systému, je v danych fyziologickych podminkach nestaly a je degradovan na protokatechovou
kyselinu. Ta zde miZze protektivné ptisobit vi¢i karcinogenim. Navic tato kyselina spolu
s cyanidin-3-glukosidem zvySuje antioxida¢ni vlastnosti v dané krevni plazmé. Fenolické
kyseliny s vice nez jednou hydroxyskupinou vykazuji totiz antioxida¢ni vlastnosti. Cyanidin-
3-glukosid byl ob&hovym systémem transportovan dale. Byla potvrzena jeho pfitomnost
v tkani ledvin, v jatrech vSak nikoli.

V ledvinach a jatrech byl také detekovan cyanin-3-glukosid dvakrat methylovany

(v polohach 3" a 4"), pfi¢emz jeho obsah v ledvinach byl dvojnasobny nez v jatrech. V krevni
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plazmé tento metabolit nalezen nebyl. Lze ptedpokladat, ze methylovany cyanidin-3-glukosid
vznikl v jatrech methylaci hydroxyskupin v polohach 3’a 4 na B-kruhu cyanidinu za casti
katechol-O-methyltransferasy?.

Vyznamnou ulohu v degradaci anthokyanind hraje stfevni mikroflora. Podili se na
deglukosylaci i nasledné degradaci anthokyaninu na fenolickou kyselinu. Fenolické kyseliny
jsou vuci dalsi degradaci stfevni mikroflorou pomérné odolné. Degradovana v malé mite je
jen kyselina protokatechova. Ktera kyselina vznikne, zalezi na substituci B-kruhu ptivodniho

aglykonu (Obr. 11 a Tabulka 3).

Tabulka 3 Aglykony anthokyanini a z nich odvozené fenolické kyseliny®

Anthokyanin | Vznikla fenolicka kyselina

cyanidin kyselina protokatechova
malvidin kyselina syringova
peonidin kyselina vanilova

pelargonidin | kyselina 4-hydroxybenzoova

Rl
7 OH g!
(2] B
HO OH OH
H
° NN @
2
F oH CH,CHO HOOC R
OH OH
aglvkon anthokyaninu aldehvd fenolicka kvselina

Obr. 11 Degradace anthokyaninu za vzniku piisluiné fenolické kyseliny®.

Kromé¢ glukosidi mutze stfevni mikroflora hydrolyzovat také glukuronidy, sulfaty,
amidy, estery a laktony (vnitini cyklické estery). V pfitomnosti stfevni mikroflory snadno
dochazi k s$tépeni kruhti (v piipadé degradace anthokyaninu na fenolickou Kkyselinu),
dekarboxylaci, demethylaci a dehydroxylaci. Glukuronidace a methylace probiha pievazné
v jatrech a stievech?.

Vyznamnou roli v metabolismu anthokyanin hraje enzym polyfenoloxidasa, ktera
Sté€pi anthokyaniny na bezbarvé produkty. Optimalni pH pro aktivitu polyfenoloxidasy je
kolem 6. Dulezitym faktem je, Ze oxidace anthokyaninli polyfenoloxidasou vzrista

Vv ptitomnosti katecholu. Mechanismus je takovy, ze katechol je zoxidovan fenolasou na o-
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benzochinon, ktery dal oxiduje anthokyaniny a tim urychli jejich celkovou oxidaci. Stejnym
mechanismem pfispivd k oxidaci anthokyanini také piitomnost chlorogenové kyseliny.
Obecné jsou anthokyaniny slabym substratem pro polyfenoloxidasu, coz mize byt dano
sterickym branénim cukerné &asti navazané na flavyliovy kation®.

Vstiebani vicendsobné glykosylovanych anthokyaninii je mnohem omezenéjsi.
Piikladem mize byt porovnani vstfebavani cyanidin-3-rutinosidu (Obr. 12) a cyanidin-3-

xylosylrutinosidu. (Obr. 13).

OH oH
OH OH
+ +
HO o @ HO o @ OH
~ ~ O Y
7 ~ HO OH
HO
o OH 0O OH
H 0 H
o OH @ OH
H, ICH,
H,C 0 H,C
HO  om HO  on
Obr. 12 Struktura cyanidin-3-rutinosidu®*. Obr. 13 Struktura cyanidin-3-xylosylrutinosidu?”.

Tyto anthokyaniny obsazené v malinach (denni davka 2,7 g anthokyaninu) byly
podavany dobrovolnikim béhem jednoho tydne. Cyanidin-3-xylosylrutinosidu, ktery tvofil
26 % z pritomnych anthokyaninti v podavané stravé, bylo v mo¢i nalezeno vice, nez cyanidin-
3-rutinosidu, ktery tvofil 60 % obsazenych anthokyanint®*. Tento experiment poukazuje, Ze
retence anthokyaninii v organismu zavisi na tom, jak slozité substituenty jsou navazany
V organismu a tim mén¢ je metabolizovan.

V moc¢i byly nalezeny i dal$i metabolity. Hojné byly zastoupeny methylované derivaty
cyanidinu, cyanidin-3-rutinosidu a peonidinu. V ur¢itém mnozstvi byl detekovan také
methylovany derivat cyanidin-3-xylosylrutinosidu, coZz znamenda, Ze methylace probihd i u
triglykosylovanych anthokyanind in vivo?*.

PrestoZze metabolismus anthokyaninii neni jeSt€¢ plné prozkoumdn a je stfedem
pozornosti mnoha soucasnych védeckych studii, zakladni mechanismus Ize shrnout
nasledovné: Po vstfebani organismem dochazi ve stievé K hydrolyze glukosidi f-

glukosidasou. Vzniklé aglykony jsou z vyznamné ¢asti degradovany na fenolické kyseliny.
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Nerozlozené glykosidy a aglykony piechdzeji do jater, kde mohou byt methylovany,
glukuronidovany nebo sulfatovany. Obecné lze fici, Ze bézné anthokyaniny jsou v organismu

snadno zadrzovany a metabolizovany.
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2.4. MoZnosti vyuZiti anthokyanini pro prevenci nemoci a jejich 1é¢bu

Kromé antioxidacnich u¢inkd anthokyaninii zminénych v ptedchozich kapitolach je
tteba zminit procesy, kdy anthokyaniny ptispivaji k ochrané organismu jinym mechanismem
nez zachytavanim volnych radikalt a likvidaci reaktivnich kyslikatych species. Zminit lze
chelatacni vlastnosti zpisobené hydroxysubstituenty na B kruhu nebo ochranu DNA pied
oxidativnim poskozenim pomoci vzniku komplexu anthokyanin-DNA. DNA jako takova je
velmi citlivd na poSkozeni volnymi radikdly (zejména hydroxylovymi vznikajicimi
Fentonovou reakci z peroxidu vodiku), kdy dochézi k pretrzeni vlakna a hydroxylaci bazi, coz
vede ke genetickym zménam. Pokud neni poskozeni opraveno, nebo je opraveno nespravng,
vede kroztrzeni DNA vlakna, aktivaci poly(ADP-ribosa)polymerasy a reakci vedouci
k apoptoze (odumieni).

Pomoci poskozeni DNA lze i vysvétlit toxicitu H,O, v organismu. Je znamo, ze DNA
je schopna vazat Fe®*. Vazba mezi dvojmocnym zelezem a fosfatovou pateti je snadno
ptistupna pro H;O,, Vznikem komplexu anthokyaninu s DNA 1ze Fentonové reakci zabranit.
Jsou dvé pravdépodobné moznosti vzniku komplexu. Bud’ vznikd kovalentnim navazanim
anthokyaninu na DNA pfes vazbu s kovem, anebo je mozny vznik pfimé nekovalentni vazby
anthokyaninu s fosfatovou pateti (Obr. 14), pti¢emz druhy proces se zda realn€jsi. Nicméné

pusobeni kovu pii1 vzniku komplexu nelze Vylouéitzs.
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Cyanidin DNA strand Cyanidin-DNA complex

Obr. 14 Vznik nekovalentniho komplexu anthokyanin-DNA®
Anthokyaniny jsou zkoumany i ve vztahu k rakoving. Je studovan jejich vliv na
organismus postizeny zhoubnym bujenim, ale také moZnost jejich uplatnéni v prevenci
rakoviny. Ng&které laboratorni studie poukdzaly na moZnosti potlaceni karcinogeneze
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pusobenim anthokyaninii, nicméné k plnému objasnéni mozného protirakovinného uc¢inku in
vivo v lidském organismu v uspokojivé mife zatim nedoglo®®

Zhoubné bujeni miize byt potlaceno mechanismem, kdy anthokyanin ovlivni bunéény
cyklus plsobenim na proteiny, které cyklus reguluji. Bylo zjisténo, ze anthokyanidiny
projevuji in vitro v&tsi inhibi¢ni vlastnosti neZ anthokyaniny®’. Dale byla pozorovéana uréita
selektivita, kdy anthokyaniny inhibovaly vyrazné vice rist rakovinnych bun€k Vv porovnani
s buikami zdravymi®®?*. Mechanismus tohoto selektivniho piisobeni neni znam.

Pro vyvoj 1 pro fungovani organismu hraje vyznamnou ulohu tzv. apoptdza, coz je
planované odumfieni bunky, které slouzi k regulaci zdravych bun€k v organismu. U
rakovinnych bun¢k je tato regulace porusena. LéCivy ucinek anthokyaninti proti rakovinnym
buitkdm muize byt zplisoben zvySenim mitochondrialntho membranového potencidlu, kdy
uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii do okoli buiiky spusti apoptézu mechanismem
zalozenym na upravé a aktivaci kaspas (typ cysteinproteasy) a na nich zavislych anti a
proapoptotickych proteint.

Anthokyaniny ddle mohou potladovat angiogenezi, coZ je vytvareni novych krevnich
kapilar, probihajici naptiklad pfi hojeni ran, ale také rGstu nddoru a metastaz (druhotné
lozisko nddorovych bunck vzniklé odtrzenim casti nadorovych bunck), kdy nové kapilary
zajisti ptisun zivin a kysliku do mista nadoru.

Bohuzel epidemiologické studie u lidi neprokazaly inhibici zhoubného bujeni ani
preventivni protektivni piisobeni zvySenym ptijmem anthokyaninl v potravé. Prokézéano bylo
jen snizeni oxidativniho poskozovani DNA, zvySeni hladiny glutathionu pfi jeho nedostatku
V organismu a dal$i procesy souvisejici s antioxida¢nimi vlastnostmi anthokyanini.

Anthokyaniny vykazuji inhibici riistu zhoubnych bunék, podnécovani apoptdzy a dalsi
antikancerogenni vlastnosti in vitro v rozmezi koncentraci 10 az 10 mol.dm™. Koncentrace
anthokyanint v lidské krvi po konzumaci jimi obohacené stravy se pohybuje v rozmezi 107
az 10”7 mol.dm™ nebo mnohem nize?’. Je otézkou, zdali by vé&tsi koncentrace anthokyanini
Vv lidském organismu poskytovaly stejné efekty, jako pii pokusech in vitro. Nejasné také je,
zda jsou tyto efekty zplsobené samotnymi anthokyaniny nebo jejich metabolity. Kli¢ovou
oblasti je nyni prozkoumani moZnosti zvySeni absorpce anthokyaninli a jejich metabolith

nezbytné pro chemoprevenci lidské rakoviny v tkanich, zazivacim traktu a kizi*°.
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2.5. Transformace anthokyanini pFi zrani vin

Jednou z hlavnich slozek potravy obsahujici anthokyaniny jsou cCervena vina.
Anthokyaniny se zde ti€astni procesu zrani, transformuji se a zapficiiiuji kondenzac¢ni reakce a
vznik kondenzovanych a polymernich pigmentd. Tyto déje se projevuji barevnymi zménami
daného vina a také naptiklad v poklesu trpkosti (latky ptispivajici k trpkosti vina se zabuduji
do vznikajicich struktur a tim se zméni chutové vlastnosti).

Tyto reakce logicky vyznamné souvisi s mnoZstvim kysliku a oxida¢nimi procesy
probihajicimi ve vin€. Proto je zde kondenzacnim procesim vénovana samostatna kapitola.
Nékteré pigmenty vznikaji tvorbou pyranového kruhu mezi uhlikem 4 a hydroxyskupinou
vpoloze 5 na aglykonu. Jejich vznik Ize demonstrovat na reakcich anthokyaninu s
4-vinylfenoly®". Pokud malvidin-3-glukosid ve vin& reaguje s 4-vinylfenolem, dochazi ke
vzniku pigmentu A (Obr. 15).

OMe &7
OH 8~
+ CI
HO O\ OMe + —_—
Z oGl
OH OH
malvidin 3-glucoside 4-vinylphenol

Obr. 15 Mozny mechanismus vzniku pigmentu A reakci anthokyaninu s 4-vinylfenolem™

Kreakci nezbytny 4-vinylfenol mohou béhem =zrani vina enzymatickou cestou
poskytnout nékteré druhy kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) dekarboxylaci kyseliny p-
kumarové (4-hydroxyskoficové). Nabizi se mySlenka, ze dekarboxylovany mohou byt i jiné
kyseliny. Naptiklad dekarboxylaci kyseliny kavové (3,4-dihydroxyskoticové) by vznikl 4-
vinylkatechol, ktery by obdobnym mechanismem dale reagoval s anthokyaninem za vzniku
pinotinu A.

Vétsina védeckych studii ale poukazuje na pfitomnost 4-vinylfenolu ve zrajicich
vinech, zatimco pfitomnost 4-vinylkatecholu nebyla pozorovéana, coZz piedpokladd jiny

mechanismus vzniku, ktery neni zaloZzen na pfitomnosti 4-vinylkatecholu. Tento
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mechanismus je zalozeny na reakci anthokyaninu s kyselinou odvozenou od kyseliny
skoficové. V piipadé vzniku pinotinu A tedy dochazi k reakci anthokyaninu piimo s Kyselinou

kavovou (Obr. 16).

Obr. 16 Vznik pinotinu A reakci malvidin-3-O-glukosidu s kyselinou kavovou®.

Vznik ¢tvrtého kruhu je zahajen vznikem vazby mezi uhlikem 4 na anthokyaninovém
skeletu, kde se projevuje elektrofilni charakter pyryliového kruhu, a a-nukleofilnim uhlikem
kyseliny kavové. Vysledny intermedidt projevuje elektron-deficitni charakter, nicméné
elektron-donorové skupiny na aromatickém jadie kyseliny kavové stabilizuji vznik tohoto
intermediatu. Z n¢j se vytvofi intramolekularné pyranovy kruh. Vysledny pinotin A potom
vznikne naslednou oxidaci a dekarboxylaci®.

Vyznamnou roli pfi kondenzaci nékterych anthokyaninti béhem zrani vina hraje
acetaldehyd. Ten je pfitomen v fad€ potravin, ovoci, zelenin€, mlécnych vyrobcich ¢i riiznych
napojich. Vznika také pii kvasSeni v hroznech oxidaci ethanolu nebo dekarboxylaci kyseliny
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pyrohroznové. Vyznam acetaldehydu pfi zrani vina lze pozorovat pii jeho reakci s katechinem
Vv ptitomnosti malvidin-3-O-glukosidu. V kyselém prostiedi je acetaldehyd protonizovan a
vznika karbokation. Na ten muze byt nukleofilni adici navdzan katechin. Vznikla adi¢ni
slou¢enina muze nasledné vytvofit opét karbokationtovy intermediat. Ten mize potom
reagovat s malvidin-3-O-glukosidem navazanim ptes ethylovy mustek na malvidin v poloze
8. Vznikne tak barevny produkt (Obr. 17). S aldehydovym karbokationtem vzniklym béhem

reakce reaguje pouze katechin, u malvidin-3-O-glukosidu nebyla tato interakce pozorovana.
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Obr. 17 Vznik barevného pigmentu (se zabudovanym anthokyaninem) za pomoci aldehydu

Tyto kondenzacni reakce vyvolané piitomnosti acetaldehydu probihaji sndze bez
ptitomnosti anthokyaninl. Anthokyaniny totiz reaguji s karbokationtovym intermedidtem
pouze za vzniku vazby na uhliku 8, zatimco katechin vytvaii kovalentni vazbu jak v poloze 8,
tak i vpoloze 6. Disledkem toho reakce s anthokyaniny zakoncuje polymeraéni reakci,
zatimco navazovani flavanoli udrzuje chod polymerace. Jeden vznikly polymer tedy mulze
obsahovat maximalné dva navazané anthokyaniny. Pokud vznikne trimer obsahujici flavanol
a dva anthokyaniny, je jasné, ze uz nemuze dojit k navazani dalsi jednotky. Naopak pokud
bude trimer sloZen z jednoho anthokyaninu a dvou flavanolli, miZe se navdzanim dalsi
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jednotky zménit na tetramer. Byly také zjistény procesy, kdy reagovaly dva trimery ¢i
tetramery za vzniku polymeru a uvolnéni dvou anthokyaninovych jednotek. Takové procesy
samoziejmée urychluji riist polymernich struktur. Vazba zprostfedkovana ethylovym mustkem
mezi dvéma flavanoly je v kyselych podminkach labilnéjsi nez takto zprostfedkovana vazba
mezi anthokyaninem a flavanolem. Toto tvrzeni je potvrzeno thiolyzou, pfi které jsou barevné
dimery stabilnéjsi nez bezbarvé. Vzniklé pigmenty s ethylovym mistkem jsou stalej$i nez
latky, ze kterych vznikly. Jednim z moznych vysvétleni je vznik nekovalentnich struktur
sandwichového typu z téchto pigment®,

VySe uvedené procesy poukdzaly, jak piitomnost acetaldehydu vyrazné ptispiva
k tvorbé polymernich struktur pfi zrani vina. Vznik potfebného mnozstvi acetaldehydu ve
ving je podminén také dobrym provzdusnénim, coz poukazuje na dilezitost vybéru materiali,
ze kterych se vyrabi zatky pro lahve, ve kterych je vino archivovdno. Polymera¢nimi
reakcemi mohou byt zapojovany do polymert i jiné latky, naptiklad taniny (tfisloviny), ¢imz
dochazi k poklesu obsahu jejich volné formy ve vin€, a tim také poklesu trpkosti, kterou
Prilis vysokd koncentrace acetaldehydu ve viné ale mize vést k nadmérnému vzniku
polymerti a anthokyanino-tanninovych komplext, které se projevi zdkalem a vznikem

usazenin ve vine.
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2.6. Analyza anthokyaninu

Pokud je provadéna analyza anthokyaninti v rostlinném materialu, je nutno je nejdiive
oddé¢lit od matrice. Anthokyaniny jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech diky ptitomnosti
navazanych hydroxyskupin a cukrt. Proto je nejcastéji volena extrakce alkoholem za studena.
Za vyssich teplot by se totiz mohly anthokyaniny obsazené ve vzorku rozlozit. Extrakéni
medium lze mirné€ okyselit, aby se podpofila ptitomnost anthokyanind ve flavyliové formé, a
tim se zvysSil extrakéni vytéZzek. Piilisné okyseleni ale muze vést K Caste¢né hydrolyze
acylovanych kyselin a k dal$im nezadoucim chemickym zménam.

Historickymi metodami v analyze anthokyanini jsou papirovd a tenkovrstevna
chromatografie. Nejvice vyuzivanou metodou v analyze anthokyanind je ale v souCasnosti
HPLC (High performance liquid chromatography). Tato metoda umoziuje efektivni separaci
barviv od balastnich latek a rozliSeni jednotlivych anthokyaninl. Reten¢ni charakteristiky lze
potom vyuZit pro identifikaci. Namétfené hodnoty se porovndvaji s hodnotami ziskanymi pti
analyze standardl.. Standardy jsou komeréné dostupné ve velmi omezené mife. Dostupné
latky jsou velmi drahé. Omezena stabilita standarda je rovnéz nezanedbatelnym problémem.

Analyza anthokyanini pomoci HPLC nabizi Siroké moznosti provedeni. Mezi
nejCastéjsi patii separace na kolonach s reverznimi fazemi. Na reverznich fazich reten¢ni ¢as
klesa se zvySujici se polaritou. Polaritu zvySuji navazané cukry a hydroxyskupiny na B kruhu.
Nejmensi  retenni cas mayji diglykosylované anthokyaniny  nasledované
monoglykosylovanymi anthokyaniny a aglykony. Mezi aglykony ma nejmensi reten¢ni Cas
delphinidin nasledovany cyanidinem, pelargonidinem a malvidinem*. Je pomérn& dlouhou
dobu zndmo, Ze rychlost konverze jednotlivych protolytickych forem anthokyaninii je
pomérné mala. To se pfi chromatografii projevi rozsifenim pikii, protoze kazda protolyticka
forma m4 jinou retenci na reverzni fazi. Pro dosaZeni dobré ucinnosti chromatografické
separace je nezbytné udrzovat v roztoku pievladajici flavyliovou formu. Toho je ovSem
dosazeno pii hodnotich pH nizSich nez 2. Pouzitim takto kyselych mobilnich fazi ovSem
muze dochdzet k poSkozeni béZznych reverznich fazi (odstépeni alkylového fetézce). Proto je
nutno volit takové staciondrni faze, které jsou proti kyselé hydrolyze chranény (napt. kolony
Gemini C18 nebo Acquity BEH C18 atd.).

Detekce se bézné provadi pomoci UV diode-array detektoru (DAD). Jeji vyhodou je
ziskani online knihovny spekter. V kyselém prostiedi je flavyliovy kation ¢erveny a poskytuje
absorpéni maximum kolem 520 nm, coz pii méfeni ve viditelné oblasti spektra zvySuje
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selektivitu detekce. Ta je nezbytna, jsou-li v rostlinném extraktu pritomné i jiné flavonoidy.
Zménou struktury anthokyaninu se méni vlnova délka absorpéniho maxima. Spektralni
charakteristiky anthokyaninii jsou vyznamné zavislé na substituentech na B kruhu.
Pelargonidin tak ma absorpéni maximum pii 520 nm, cyanidin pii 535 nm a delphinidin pfi
544 nm. Glykosylované anthokyaniny poskytuji posun absorp¢niho maxima zhruba o 10 nm
k niz§im vinovym délkdm na rozdil od jejich aglykonli a zaroven snizuji molarni absorpéni
koeficient. Lze pozorovat i zavislost na po¢tu navazanych cukri, diglukosid ma nizsi vinovou
délku absorpéniho maxima neZ monoglukosid®.

Vzhledem ke zminénému nedostatku standardd je kapalinova chromatografie on-line
kombinovana s hmotnostnim spektrometrem. Hmotnostni spektrometrie umoZnuje
identifikaci barviva na zdkladé meéfeni m/z molekularniho iontu, studia jeho fragmentace,
pfipadné méfeni presné a sprdvné hmoty, dovolujici urcit elementarni sloZzeni. Nespornou
vyhodou je 1 zvySeni selektivity (dalSi rozmér separace) a obvykle vyborna citlivost a limit
detekce.

Dilezitd je v MS analyze volba ioniza¢nich podminek. Mezi rozSifené ionizacni
techniky patii ionizace elektrosprejem (ESI), ktera je zalozena na vzniku jemného aerosolu
Z analytu rozpusténého ve vhodném eluentu a nasledném odpafovani a zmenSovani povrchu
kapic¢ek aerosolu. Protoze nesou velky naboj diky vysokému vloZzenému napéti, zvySuje Se
hustota povrchového naboje, az dojde ke coulombické explozi, ktera vede k rozpadu na jesté
mensi kapicky s pivodnim rozloZzenim néboje. Opakované coulombické exploze vedou az ke
vzniku jednotlivych iontd. Anthokyanin ve flavyliové form¢ je relativné staly a proto jej neni
jednoduché rozbit na fragmenty pii lehkych ionizacnich podminkach. Pii ionizaci
elektrosprejem neni fragmentace ve spektrech anthokyaninti dostatec¢na a proto je pro zvyseni
fragmentace vyhodné kombinovat ionizaci elektrosprejem s CID (collision induced
dissociation) a tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS-MS). V literatuie byla popsana
fragmentace bézné¢ se vyskytujicich anthokyaninli. Zakladnim procesem je odstépeni
cukernych zbytkl za tvorby aglykonu. Néslednou fragmentaci dochéazi k odStépovani oxidu
uhelnatého, vody, methylové skupiny a rovnéz k retro-Diels Alderovu §tépeni®®®'.

Vedle kapalinové chromatografie ve spojeni s riznymi detekénimi technikami je
v analyze anthokyanini pouzivana kapilarni elektroforéza (CE). Metoda je zalozena na
rozdilné rychlosti pohybu c¢astic v elektrickém poli. Separace je provadéna nejcastéji v

kfemennych kapilarach. V soucasné dob€ je u CE preferovano spojeni s MS. Ptednosti je
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vysoka ucinnost, pruznost pti optimalizaci selektivity a malad spotieba vzorku, i zdkladniho
elektrolytu.

V analyze anthokyanint je také pouzivana nukledrni magnetickd rezonance (NMR).
Jde o metodu zalozenou na interakci elektromagnetického zéafeni s jadry méfené latky
umisténymi ve vnéj$im magnetickém poli. Energie dodana elektromagnetickym zafenim
zpusobi prechod nenulového magnetického momentu do vysSiho energetického stavu.
Charakteristickou veli¢inou je chemicky posun jadra udavany v ppm. Vyhodou NMR je
ziskani informaci o struktufe latek (véetné absolutni konfigurace) a moznost ovéfeni vysledki
ziskanych jinymi technikami. Pfi analyze anthokyaninti nejcastéji byva provedena frakcionace
kapalinovou chromatografii a nasleduje offline NMR méfeni frakci. Online spojeni téchto
technik je problematické. Je totiz tfeba pracovat s deuterovanymi mobilnimi fdzemi (vysoké
naklady) a dalSim problémem je potiebna akumulace spekter (nutnost zpomaleni
chromatografie)*>*®,
V analyze anthokyaninli tedy v soucasnosti dominuje vysoce uUCinnd kapalinova

chromatografie HPLC s rozmanitymi zpusoby online i offline detekce (UV-Vis, MS, NMR).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie, pFistroje a podminky analyzy

Chemikalie:

Standard: cyanidin-3-galaktosid (ldeanin chloride); dodany firmou Carl-Roth (Karlsruhe,

Némecko)
Rozpoustédlo pro standard: vodny roztok 0,01 mol.dm™ HCI (p.a., Lachema, Brno)
Oxidaéni ¢inidlo: 3% vodny roztok H,O; (ptipraveno z 30 % roztoku, p.a., Lachema, Brno)

Chemikalie pro pfipravu mobilnich fazi: acetonitril (Cistota pro LC-MS; Biosolve,
Valkenswaard, Nizozemi), trifluoroctova kyselina (Cistota > 99%,; Sigma-Aldrich; St. Louis,

USA), voda (pro chromatografii, Merck, Darmstadt, Némecko)
Mobilni faze: A: 0,12 % (v/v) vodny roztok kyseliny trifluoroctové
B: 0,12 % (v/v) roztok kyseliny trifluoroctové v acetonitrilu

Dalsi chemikalie: leucin-enkefalin (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA), pouzit pro Lock Mass

korekci hodnot m/z.

Pfistroje a podminky analyzy:

Ultra-t¢inny kapalinovy chromatograf (UPLC, Acquity, Waters Corporation, Milford, USA)
Hybridni hmotnostni spektrometr Q-TOF Premier (Waters Corporation, Milford, USA)
Ioniza¢ni technika: ESI (Z-Spray)

Pouzita kolona: Acquity UPLC BEH C18 1,7um (2,1x50 mm)

Prutok: 0,5 ml/min

Primérna hodnota zpétného tlaku: 5 266 psi (= 36,3 MPa)
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Profil gradientu:

¢as (min) | zastoupeni slozky A v mobilni fazi (%)
0-1 98
1-7 98-50
7-8,5 50-0
8,5-8,8 0-98
8,8-10 98

Pro ziskani pfesnych a spravnych hodnot m/z byly hmoty korigovany s vyuzitim
techniky Lock Mass. Pro tento ucel byl referencnim iontovym zdrojem sprejovan roztok

leucin-enkefalinu (500 ng/mL standardu v 0,1 %, v/v vodném roztoku HCOOH).

Parametry hmotnostniho spektrometru:

Sprejovaci napéti: +3 kV
Teplota zdroje: 110 °C
Priitok zmlzovaciho plynu: 38 L/hod
Desolvacni teplota: 170 °C
Pritok desolva¢niho plynu: 550 L/hod
Kolizni energie pro MS sken:
Pro MS skeny byla nastavena kolizni energie 5 V.
Pro MS/MS skeny byla pouzita rampa kolizni energie 15-50 V.
Cas jednoho skenu pro MS i MS/MS 0,2 s.
Interscan delay 0,02 s.

Izola¢ni §itka pro MS/MS experiment byla nastavena na 1 Da (LM Resolution: 15).
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3.2. Priprava reak¢ni smési a jeji analyza

Bylo navazeno dvakrat 0,5 mg standardu cyanidin-3-galaktosidu. Nasledn¢ byl
ptipraven kontrolni roztok (0,5 mg standardu, 1000 pl1 0,01 mol.dm™ vodného roztoku HCI) a
roztok standardu s peroxidem vodiku (0,5 mg standardu, 900 pl 0,01 mol.dm™ vodného
roztoku HCI, 100 pul 3% vodného roztoku H,0;). Oba roztoky byly co nejdiive proméfeny a
dale byla provedena analyza po 20, 40 a 60 minutach. Nasledn¢ byly provedeny fragmentaéni

experimenty a nasledovala analyza po 190 minutach (opét véetné MS/MS experimenti).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Rozpuiténi standardu v 0,01 mol.dm™ vodného roztoku HCI poskytlo syt& Gerveny
roztok. Vzorek s ptidanym peroxidem se s ¢asem odbarvoval, coz svéd¢ilo o klesani obsahu
pavodniho anthokyaninu. Po 190. minut& byl roztok témé bezbarvy. Ubytek obsahu barviva

demonstruje obrazek 18.
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1004 223 44499]/
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Obr. 18 Ubytek anthokyaninu s postupem &asu béhem oxidace (rekonstruovany chromatogram pro
m/z 449,1).

Cyanidin-3-galaktosid eluuje s retenénim c¢asem 2,2 min (chromatogram
rekonstruovany pro m/z 449,1). Obr. 19 a 20 potvrzuji, Ze dominantni pik s tg= 2,2 min
odpovida cyanidin-3-galaktosidu. V MS/MS spektru (Obr. 20) lze jednoznaéné vidét
odstépeni cukru (Am/z 162) a vznik aglykonu.

V analyze po 20 minutach oxidace poklesla intenzita tohoto piku zhruba na polovinu
oproti analyze piiblizné po 5 minutach, coz naznaCuje rychlou oxidaci ptuvodniho
anthokyaninu. Obr. 18 rovnéz ukazuje, ze po 190 minutach oxidace je pivodni barvivo jiz

zcela preménéno.
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cy-3-0al-5-H202-02-06-2010-co-nejrychiei 154 (2.226) Cm (149:159-(130:141+168:183))
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Obr. 19 MS spektrum cyanidin-3-galaktosidu a jeho aglykonu v roztoku

cy-3-gal-s-H202-02-06-2010-co-nejrychleji 154 (2.235) Cm (125:157-(109:118+165:174))
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Obr. 20 MS MS spektrum cyanidin-3-galaktosidu

V analyzach po 20 a 40 minutach oxidace jsou patrny piky eluujici pfed vlastnim

barvivem. Jde o piky, v jejichz spektru (spektru primérovaném pies dany chromatograficky
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cyanidin-3-gal-5-full lopp-s-H202-3proc-antho-0-5mg-ml-po20min
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Obr. 21 MS spektra piki eluujicich pited barvivem.

pik po odecteni iontd zakladni linie) se rovnéz vyskytuje ion s m/z 948 (Obr. 21). Tento ion
doposud nebyl jednozna¢né identifikovan, ale pravdépodobné je jeho fragmentem cyanidin-3-
galaktosid (m/z 449,1). Muze tedy jit o latky vznikajici interakci barviva s peroxidem vodiku,
jejichz polarita je vétSi nez polarita barviva samotného (elu¢ni poradi na reverzni fazi). Tyto
latky podléhaji naslednému rozkladu a po 40 minutach dojde k jejich vyraznému ubytku.

Na obrazku 22 mizeme vidét chromatogramy s UV-Vis detekcei pii vinové délce 280
nm, tedy v nebarevné oblasti. Dominantni pik zde ma v prvni analyze retenéni ¢as 2,19 min,
coz koresponduje s dominantnim pikem (2,23 min) v pfedchozich chromatogramech s MS
detektorem. Pik se zde po 20. minuté $té€pi a zacina se zvétSovat pik s reten¢nim ¢asem 2,29

min, ktery dominuje v analyze po 190. minuté.
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cyanidin-3-gal-5-full lopp-s-H202-3proc-antho-0-5mg-ml-po190min
cy-3-gal-s-H202-02-06-2010-co-nejrychleji
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Obr. 22 Chromatogramy s UV-Vis detekei pfi vinové délce 280 nm

Na obrazku 23 (zoom z obr. 22) je patrné, ze v pribéhu oxidace dochazi vedle vzniku

dominantniho oxida¢niho produktu (tj. pik s tr=2,3 min) také ke tvorbé n€¢kolika produktt
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Obr. 23 Zoom z chromatogramu na obr. 22
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minoritnich. Jde o piky s retencnimi ¢asy 0,37 min; 0,47 min; 1,81 min; 1,95 min; 2,69 min;

2,91 min; 3,2 min; 3,63 min; 3,92 min. Identita téchto latek nebyla doposud uspokojivé

vysvétlena. Spektra ziskand primérovanim pies uvedené piky jsou slabd (intenzita

ptitomnych iontt je nizka, coz znemoziuje jednozna¢nou interpretaci). To lze vysvétlit

malou stabilitou oxida¢nich produktli za podminek analyzy hmotnostnim spektrometrem

(zejm. vyssi teplota).

Jako ptiklad za vSechny mize poslouzit spektrum z piku s retenénim ¢asem 3.63 min

(viz obr. 24). Signal pozorovanych iontl je nizky. Zakladnim pikem tohoto spektra je ion s

m/z 587. Dale se ve spektru nachazi ion odpovidajici cyanidinu (m/z 287), ktery by mohl byt

cyanidin-3-gal-5-full lopp-s-H202-3proc-antho-0-5mg-ml-po190min
cy-3-gal-s-H202-02-06-2010-p0190 249 (3.609) Cm (249:255-(240:246+258:263))
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Obr. 24 Spektrum v piku 3.63min (190 min oxidace)
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fragmentem iontu poskytujiciho zékladni pik (shodny retencni ¢as). Dominujici ion by mohl

byt vysvétlen jako dvé cyanidinové jednotky spojené kyslikovym mistkem. Vzhledem ke

zminéné slabé intenzité je vSak toto vysvétleni pouze spekulativni. Obr. 25 ukazuje

odpovidajici chromatogramy métené pii vlnové délce 500 nm (viditelnd oblast spektra). Zde

je rovnéz patrny postupny pokles odezvy ptivodniho barviva.
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Obr. 25 Chromatogramy s UV-Vis detekci pti vinové délce 500 nm
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Obr. 26 Spektrum rekonstruované pro pik eluujici s reten¢nim ¢asem 2.29 (resp 2.32 s pouzitim MS

detektor

u).
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Porovnanim odezev piku sretenénim Casem tg=2,95 min v pribéhu oxidace bylo
zjisténo, ze dochazi k ubytku této latky. V jejim spektru byl potvrzen ion s m/z 303 a jde tedy
patrné o derivat delphinidinu, pfitomny jako necistota ve standardu, ktery v ptitomnosti H,O,
rovnéz oxiduje. Analyza kontrolniho vzorku (bez ptitomnosti H,O;) prokazala rovnéz
ptitomnost této latky.

Obr. 26 ukazuje MS spektrum jiz zminéného oxida¢niho produktu s retenénim ¢asem
tr= 2,3 min. Prokazuje ptitomnost iontu s hodnotou m/z 483,1 a postup jeho Stépeni. Nejprve
dochazi k odstépeni cukern¢ho zbytku (vznika iont s m/z 321.1) a nasleduje fragmentace
navrzena na obr. 27. Dochazi k rozstépeni C-kruhu anthokyanidinového skeletu a vzniku

iontd s hodnotami m/z 155.0 a 167.0. Dale dochazi k odstépovani oxidu uhelnatého a vody.
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Obr. 27 Navrzené schéma dekompozice iontu m/z 321.
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Navrzena struktura fragmentd s hodnotou m/z 321.1; 167,0; 155.0 byla potvrzena také
méfenim presné a spravné hmoty. Chyba (odchylka od vypoétenych hodnot) neptesahuje 3.7
ppm. Izolaci iontu s m/z 321.1 a jeho fragmentaci v kolizni cele vznikaji ionty s m/z 155.0 a
137.0 a ackoli je jejich signal slaby, potvrzuji navrhovanou fragmentacni cestu. Izolaci iontu s
m/z 155.0 a jeho fragmentaci vznikd ion 137.0, ktery rovnéz potvrzuje navrhované procesy.
Vsechny rekonstruované chromatogramy pro vyse diskutované hodnoty m/z poskytuji pik ve

stejném reten¢nim Case tg=2.3 min.
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ZAVER

V teoretické cCasti byly popsany zdkladni vlastnosti anthokyaninii, antioxidac¢ni
vlastnosti, jejich chovani ve fyziologickém prostiedi a jejich vliv na zdravi ¢lovéka. Byla
popsana jejich antioxida¢ni kapacita a schopnost vychytavat volné radikaly. Dale byla
diskutovana retence anthokyanind v organismu a byl popsan jejich metabolismus. Konec
teoretické Casti se veénoval chemickym pfeménam anthokyanini a byla nastinéna
problematika jejich analyzy.

V experimentalni ¢asti byla sledovana oxidace cyanidin-3-galaktosidu peroxidem
vodiku. Béhem analyzy byl prokdzan ubytek ptivodniho anthokyaninu a néartst mnozstvi
degradac¢nich produkti. LC/MS analyzou byl nalezen produkt adice cyanidin-3-galaktosidu
s peroxidem vodiku (m/z= 483,1078). Detailn¢ bylo popsano Stépeni tohoto aduktu. Pti
fragmentaci dochazi k odsStépeni cukru a dale k rozstépeni C kruhu anthokyanidinového
skeletu.

Vedle tohoto aduktu vznikaji jeSté¢ dalSi minoritni produkty oxidace. Vzhledem
k jejich slabé intenzité nebyla jejich struktura doposud objasnéna a tyto produkty jsou

predmétem dalSiho studia.
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