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1. UVvOD

Potravinaiska barviva jsou latky, které udéluji potraviné barvu, kterou by bez jejich
pouziti neméla, nebo ji obnovuji po ptislusném technologické procesu, kdy doslo k jejimu
zeslabeni nebo poskozeni. Barva potravin je dilezitou vlastnosti, jelikoz utvati prvni do-
jem u spotiebitele. Zakaznik si spiSe vybere syté ¢erveny jahodovy jogurt, nez jahodovy
jogurt méné vyrazn¢ zbarveny, i kdyZ mtze obsahovat vyssi podil jahod.

Existuji dvé hlavni skupiny barviv. Barviva pfirodni, v¢etné¢ pfirodné identickych
a barviva synteticka. Pfirodni barviva patfi mezi nejstarsi pfidatné latky, vyuzivané pfi
vyrob¢ potravin. Jejich zdrojem jsou riizné potravinaiské suroviny nebo jiné ptirodni ma-
terialy, rostlinného, zivo¢iSného nebo nerostného piivodu. Synteticka barviva se ziskavaji
chemickou syntézou, nejcastéji z vysoce precisténych ropnych produkti. Z divodu lev-
né&jsi vyroby a vyssi stalosti barev jsou syntetickd barviva vice vyuzivana nez barviva
ptirodni. Do potravin jsou barviva ptidavana v nejruznéjSich formach, mohou mit podobu
prasSku nebo se pridavaji smichané s jedlymi tuky a oleji, pfipadné v tekuté smési s roz-
poustédly. Naopak za potravinarskd barviva se nepovazuji latky, které se ptidavaji do
potravin pro své aromatické, chutové nebo vyzivové vlastnosti a maji vedlejsi barvici
ucinek a latky, urcené k barveni nejedlych ¢asti potravin.

S nékterymi syntetickymi barvivy jsou asto spojovany rizné nezadouci Gi¢inky. Nej-
Castéji se jedna o détskou hyperaktivitu, karcinogenitu, negativni plisobeni na Zalude¢ni
sekreci a razné alergické reakce. Jde pfedevsim o synteticka azobarviva. Nezbytna je
kontrola dozorovymi organy, jak z hlediska mnozstvi barviva pouzitého v potraviné tak
i z hlediska obsahu jednotlivych barviv v potravinach. V poslednich letech, kdy se zna¢né

zvySuje zajem o zdravy zivotni styl, poptavka po ptirodnich barvivech stale stoupa.



2. CIL PRACE

Cilem bakalatské prace je zpracovat informace z oblasti potravinaiskych barviv. Vytvofit
prehled potravinatrskych barviv, vcetné jejich déleni. Popsat moznosti a technologické
postupy ziskavani vybranych potravinafskych barviv. Soustiedit informace o moznostech
detekce potravinaiskych barviv, vcetné€ jejich stanoveni pomoci instrumentalni analyzy

a nastinit legislativni aspekty potravinovych barviv v Ceské republice.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Obecn¢ 1ze barevné latky rozdélit na barviva, ktera jsou obvykle zpracovatelnd ve
form¢ pravého ¢i koloidniho roztoku, jsou tedy rozpustna ve vodé nebo organickych roz-
poustédlech, a na laky. Laky jsou obvykle ve vodé nerozpustné pigmenty, které se v po-
travin€ rozptyli a vytvoii disperzni smés. PouZzivaji se v potravinach zalozenych na tucich
¢i olejich nebo v potravinach, které pro rozpusténi béznych barviv neobsahuji dostatek
vody (napiiklad Zvykacky, bonbony). Lakim vychazejicim z pivodni struktury barviv
jsou piipisovany stejné toxikologické vlastnosti, jako pfislusnym pavodnim barvivim
a mé¢ly by tedy mit i stejny vliv na lidské zdravi. Proto se laky oznacuji stejnymi E-kody
jako pfislus$na barviva a na etiket¢ se nerozliSuji (CV?OPI'KOVA a kol., 2005; VRBOVA,
2001).

Pouziti daného barviva ¢i laku pro urcitou potravinu ovliviiuji rizné faktory. Jedna
se predevsim o fyzikalni vlastnosti (pH, rozpustnost, odolnost vii¢i ptisobeni svétla, kys-
liku a teploty). Vybér mtze ovlivnit i typ obalového materialu nebo trvanlivost potraviny.
V neposledni fadé¢ jsou to ekonomické, marketingové a legislativni aspekty (EMERTON,
2008).

Barviva Ize d¢lit i podle barvy, zpisobu vazby na material, biologické funkce v pii-
rodnim materidlu, fyzikalnich vlastnosti a podobné. V této praci jsou barviva rozdélena
dle zdroje (barviva pfirodni, v¢éetné piirodné identickych a barviva synteticka) a chemické

struktury.

3.1 Prirodni a prirodné identicka barviva

Pfirodni barviva jsou barevné latky, které syntetizuji, akumuluji ¢i do prostiedi vylu-
¢uji Zivé bunky. Tyto latky jsou soucasti potravin Zivoc¢isného nebo rostlinného plivodu
danou genetickymi dispozicemi daného organismu. Mohou byt také soucasti jinych, nez
potravinaiskych materiali pfirodniho ptivodu (pigmenty hub, fas, liSejnikli nebo mikro-
organismt), ze kterych se ziskavaji v pivodnim stavu a jako takové, nebo strukturné po-
zmeéneéné se vyuzivaji k barveni potravin.

Mezi ptirodni barviva jsou obvykle fazeny také barvené latky, ziskané z ptirodnich
surovin riznymi technologickymi procesy, napf. karamel a sladovy extrakt, médnaté
komplexy chlorofylt a chlorofylinti, které se v pfirodé nenachazeji (nebo jen v zanedba-

telném mnozstvi). Nemén¢ diillezitymi ptirodnimi barvivy jsou anorganické latky (napf.



uhlic¢itan vapenaty, oxid Zelezity) a pfirodn¢ identicka barviva, kterd jsou ziskdvana che-
mickymi reakcemi, aviak jejich struktura je identickd s barvivy piirodnimi (VELISEK,
2002).

V poslednich letech se zna¢né zvySuje zajem o pfirodni barviva. Velké mnozstvi pii-
rodnich barviv jsou bézné konzumovany jako soucast kazdodenni stravy (anthokyany
v ovoci, lutein a chlorofyly v listové zeleniné aj.), a proto existuje nazor, ze musi byt
zdravotné nezavadné. Ve skutecnosti vSak nebylo provedeno takové mnozstvi pokust,
ovétujicich zdravotni nezavadnost piirodnich barviv, jako u barviv syntetickych. Jejich
odstin zavisi na zdroji, ze které¢ho se barvivo ziskava (z divodu, ze barvivo neni jen kon-
krétni latka ale smés barevnych a doprovodnych latek), metodé extrakce a Cisténi a fadé

dalSich faktord.
Nevyhody ptirodnich barviv:

e Jsou nachylna k mikrobialni degradaci.

e Maji velkou proménlivost barevnych odstint (li$i se jednotlivé Sarze).

e Jsou chemicky malo stabilni.

e SloZeni zavisi na zdroji, geografickém ptivodu a sezong¢.

e Hrozi nebezpe¢i kontaminace nezadoucimi toxickymi kovy, insekticidy,

herbicidy a mikroorganismy (KVASNICKOVA, 2010).

Vyhody ptirodnich barviv:

e V¢tSinou jsou zdravotné nezavadna.

e Nezpusobuji alergické reakce, nebo jen minimalné.

e Jsou ptirozené pfitomna V potravinach a jsou soucasti kazdodenni stravy.
e Ziskavaji se z obnovitelnych zdroj.

e Jsou bézné biologicky odbouratelné i z hlediska Zivotniho prostiedi.
Pfirodni a pfirodné identickd barviva se dle chemické struktury déli na: polyenova

barviva, chinonova barviva, pteridinova barviva, indolova barviva, tetrapyrrolova barviva

a pyranova barviva.
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3.1.1 Polyenova barviva

Polyenova barviva jsou nerozpustna ¢i prakticky nerozpustna ve vodé. Jedna se o
typicky linearni nenasycené konjugované uhlovodiky a jejich derivaty s vétSinou dvoj-
nych vazeb v konfiguraci trans. Mezi polyenova barviva fadime karotenoidy, které hraji
vyznamnou roly v lidské vyzivé, jelikoz maji funkci provitaminu A (COPIKOVA a kol.,
2005).

Karotenoidy jsou velmi rozsifené oranzové a zluté pigmenty rostlin, hub, fas, mikro-
organismi a zivo¢ichl. V rostlinach jsou karotenoidy asociovany s chlorofyly v chromo-
plastech, resp. chloroplastech (SIVEL a kol., 2013). Tyto latky lze rozdélit na dvé hlavni
skupiny. Uhlovodiky, nazyvané karoteny a kyslikaté slouceniny (alkoholy, ketony aj.),
které se nazyvaji xanthofyly (VELISEK, 2002).

3.1.1.1 Karoteny

Karoteny (E 160a) jsou vyznamna oranzova barviva, ziskavana extrakci rozpouste-
dlem z jedlych druht rostlin, mrkve, rostlinnych oleji, travy, vojtésky a kopiivy. Jsou

pfirozenou soucasti lidské potravy a ucinkuji jako antioxidanty.

Beta-karoten (E 160aii) tvoii pfevaznou ¢ast karotend, mohou zde v§ak byt pfitomny
I alfa-, gama-karoteny a dalsi pigmenty. Jako potravinaiské barvivo se vétSinou pouziva
synteticky vyrabény beta-karoten. Pfidava se do napojii a sirupt s ptichuti pomerance, do
zmrzlin, jogurtl, margarint, syri atd. (Nafizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; VRBOVA,
2001).

Lykopen (E 160d) je nejjednodussim typem karotentl. Jedna se o Cervené barvivo
nachdzejici se predevsim v rajskych jablkach a je také hlavnim pigmentem Sipki. Pouziti
lykopenu je v Ceské republice povoleno k barveni celé fady potravin, bohuzel se ale prak-
ticky nepouziva (VELISEK, 2002; VRBOVA, 2001).

Annatto (E 160b) je barvivo které ma Sirokou §kélu odstinu, od Zluté pfes cervenou
az po hnédou. Ziskava se z vnéjSich obalti seminek orelaniku barvitského (Bixa orellana
L.). Hlavni barevnou slozkou je bixin, monomethylester kyseliny diapokarotenové. Je
rozpustny v olejich a pouziva se pfedevs§im pro barveni margarinti, mlé¢nych vyrobkd,
olejii a dalSich potravin bohatych na tuky. V annattu je pfitomen i demethylovany produkt
norbixin. Ten je rozpustny ve vod¢ a piidava se do dezertli, zmrzlin, pekaiskych vyrobki,
cukrovinek a do vyrobkll z obilnin. Vyuziva se také jako inkoust ke znaceni potravin

a k barveni st¥ivek uzenin (COPIKOVA a kol., 2005; VRBOVA 2001).
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Kurkumin (E 100) je Zluto-oranzové piirodni barvivo, pochazejici z ¢erstvych i Su-
Senych oddenkl kurkumy dlouhé (Curcuma longa L.). Vyuziva se k barveni mnoha po-
travin, napiiklad pekaiskych a mléénych vyrobki, cukrovinek, zvykacek, jogurtt, instant-
nich polévek, hoitice a nealkoholickych napoji. Dovazi se predeviim z Indie, Ciny,
Pakistdnu a oznaluje se téZ jako piirodni zlut' 3 nebo turmeric yellow (COPIKOVA

akol., 2005; VRBOVA, 2001).
3.1.1.2 Xanthofyly

Lutein (E 161b) je vyznamné Zluto-oranzové xanthofylové barvivo. Nachazi se pie-
devsim v mésicku 1ékaiském (Calendula officinalis L.), v afrikanu (Tagetes erecta L.)
a vajeéném zloutku. Pfidava se do zmrzlin, mlécnych vyrobkt, nealkoholickych napoji

a také do krmiv pro slepice, jelikoz vylepSuje barvu vajecnych zloutk.

Kapsorubin a Kapsanthin (E 160c) jsou oranzové az ¢ervené karotenoidni latky zis-
kavané z mletych luskt papriky ro¢ni (Capsicum annuum L.). Pouzivaji se jako barvivo

do uzenin, jogurtti, brambirek, instantnich polévek a syru (VRBOVA, 2001).

3.1.2 Chinonova barviva

Tato skupina barviv, ¢itajici az 200 zastupcti ma Siroké spektrum barevnosti od zluté,
cervené, hnédé az po Cernou. Chinonova barviva se nachazeji v riiznych ¢astech vyssich
rostlin, houbach, lisejnicich, bakteriich a fasach. Néktera barviva této skupiny se mohou
vyskytovat i v ur€itych druzich hmyzu. Jsou odvozeny od jednoduchych chinont, jejich
dimert a trimerd, redukovanych forem a produkti kondenzace. Maji proménlivou struk-
turu, vyznacujici se navdzanymi dvéma atomy kysliku na derivaty aromatické struktury,
pomoci dvojnych vazeb a vzajemné se lisi poétem hydroxylovych skupin a dalsimi sub-
stituenty. Chinonova barviva maji dlouhou historii, pouzivala se k barveni textilii a kiZzi,
kdy se nékteré rostliny vyhradné k tomuto ucelu péstovaly. Pozdéji je vsak nahradila syn-
tetickd barviva. Dnes se nckterd barviva vyuzivaji v kosmetickém, farmakologickém
i potravinatském pramyslu (VELISEK, 2002).

Chinony lze rozd¢lit do tfi vyznamnych skupin:
3.1.2.1 Benzochinony

Zéakladni slouceninou je zluty benzo-1,4-chinon, nachazejici se v listech brusinky

obecné (Rhodococcus vitis-idaea L.) a medvédice 1ékaiské (Arctostaphylos uva-ursi L.).
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V mens$im mnozstvi se vyskytuje v nékterych obilovinach (pSenice, ryze) a ovoci (ptede-
v§im v hruskach). V rostlinach se vyskytuje ve form¢ prekurzoru barviva, jako bezbarvy
glukosid hydrochinonu zvany arbutin. Hydrolyzou sacharidasami a oxidaci aglykonu (ne-

cukerného zbytku) vznika z tohoto prekurzoru barevny benzo-1,4-chinon.
3.1.2.2 Naftochinony

Naftochinony jsou podobné jako benzochinony V rostlinach pfitomny ve formé gly-
kosidt nebarevnych redukovanych forem. Barevné formy mohou vznikat hydrolyzou gly-
kosidu a oxidaci aglykonu nebo oxidaci glykosidu a naslednou hydrolyzou. Mezi hlavni
zastupce patii Zluto-oranzovy lawson, ziskavany z listi sttedomotského kefe henny bilé
(Lawsonia inermis L.). Cerveno-hnédy pigment juglon je obsaZzen v listech a nezralych

plodech ofesaku kralovského (Juglans regia L.).

3.1.2.3 Antrachinony

v

Mezi nejznaméjsi jednoduché antrachinony patii zluto-oranzovy alizarin a ¢erveny
purpurin. Tyto pigmenty se nachazeji v kofenu mofeny barviiské (Rubia tinctorum L.),
ve formé glykosidu oznadovaného jako suberythrin (VELISEK, 2002).

Kosenila (E 120) je zastupcem potravinaiskych barviv zZivo¢isného ptivodu. Jednd se
o cervené barvivo, ze skupiny antrachinonil, ozna¢ované téz jako karmin, Sarlat ¢i
magenta. Ziskava se ze suSenych, oplodnénych tél samicek Cervce nopalového (Dacty-
lopius coccus C.). Tento hmyz Zzije jako parazit na kaktusech rodu Opuntia
a Nopalea. Hlavni barevnou slozkou koSenily je kyselina karminova, ktera se vyskytuje
jako glukosid, jehoz aglykonem je antrachinonovy derivat nazyvany kyselina kermesova
(VELISEK, 2002). Kosenila ma celou fadu vyuziti, jako barvivo se v potravinatském
primyslu pouziva pro barveni cukrovinek, jogurtd, instantnich polévek, dzemt a krabich
ty¢inek. Ve farmacii se vyuzivéa k barveni potahovanych tablet, v kosmetickém pramyslu,

napiiklad v rténkach a o¢nich stinech (VRBOVA, 2001).

3.1.3 Pteridinova barviva

Zakladni strukturou pteridinovych pigmenttm je pteridin —heterocyklicka slou¢enina
se dvéma aromatickymi jadry. Tato Zluté latka byla poprvé izolovana v roce 1889 z kiidel
motyli (Lepidoptera sp.). Pteridin substituovany v poloze C-2 aminoskupinou a v poloze
C-4 hydroxyskupinou se nazyva pterin. Pomérn¢ vysoké koncentrace pterinii mizeme

nalézt jako pigmenty u obojzivelnikili, plazl, ryb a hmyzu. K pterinim patii také fada

13



biologicky aktivnich latek, naptiklad kyselina listova, ktera ma funkci vitaminu. Vyznam-
nymi pteridinovymi barvivy jsou zluty xanthopterin, bili leukopterin a Cerveny ery-
thropterin. Leukopterin je pigmentem bé&lasku (Pieris sp.) a nékterych vos (Vespula sp.),
xanthopterin se nachazi v kiidlech Zlutaska (Gonepterix sp.) (VELISEK, 2002).

Riboflavin (E 101) je ptirodni ¢i pfirodné identické oranzovo-zluté barvivo. Jedna se
o derivat pteridinu a je zaroven velice dulezity pro lidské zdravi, jelikoz je vitaminem B2.
Ptirozené¢ se vyskytuje v mléce, masle, syru a zabarvuje je do zluta. Riboflavin pouzivany
V potravinafstvi obvykle neni ziskédvan z ptirodnich zdroju, ale je vyrabén synteticky. Po-
uziva se k barveni tavenych syrii, cukrovinek, instantnich polévek a ovocnych népoji.
Vétsinou je vsak pridavan jako vitamin, méné Casto jako barvivo.

Riboflavin-5"-fosfdt (E 101a) je Iépe rozpustnou formou riboflavinu a po poziti se
rozklada na riboflavin. P¥idava se do zavafenin, mléénych vyrobki a cukrovinek (COPI-

KOVA akol., 2005; VRBOVA, 2001).

3.1.4 Indolova barviva

Zakladni strukturou indolovych barviv je indol (aromatickd heterocyklické slouce-
nina). Derivatem indolu je indigo, jedno z nejstarsich, jiz ve starovéku vyuzivanych bar-
viv. Byvalo cenénou obchodni komoditou, pouzivalo se ptedevsim k barveni textilii. Jeho
zdrojem jsou indigovniky (Indigofera tinctoria L.) ¢i (Indigofera suffruticosa M.), a také
v Evropé rostouci rostlina, boryt barvitsky (Isatis tinctoria L.). Indigo se v téchto rostli-
nach vyskytuje ve formé glykosidu, zvaného indikan. Po enzymové hydrolyze je indikan
oxidovan na indigo. Dibromindigo je bromovy derivat indiga, purpurové barvivo, znamé
také jako anticky purpur, ziskavané ze sttedomoiského plze — ostranky jaderské (Bolinus

brandaris L.) (VELISEK, 2002).

Indigotin (E 132) je modré barvivo, ziskavané sulfonaci surového indiga, za zvySené
teploty a za pfitomnosti kyseliny sirové (Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012). Barvivo se
ptidava do mlécnych vyrobki, zmrzlin a dalSich cukrovinek. M4 také vyuziti v 1ékarstvi,
kde se pouziva jako Cinidlo pro zbarvovani moce, pii testovani funkce ledvin. Mizeme

ho nalézt i v krmivech pro domaci zvifata.

Betanin (E 162) neboli fepna Cerven, je barvivo ziskavané z kofent Cervené fepy

(Beta vulgaris var. rubra L. ). JelikoZ se jedna o malo stabilni latku, pouziva se predevs§im
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K barveni potravin s kratsi trvanlivosti, naptiklad mléénych a masnych vyrobkt nebo

ovocnych naplni (VRBOVA, 2001).

3.1.5 Tetrapyrrolova barviva

Tetrapyrroly jsou vyznamnou skupinou barviv, tvofenych ¢tyfmi pyrrolovymi jadry.
Jadra jsou spojena v porfyrinovém kruhu pomoci methinovych mustki (porfyrinova bar-

viva), nebo jsou uspotadana linearné (fykobilinova barviva).

3.1.5.1 Porfyrinova barviva

Porfyrinova barviva Ize délit na rostlinnd barviva chlorofylova a Zivoc¢isna barviva
hemova. Chlorofyly jsou zelena barviva z rostlin, ktera se ucastni fotosyntézy. Vyskytuji
se ve vSech rostlinach, fasach a nékterych mikroorganismech. Zakladni struktury vétSiny
chlorofylt tvoii cyklicky 17,18-dihydroporfyrin, odvozeny od protoporfyrinu IX. Sou-
¢asti jejich struktury je chelatové vazany hoicik, resp. hotecnaty iont. Pro potravinaistvi
jsou nejvyznamnéjsi chlorofyl a a chlorofyl b, které se vyskytuji ve vyssich rostlinach
v poméru 3:1, a jejich rozkladné produkty feofytiny (VELISEK, 2002).

Chlorofyly a chlorofyliny (E 140) jsou barviva ziskavana ze zelenych rostlin, napfi-
klad vojtésky, Spenatu ¢i kopfivy. Jsou nestdld a snadno se rozkladaji vlivem svétla

a kyselin. PouZivaji se jako barvivo do jogurtli, dZemil, zmrzlin a té€stovin.

Médnaté komplexy chlorofylii a chlorofylinii (E 141) se ziskavaji s ptirodnich zele-
nych pigmentl chlorofyld a chlorofylinti, nahrazenim hotec¢natého iontu médnatym ion-
tem. Jsou stabilnéjSi neZ piivodni chlorofyly a chlorofyliny a pfidavaji se do cukrovinek,

nealkoholickych népojti a zvykaéek (VRBOVA, 2001).

v

Hemova barviva jsou barviva Zivoc¢isnych tkani. Nejvyznamnéjsi jsou metalopro-
teiny — myoglobin (Cervené barvivo svalové tkan¢) a hemoglobin (barvivo ¢ervenych
krvinek). Cerveny hem z hemoglobinu se Gi¢astni pfenosu kysliku a je v organismu vazan
na bilkoviny, napf. globin pfes histidinovy zbytek. Strukturné podobny je myoglobin,
ktery je odpoveédny za vice nez 90 % barevnosti masa. Koncentrace myoglobinu v mase
je proménliva a zavisi nejen na druhu zvifete, ale také na jeho véku a druhu svaloviny

(COPIKOVA a kol., 2005; VELISEK, 2002).
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3.1.5.2 Fykobilinova barviva

Fykobiliny jsou fotosynteticka barviva, vyskytujici se zejména u zastupct sinic, skry-
tének, rozsivek, hnédych fas, ruduch a krasnoocek. Obecné se jedna o pigmenty, které
maji svou stavbu podobnou Zluc¢ovym barviviim, vznikajicim u zivoc¢ichti rozkladem
hemu. Fykobiliny tvoii komplexy s proteiny, které se oznacuji jako fykobiliproteiny.
Podle barevnosti se déli na modré fykokyaniny, ¢ervené fykoerythriny a lehce modré all-

ofykokyaniny (COPIKOVA a kol., 2005; Gate2Biotech, 2005).

3.1.6 Pyranova barviva

Mezi nejvyznamnéj$i pyranova barviva patii anthokyany (E 163), obecné se vysky-
tujici jako glykosidy. Mezi anthokyany fadime kyanidin, majici v kyselém prostiedi ¢er-
venou barvu. Vyskytuje se v kvétech rtize (Rosa sp.), plodech tiesné (Cerasus avium L.)
a brusinky (Vaccinium vitis-idaea L.). V alkalickém prostiedi ma kyanidin barvu modrou,
napf. chrpa (Cyanus segetum H.). Dalsimi zastupci jsou ¢erveny pelargonidin z pelargonii
(Pelargonium sp.), hnédy delfinidin z ¢erveného vina, peonidin z tmavocéervenych pivo-
nék (Paeonia officinalis L.) a ¢erveno-hnédy malvidin z prvosenek (Primula sp.). Antho-
kyany se vyuzivaji k barveni fady potravin, pfedevS§im kyselych, kde je jejich zbarveni
nejsytdjsi. Ziskavaji se zejména ze slupek ervenych hroznd a bezinek (COPIKOVA

a kol., 2005; VRBOVA, 2001).

Dalsi vyznamnou skupinou pyranovych barviv jsou flavonoidy. Jedna se o velice roz-
sahlou skupiny, Citajici az 4000 zastupci. Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické
slou¢eniny flavanu (HANUSTIAK a kol., 2007). Podle stupné oxidace C fetézce rozlidu-
jeme 7 podtiid flavonoidu (katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, ant-
hokyanidiny, flavonoly a flavony). Zluto-oranzovy kvercitin je flavonol, majici §iroké
spektrum uéinki, pomahajicich proti nemocem. Ve vysokych koncentracich se vyskytuje
predevsim v cibuli (az 300 mg/kg), jablcich, kapusté, cerveném ving, zeleném a cerném
Caji. Je staly, tepelnou Gpravou nebo mrazenim se nenic¢i. Hesperidin je Zluty flavanon,
pattici do skupiny tzv. ,.citrusovych* flavonoidu. Typicky se vyskytuje v citrusech, odkud
byl také poprvé izolovan (Bezpecnost potravin A-Z, 2013). Katechiny a leukoanthokya-
nidiny jsou bezbarvé latky, av§ak hnédé pigmenty, které z nich vznikaji v reakcich enzy-
matického hnédnuti, jsou barvivy fady potravin. Luteolin je Zluty flavon, nachazejici se

ve form¢ 5-glukosidu v semenech jestfabiny 1ékatské (Galega officinalis L.) a ve formé
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7-glukosidu v febiicku obecném (Achillea millefolium L.) (COPIKOVA akol., 2005; VE-
LISEK, 2002).

Santalové dievo (E 166) je barvivo fadici se do skupiny isoflavonii. Hlavnimi barev-
nymi latkami jsou zde oranzovo-Cervend az fialova barviva, oznacovana jako santalin A,
B a C. Santal bily (Santalum album L.) je strom rostouci pifedevsim v Indii a Indonésii,
odkud se také vyvazi v mnozstvi az 50 tun roén&. V Ceské republice je jeho pouzivani

pro potravinaiské ucely zakazané (COPIKOVA a kol., 2005; VRBOVA, 2001).

3.1.7 Karamely

Karamel (E 150) je jednim z nejpouzivanéjsich barviv v potravinovém primyslu, kde
je nejvice znamy barvenim kolovych napoji. Karamely vznikaji zahfivanim cukri (glu-
kozovy sirup, sachardza, dextroza). Rozeznavame Ctyti druhy karamelu, podle toho, jaké
katalyzatory byly pouzity pfti jejich vyrobé. Kazdy typ karamelu je vhodny pro jiné vyu-
ziti. Jednoduchy karamel (E 150a) neboli kulér, se pridava do vysokoprocentnich alko-
holickych napoju. Kausticky sulfitovy karamel (E 150b) se vyuziva k barveni alkoholic-
kych napoju obsahujicich taniny a sladového chleba. Amoniakovy karamel (E 150c) se
pouziva v pivu, pecivu a omackach. Amoniak-sulfitovy karamel (E 150d) se pfidava do
nealkoholickych népoji a kyselych potravin (CHAPMAN, 2011).
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3.2 Synteticka barviva

Synteticka barviva se dnes ziskavaji z vysoce piecisténych ropnych produkt, na roz-
dil od minulosti, kdy se pro jejich vyrobu vyuzival uhelny dehet. Synteticka barviva musi
obsahovat minimalné 85 % cCistého barviva (pro potravinarsky prumysl), zbytek mohou
tvorit slouceni kovu, organické latky a anorganické soli (KLESCHT a kol., 2006).

Vyhody syntetickych barviv:
e Neovlivilyji viini a chut potravin.
e V¢tSinou maji intenzivngjsi barvu nez ptirodni.
e Jsou levngjsi a stabilnéjsi nez ptirodni barviva.
e Lze unich zajistit staly odstin barvy.

e Rlznymi kombinacemi jednotlivych barviv, 1ze ziskat fadu odstind.

Nevyhody syntetickych barviv:

e Syntetickd barviva (pfedev§im azobarviva) jsou casto spojovana S nckterymi
reakcemi precitlivélosti (pfedevsim kozni a dychaci projevy) a negativnimi projevy
u déti (hyperaktivita).

e UV zéfeni miize zptsobovat odbarveni n€kterych barviv (erythrosin).

e Nejcast¢jsi zastupci syntetickych barviv (azobarviva) se snadno redukuji ionty kovi
a né¢kterymi redukénimi ¢inidly (napft. kyselinou askorbovou nebo oxidem sifi¢itym)

na bezbarvé produkty (KVASNICKOVA, 2010).

Syntetickd barviva se dle chemické struktury déli na: azobarviva, trifenylmethanova

barviva, xanthenova barviva a chinolinova barviva.

3.2.1 Azobarviva

Azobarviva jsou syntetické slouceniny obsahujici azoskupinu, tedy dva atomy dusiku
vazané dvojnou vazbou (-N=N-). VétSina azobarviv obsahuje pouze jednu azoskupinu
(monoazobarviva), nékteré ale obsahuji dvé (diazobarviva), tfi (triazobarviva) nebo vice
azoskupin (polyazobarviva). Azobarviva maji Sirou Skalu barev, od Zluté az po ¢ernou

a predstavuji 60-70 % vSech barviv pouzivanych v potravinach (Food-info, 2001a).
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Zlur SY (E 110) je zluto-oranzové barvivo, slozené z 2-hydroxy-1-(4-sulfonanofe-
nylazo)naftalen-6-sulfonanu disodného a vedlejsich barevnych latek, dohromady s chlo-
ridem sodnym nebo siranem sodnym. Nejcastéji se pouziva v hoicicich, pudincich, su-

Senkach a bonbonech (BABICKA, 2012; Natizeni Komise (EU) &. 231/2012).

Azorubin (E 122) je ¢ervené barvivo, v zasadé¢ slozené z 4-hydroxy-3-(4-sulfonano-
1-naftylazo)naftalen-1-sulfonanu disodného a dalSich vedlejSich barevnych latek.
Vyuziva se kbarveni tady potravin, predevSim pudinkii, cukrovinek a lahtidek

(BABICKA, 2012; Naiizeni Komise (EU) &. 231/2012).

Amarant (E 123) je modro-cervené barvivo slozené z 2-hydroxy-1-(4-sulfonano-1-
naftylazo)naftalen-3,6-disulfonanu trisodného a vedlejsich barevnych latek. V CR je po-
volen Kk barveni aperitivnich vin, lihovin, rybich jiker a mli¢i (Nafizeni Komise (EU)

& 231/2012; VRBOVA, 2001).

Ponceau 4R (E 124) je ¢ervené barvivo, slozené z 2-hydroxy-1-(4-sulfonano-1-naf-
tylazo)naftalen-6,8-disulfonanu trisodného a jinych vedlejsich barevnych latek. Tato ve-
lice ¢asto pouzivana Cerven je obvykle obsazena v pudincich, cukrovinkach a sladkém

pedivu (BABICKA, 2012; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

Cerveii Allura AC (E 129) je slozena z 2-hydroxy-1-(2-methoxy-5-methyl-4-sul-
fonano-fenylazo)naftalen-6-sulfonanu disodného a dalSich vedlejSich barevnych latek.
Nachazi se v napojich a praskovych smésich pro vyrobu napoji, bonbonech, dezertech
a dal$ich cukrovinkéch. Allura AC se také pouziva pro oznacovani masa a masnych vy-

robkl (Nafizeni Komise (EU) &. 231/2012; VRBOVA, 2001; Vyhlaska ¢. 304/2004 Sb.).

Cerii BN (E 151) se sklada z 4-acetamido-5-hydroxy-6-[7-sulfonano-4-(4-sulfona-
nofenylazo)-1-naftylazo]naftalen-1,7-disulfonanu tetrasodného a dal$ich barevnych 1a-
tek. Pouziva se v polevach, omackach, zavafeninach, cukrovinkach a alkoholickych i ne-

alkoholickych napojich (Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; VRBOVA, 2001).

Hnéd’ FK (E 154) je smés Sesti syntetickych azobarviv s jinymi barvivy, chloridem
sodnym nebo siranem sodnym. Toto barvivo je povolené pouze pro barveni uzenych ryb

(VRBOVA, 2001; Vyhlaska &. 4/2008 Sb.).

Hnéd’ HT (E155) je Cerveno-hnédé barvivo, slozené z 4,4'-(2,4-dihydroxy-5-hydro-
xymethyl-1,3-fenylenbisazo)di(naftalen-1-sulfonanu) disodného a vedlejsich barevnych

latek. Diky svym ¢okolddovym odstinim je vyuZzivané ptedevSim pro barveni sypkych
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smési na vyrobu cokolddovych babovek a dalsich sladkosti. Hnéd HT je povolena k 0zna-
dovani masa a masnych vyrobkt (Natizeni Komise (EU) &. 231/2012; VRBOVA, 2001;
Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb.).

Litholrubin BK (E 180) je ¢ervené barvivo, chemicky slozené z 3-hydroxy-4-(4-me-
thyl-2-sulfonanofenylazo)-2-naftalenkarboxylanu vapenatého a vedlej$ich barevnych la-
tek. Litholrubin BK je povolen pouze pro barveni jedlych povrchovych vrstev syru (Na-
fizeni Komise (EU) €. 231/2012; Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb.).

Tartrazin (E 102) je oranzové barvivo, pfipravované z 4-amino-benzensulfonové ky-
seliny, ktera se diazotuje pomoci kyseliny chlorovodikové a dusitanu sodného. Chemicky
se oznacuje jako 5-hydroxy-1-(4-sulfonanofenyl)-4-(4-sulfonanofenylazo)-H-pyrazol-3-
karboxylat. Tartrazin se pouziva k barveni mnoha druhti potravin, naptiklad mléénych a
pekatskych vyrobkt, polévek, omacek, hoicice, alkoholickych a nealkoholickych napoju,
zvykacéek a cukrovinek. Slouzi také k barveni krmiv pro domaci zvirata. Tato latka je
nejcasteji spojovana s riznymi nezddoucimi ucinky, prfedevsim s détskou hyperaktivitou

(KLESCHT a kol., 2006; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

3.2.2 Trifenylmethanova barviva

Trifenylmethanova barviva byla pfedev§im v minulosti hojn¢ vyuzivana diky svym
neobyc¢ejné jasnym a brilantnim odstinim. Tyto slouc¢eniny vSak rovnéz vykazuji bakte-
ricidni G¢inky. Intenzita zbarveni téchto latek vyplyva ze skutecnosti, Ze jejich chromo-
forem je trifenylmethylovy karbokation, stabilizovany kladnym konjugaénim efektem
amino-, alkylamino- ¢&i dialkylaminoskupin (HAMPL, PALECEK, 2012).

Patentni modi* V (E 131) je tmavé modré barvivo, slozené ze slouc¢enin vapniku nebo
sodiku v komplexni soli s vnitini soli [4-(a-(4-diethylaminofenyl)-5-hydroxy-2,4-disul-
fofenyl-methyliden)2,5-cyklohexadien-1-yliden]diethylamonného hydroxidu a vedlej-
Sich barevnych latek. Pouziva se spiSe ojedinéle, pro barveni zvykacek, sladkosti a na-
poji. V medicin€ se vyuziva k barveni lymfatickych cév (Nafizeni Komise (EU) ¢.

231/2012; VRBOVA, 2001).

Brilantni modi' FCF (E 133) je chemicky sloZzena z a-(4-(N-ethyl-3-sulfonanoben-
zylamino)fenyl-a-(4-N-ethyl-3-sulfonanobenzylamino)cyklohexa-2,5-dienyliden)to-

luen-2-sulfonanu disodného, jeho izomeri a vedlejsich barevnych latek. Casto se pouziva
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v kombinaci s jinymi syntetickymi barvivy, pfidava se do nealkoholickych napoju, cuk-
rafskych a pekaiskych vyrobki. Tato latka je rovnéz povolena jako barvivo k oznacovani
masa a masnych vyrobkd (Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; VRBOVA, 2001; Vy-
hlaska ¢. 304/2004 Sb.).

Zeleni S (E 142) je modro-zelené barvivo, slozené z natrium-N-[4-[[4-(dimethyla-
mino)fenyl](2-hydroxy-3,6-disulfo-1-naftalenyl)methylen]-2,5-cyklohexadien-1-
yliden]-N-methylmethanaminia a vedlejSich barevnych latek. Obvykle se pouziva v kom-
binaci se zlutym barvivem, ve zmrzlinach, dezertech a dal$ich sladkostech (Natizeni Ko-

mise (EU) ¢. 231/2012; VRBOVA, 2001).

3.2.3 Xanthenova barviva

Xantheny maji Siroké spektrum barev, od Zluté, cervené azZ po modrou. Jsou charak-
teristické pritomnosti xanthenové struktury (kyslikata tricyklicka slou¢enina). Kromé po-
travinafstvi se xanthenova barviva pouzivaji i jako fluorescencni indikatory a laserova

barviva (TCI Chemicals, 2013).

Erythrosin (E 127) je syté ¢ervené barvivo, sloZzené z monohydratu 2-(2,4,5,7-tetra-
jodo-3-oxido-6-oxoxanthen-9-yl)benzoatu disodného a vedlejSich barevnych latek.
V Ceské republice je erythrosin povolen pouze pro barveni koktejlovych a kandovanych
tiesni, véetné ovocnych salatii a napojl, obsahujicich tfesné (Natizeni Komise (EU) ¢.

231/2012; Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb.).

3.2.4 Chinolinova barviva

Chinolinova Zlut’ SY (E 104) se pripravuje sulfonaci 2-(2-chinolyl)indan-1,3-dionu
nebo smési obsahujici ptiblizné dvé tietiny 2-(2-chinolyl)indan-1,3-dionu a jednu tfetinu
2-[2-(6-methylchinolylu)]indan-1,3-dionu. Sklada se ze sodnych soli smési disulfonant
(v prvé fad¢), monosulfonant a trisulfonanti vySe uvedenych sloucenin a vedlejSich ba-
revnych latek. Chinolinova zlut’ SY se nachazi v energetickych napojich, bonbonech, ¢o-
koladovych ty¢inkach, pudincich a dalsich cukrovinkdch (BABICKA, 2012; Natizeni
Komise (EU) ¢. 231/2012).
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3.3 Ziskavani barviv — extrakce

Extrakce je zdkladni separacni metoda, vyuzivana k ziskdvani potravinaiskych bar-
viv. Pfi extrakei se jedna ¢i vice kapalnych nebo pevnych slozek rozpousti v kapaling,
ktera se s pivodni smési nemisi, nebo se misi jen omezen¢. Na rozdil od destilace, subli-
mace a krystalizace lze extrakci pouzit pro ziskani tepeln¢ nestalych latek, protoze se
muze provadét za laboratorni teploty nebo za chladu. Plati, ze opakovana extrakce men-
$im mnozstvim rozpoustédla je U€inngjsi nez jedna extrakce celym mnozstvim rozpous-
tédla. Extrakce probiha pomoci extrakéniho Cinidla (rozpoustédla), které by nemeélo byt
toxické, korozivni a hotlavé, s ohledem na zbytkovy obsah v ziskaném barvivu. Pii vy-
béru Cinidla byva také rozhodujicim faktorem snadnost jeho regenerace z roztoku (jak
z hlediska toxicity, tak i technologicko-ekonomické stranky). Cast suroviny, ktera se roz-
pusti v extrak¢énim ¢inidle, se oznacuje jako extrakt. Zbyla ¢ast, ochuzena o podil presly
do extraktu se nazyva rafinat (SCHREIBEROVA, 2011).

RozliSujeme nekolik zékladnich zplsobt extrakce:
e Extrakce z pevné faze do kapaliny.

o Macerace je nejjednodussi metoda extrakce, probihajici za nezvysené teploty,
pii které se tuha surovina zaléva rozpoustédlem a po vyluhovani se filtruje.
Macerace muze byt bud’ jednostupiiova, kdy se objem rozpoustédla neméni,

nebo vicestupiiova, kdy se rozpoustédlo periodicky obménuje.

o Digesce je macerace za zvySené teploty. Zahfatim se zvySuje rychlost
extrakce, mize ale dochazet k rozkladu termolabilnich latek, mezi néz patii

i barviva.
o Extrakce z kapalné faze do kapaliny.

o Wytiepavdni slouzi K ptevodu latek z jednoho rozpoustédla do druhého, na
zaklad¢ rozdilné rozpustnosti latek v obou rozpoustédlech. RozliSujeme
jednoduché vytiepavani, kdy se vyuziva pouze jeden podil rozpoustédla
a opakované vytfepavani, S pouzitim vice menSich podilti rozpoustédla.

Vytfepavani se provadi v délici nalevce.

wvewr

ucinnéjs$i nez vytrepavani. Perforace se provadi v tzv. perforatoru (ZSHK,
2013).
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e Superkriticka fluidni extrakce (SFE).

SFE je metoda extrakce, kde extrakénim cinidlem je tekutina v superkritickém
(nadkritickém) stavu. Superkriticka tekutina je latka, kterd se nachazi ve stavu nad svym
termodynamickym kritickym bodem, tzn. nad kritickou teplotou a kritickym tlakem.
Tekutiny v superkritickém stavu maji vlastnosti mezi plynem a kapalinou, jsou dobie
stlacitelné a Ize snadno meénit jejich hustotu, ktera se u nadkritickych tekutin blizi
kapalinam, pficemz difuze se blizi plynim. Nejcastéji se pro superkritickou extrakci
pouziva oxid uhli¢ity. Superkritickou extrakci oxidem uhli¢itym lze vyuzit Kk extrakci
barviv, antioxidanti, vitamint, antimikrobialnich i aromatickych latek (SINGH

a AVULA, 2012).

3.3.1 Karoteny

Proces ziskavani a purifikace karotent ze surového palmového oleje je rozdélen do
nékolika kroki. Nejprve jsou karoteny extrahovany ze surového palmového oleje béhem
interesterifikace. Karoteny se poté koncentruji na obsah vétsi nez 20 % molekularni des-
tilaci. Nakonec mohou byt karoteny ¢istény od vosku, tukt, oleji, pomoci kapalinové
chromatografie na silikagelovych kolonach (EMERTON, 2008).

Karoteny mohou byt také ziskavany extrakci éterickymi oleji z fas (Dunaliella salina
T.), rostoucich ve velkych slanych jezer oblasti Whyalla v Jizni Australii. V obou pfipa-
dech je vyslednym produktem 20-30% suspenze v rostlinném oleji. Olejova suspenze
mize byt rozptylena ve vod¢, spoleéné s emulgatory a antioxidanty, za vzniku emulze
(kdy se v dispergované olejové fazi nachazi vlastni karoteny). Karotenovy prasek vznika
susenim na nosic¢i, kterym mize byt modifikovany skrob nebo maltodextrin (EMERTON,

2008; Natizeni Komise (EU) €. 231/2012).

Beta-karoten sice neni nejrozsifenéj$im karotenoidem v ptirodé, ale je pravdépo-
dobné nejznaméjSim karotenoidem vyuzivanym jako potravinatské barvivo. JakoZto uh-
lovodik je karoten pfirozené rozpustny v oleji. Beta-karoten se nejéastéji ziskava fermen-
taci smésnych kultur hub (Blakeslea trispora T.). Beta-karoten se extrahuje z biomasy
ethylacetatem nebo isobutylacetatem, nasledné propan-2-olem a poté se necha vykrysta-
lizovat. Vykrystalizovany produkt obsahuje predevsim all-trans izomery a jeho Cistota je
vyssi nez 96 % (EMERTON, 2008; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

23



CH, CH,
HLC.__CH,
= \/VWH\

CH CH
CH, : :

Obrazek 1: Strukturni vzorec p-karotenu (EMERTON, 2008)

3.3.2 Lutein

Lutein se ziskava extrakci nékolika moznymi rozpoustédly: methanolem, ethanolem,
propan-2-olem, hexanem, acetonem, methylethylketonem nebo oxidem uhli¢itym, bud’
jako vedlejsi produkt pii extrakci chlorofyll, nebo pifimou extrakci ze susenych a roze-
mletych kvéti aksamitniku vzpiimeného (Tagetes erecta L.). Hlavni barevny zaklad se
skladé z karotenoidi, z nichz pfevaznou ¢ast tvofi lutein a jeho estery mastnych kyselin.
Mohou byt ptitomny i vosky, oleje a tuky, pochézejici z vychoziho materidlu.

Typicky luteinovy extrakt obsahuje 10 % luteinu (pfedevsim ve formé esteru), pres-
toZe rafinaci miZe byt dosazeno az 30% koncentrace. Lutein je ve své volné nebo esteri-
fikované formé& rozpustny v oleji, proto se fedéni provadi rostlinnymi oleji. Béhem tech-
nologického procesu se vlivem svétla, vzdusného kysliku a kyselin katalyzuje izomerie
trans-luteinu na cis-lutein. Vyrobci luteinu pro komercni ucely nabizi lutein nebo lutein

ester v praskové nebo olejové formé (EMERTON, 2008; SIVEL a kol., 2013).

Lutein (R = OH) Lutein ester (R = mastnd kyselina)

Obrazek 2: Strukturni vzorec luteinu a jeho esteru mastné kyseliny (EMERTON, 2008)
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3.3.3 Lykopen

Lykopen lze ziskavat extrakci pomoci rozpoustédel ze zralych rajcat (Lycopersicon
esculentum L.), které jsou nejbohats$im piirodnim zdrojem lykopenu. Lykopen Ize dle le-
gislativy extrahovat pomoci téchto rozpoustédel: oxid uhlicity, ethylacetat, aceton, pro-
pan-2-ol, ethanol, methanol a hexan. V praxi se vSak nejCastéji extrahuje z rajéatové
duziny pomoci ethylacetatu nebo hexanu. Rozpoustédlo se nasledné odstrani odparenim
a vznika koncentrovany lykopen oleoresin (EMERTON, 2008).

Lykopen se ziskava i z hub (Blakeslea trispora T.), extrakci z houbové biomasy, kdy
je nasledné procistén pomoci Krystalizace a filtrace. Jedinymi rozpoustédly povolenymi
pti vyrobé jsou propan-2-ol a isobutylacetat a to vzhledem k nafizeni Komise (EU)
¢. 231/2012.

Lykopen lze vyrabét 1 synteticky, Wittigovou kondenzaci syntetickych meziproduktt
bézné pouzivanych pii vyrobé ostatnich karotenoidd pro potravinaisky pramysl. Synte-
ticky lykopen je smés geometrickych izomert lykopend, slozenych piedevsim z all-trans-
lykopenu, 5-cis-lykopenu a mensich mnozstvi dalSich izomert. Komer¢ni lykopenové
ptipravky uréené pro potravinarské ti¢ely maji formu suspenzi v rostlinnych olejich nebo

prasku dispergovatelného ve vodé (Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

CHy CHy CH4 CHy
ch)m/\\/w\\\\\\ o, T

CHy CHq CHy CH,

Obrazek 3: Strukturni vzorec all-trans-lykopenu (EMERTON, 2008)

3.3.4 Annatto

Annatto je barvivo, ziskavané z vnéjSich obali semen orelaniki barvifského (Bixa
orellana L.). Orelanik je tropicka rostlina, pochazejici ptivodem z Jizni Ameriky, v Sou-
Casnosti se peéstuje 1 V dalSich tropickych oblastech, jako je Indie, Vychodni Afrika a Ja-
majka. Hlavnimi zdroji oreldniku vyuzivaného ke komerénim uceliim jsou Peru, Brazilie
a Kena, které dohromady zajist'uji vétSinu svétové produkce. Dominantnimi barevnymi
slozkami semen annatto jsou diapo-karotenoidy s 25 atomy uhliku v molekule, bixin
anorbixin, které jsou zastoupené v Cis i trans izomerni form¢ (EMERTON, 2008). V sou-
Casné dob¢ existuji tf1 hlavni komer¢ni zplisoby extrakce barviv ze semen annatto, a to

extrakce rozpoustédly, alkalicka extrakce a extrakce rostlinnymi oleji. Pti extrakci Semen
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rostlinnymi oleji (za snizeného tlaku, pti teploté¢ do 130 °C) dochazi k ¢astecné izomeri-
zaci 9'-cis-bixinu na all-trans izomer zvany trans-bixin. Extrakty obsahuji 0,2 az 0,5 %
smési obou pigmentti v riznych pomeérech, v zavislosti na podminkach extrakce. Vznikly
trans-bixin je Cerveny, v tucich pomérné dobfe rozpustny a relativné stabilni pigment
(VELISEK, 2002).

Bixin Ize také ziskavat extrakci rozpoustédly, kterymi mohou byt hexan, aceton, me-
thanol, dichlormethan nebo oxid uhli¢ity. Po extrakci dochazi k odstranéni rozpoustédla.
Bixinovy prasek obsahuje n¢kolik barevnych slozek, z nichz hlavni latkou je bixin, vy-
skytujici se v obou formach, cis i trans (Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

Norbixin se ziskava extrakci semen annatto vodnym roztoky zasad (hydroxid sodny
nebo draselny) pfi teplotach do 70 °C. Norbixin, neboli 9'-Cis-norbixin je oranzova, v po-
larnim prostiedi rozpustna, dikarboxylova kyselina. Jeji izomerizaci vznika v tucich malo
rozpustny, ¢ervené zbarveny all-trans-norbixin. Béhem extrakce dochazi také k rozkladu
9'-cis-bixinu na oranzové az svétle zluté produkty. Hlavnim produktem je 14-methyl-
hydrogen-4,8-dimethyltetradeka-2,4,6,8,10,12-hexaen-1,14-diova kyselina. Tato slouce-
nina se vyskytuje v riznych stereoizomerech, jako all-trans izomer, 15-cis-, 13-cis- a
9-cis izomer. Vznikaji i dalsi pfibuzné slouceniny s 18 a 13 atomy uhliku v molekule,
m-xylen, toluen aj. (VELISEK, 2002).

CH, CH,
T o N R T T T ':Hg
HO,C e
CHy e

CO,H

Obrazek 4: Strukturni vzorec cis-bixinu a cis-norbixinu (EMERTON, 2008)
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3.3.5 Kurkumin

Kurkumin se ziskava z ususené hlizy nebo oddenkt rostliny kurkumy dlouhé (Curcuma
longa L.). Kurkumin se extrahuje rozpoustédlem z rozemletych hliz, v n¢kolika krocich,
za Ucelem ziskani vysoce purifikované¢ho kurkuminu, o Cistoté vyssi nez 90 %. Primarni
extrakci v rozpoustédle se ziska vytazek, obsahujici ptiblizné 35-40 % kurkuminu, spolu
s aromatickymi latkami a vosky. Vytazek mize byt ndsledné zpracovavan dalsi extrakci
rozpoustédly, pti které se odstrani charakteristickd pikantni chut’ a viiné. Aby se ziskal
koncentrovany kurkuminovy préasek, extrakt se procistuje krystalizaci (EMERTON,
2008; CHAPMAN, 2011).

Vyrobek se sklada z kurkumint, tj. barevného zakladu latek 1,7-bis(4-hydroxy-3-me-
thoxyfenyl)hepta-1,6-dien-3,5-dionu a jeho dvou derivati bez methoxy skupiny, a to
V rizném poméru. Mize obsahovat také mensi mnozstvi oleji a pryskyfic, které se v kur-
kumé pfirozené vyskytuji. Kurkumin se také vyuziva jako hlinikovy lak; kdy obsah hli-
nikd je nizsi nez 30 %. Pro extrakci jsou povolena pouze tato rozpoustédla: oxid uhlicity,
aceton, octan ethylnaty, n-butanol, ethanol, methanol, dichlormethan, propan-2-ol a he-
xan (Nafizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

HO oH
T

HZCO o = OCH,

o o

Obrazek 5: Strukturni vzorec kurkuminu (EMERTON, 2008)

3.3.6 Kosenila

Karminy a kyselina karminova se ziskavaji z vodnych, vodné alkoholickych nebo
alkoholickych extrakti koSenily, pochdzejici ze suSenych tél samicek Cervee nopalového
(Dactylopius coccus C.). Tento hmyz se vyskytuje na urcitych odradach kaktust rodu
Opuntia a Nopalea, rostoucich na Kanarskych ostrovech, v Chile a Peru (EMERTON,
2008). Hmyz se usmrcuje ponotenim do horké vody, ptisobenim slune¢niho zafeni, parou
nebo teplem. Nésledn¢ musi byt hmyz vysuSen na 30 % své piivodni télesné hmotnosti,
aby nedoslo k rozkladu tél. Na vyrobu 1 kg koSenily je tfeba ptiblizné 155 000 kust tél
¢ervce nopalového (Food-info, 2001b).

Kyselina karminové se vyrabi extrakci horkou zésadou a naslednou filtraci, slouZzici

27



k odstranéni necistot. Kyselina karminova snadno tvoii komplexy s kationty hliniku pfi
vysokych teplotach, za vzniku hlinikovych lakt (karmind), ve kterych se predpoklada
pritomnost hliniku a kyseliny karminové v molarnim poméru 1:2. Karmin je rozpustny
ve studené vode¢ i1 zfedénych kyselindch, mirné¢ rozpustny v alkoholu a dobfe rozpustny
ve zfedénych alkalickych roztocich. Vyznacuje se také extrémni stabilitou vici teplu,
svétlu a oxidaci.

V komerénich vyrobcich je barevnym zéakladem stl karminové kyseliny, kdy moz-
nymi kationty jsou: amonny, draselny, sodny ¢i vapenaty a to véetné jejich kombinaci.
Komer¢ni vyrobky mohou obsahovat ¢asteéné bilkovinny material, pochazejici z ptivod-
niho hmyzu, dale volné karminy a malé mnozstvi nevazanych hlinitych kationtti (EMER-

TON, 2008; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

oH o

Obrazek 6: Strukturni vzorec kyseliny karminové (COPIKOVA a kol., 2005)

3.3.7 Betanin

Betanin se vyrabi z kofent ¢ervené fepy (Beta vulgaris var. rubra L.), lisovanim roz-
drcené fepy ve forme vylisované §tavy nebo vodnou extrakci rozsekanych kotfent fepy a
naslednym obohacenim aktivni latkou (napf. kyselinou askorbovou). Ziskana $tava je
nasledné podrobena ultrafiltraci a pasterizaci. Stava obsahuje 0,4—1,0 % betaniu a zahus-
tuje se na hodnotu 70 ° Brix (jednotka vyjadiujici obsah rozpustné susiny v roztoku).
Koncentrat mize byt poté suSen v rozprasovaci suSarné na nosi¢i (maltodextrin), za
vzniku prasku obsahujiciho pfiblizné 0,35 % betaninu.

Barvivo se sklada z riznych latek, vSechny patii do tfidy betalainti. Hlavni barevny
zaklad se sklada z betakyaninti (¢ervend), ve kterych betanin tvoii 75-95 %. Mohou byt
pfitomna 1 mensi mnoZzstvi betaxanthinu (zlutd) a rozkladné produkty betalainii (svétle

hnéda). Barevny odstin se miiZze znacné lisit, v zavislosti na odridé plodiny a stafi cervené
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fepy. Kromé barevnych latek obsahuje Stava nebo extrakt cukry, soli a bilkoviny pfiro-
zen¢ se vyskytujici v Cervené fepé (EMERTON, 2008; Natizeni Komise (EU)
¢.231/2012).

0
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Obrazek 7: Strukturni vzorec betaninu (COPIKOVA a kol., 2005)

3.3.8 Chlorofyly a chlorofyliny

Chlorofyly se ziskavaji extrakci rozpoustédlem, z travy, vojtésky, koptivy a dalSich
rostlinnych materiali. Po extrakci dochazi k postupnému odstrafiovani rozpoustédla, kdy
se muze piirozen¢ pritomny hoicik z koordinacni slouceniny chlorofyli odstranit a to
z Casti ¢i zcela, aby vznikly odpovidajici feofytiny. Hlavnimi barevnymi latkami jsou
feofytiny a chlorofyly. Extrahovany produkt, ze kterého bylo odstranéno rozpoustédlo,
obsahuje 1 karotenoidy, pfitomny jsou také vosky, oleje a tuky pochazejici z vychoziho
rostlinného materialu. Pro extrakci lze pouzit nasledujici rozpoustédla: aceton, dichlor-
methan, ethanol, methanol, propan-2-ol a hexan (FAO, 2006).

Alkalické soli chlorofylinti se ziskavaji saponifikaci rozpoustédlovych extrakti z jed-
lych rostlinnych materiald. Saponifikace odstranuje methyl- a fytolesterové skupiny
a muze ¢asteCné §tépit cyklopentenylovy kruh. Kyselé skupiny jsou neutralizovany, aby
se vytvorily sodné, anebo draselné soli.

M¢édnaté komplexy chlorofylt se vyrabi pfidanim soli mé&di k latce ziskané extrakci
rozpous$tédlem z jedlého rostlinného materialu. Zakladnimi barevnymi latkami jsou zde
feofytiny médi, obsazeny jsou i karotenoidy, tuky a vosky.

Alkalické soli médnatych komplexii chlorofylinti se ziskavaji pfiddnim médi k pro-

duktu ziskaného saponifikaci rozpoustédlovych extrakti, z jedlych rostlinnych materiald.
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Po ptidani médi k precisténym chlorofyliniim jsou neutralizovany kyselé skupiny, aby se

vytvoftily draselné, anebo sodné soli (Nafizeni Komise (EU) ¢. 231/2012).

Chlorofyl a (R, = CH,). R, = CH,CH,), (R,= X)
Chlorofyl b (R = CHO), (R = CH.CH). (R, =X)

CHq CH4

propionova kyselina fyyd

Obrazek 8: Strukturni vzorec chlorofylu a, chlorofylu b (COPIKOVA a kol., 2005)

3.3.9 Anthokyany

Anthokyany se vyrabi extrakci nebo maceraci z riznych druht ovoce a zeleniny.
Hlavnimi komer¢nimy zdroji jsou slupky hroznil révy vinné, maliny, Cerny rybiz, cerny
bez, tfesné, Cernd mrkev a cervené zeli (EMERTON, 2008). Polarni charakter anthokyanti
umoznuje jejich rozpustnost v rtiznych rozpoustédlech, jako je methanol, ethanol, aceton
a voda.

Anthokyany lIze extrahovat acetonem z rostlinnych materiald s ptidavkem chloro-
formu, ktery rozdéluje dalsi extrahované materidly a ¢astené Cisti pigmenty. Pfidavek
chloroformu ma za nasledek separaci polarnich latek (anthokyany, fenolické latky, cukry,
organické kyseliny a dalsi ve vod€ rozpustné slouceniny) a nepolarnich latek (lipidy, ka-
rotenoidy, chlorofyly). Vyhodou této metody je produkce extraktii bez lipofilnich necis-
tot. Extrakce methanolem zahrnuje maceraci rostlinného materialu v methanolu, obsahu-
jicim malé koncentrace mineralnich kyselin (napf. kyseliny chlorovodikové). Extrakce
methanolem je snadna, rychla a u¢innd metoda. Methanolové extrakce je 0 20 % G¢inné;si

nez extrakce ethanolem, avSak kvili toxicit¢ methanolu se preferuje ethanol.
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Extrakt miZe obsahovat zna¢né mnozstvi doprovodnych latek, které mohou mit vliv
na stabilitu a analyzu téchto pigmentd. Cisténi pomoci extrakce tuhou fazi (adsorpce)
umoziuje odstranéni interferujicich sloucenin, ptfitomnych v surovém extraktu. Pevnou
fazi je bud’ silikagel, nebo oxid hlinity, ktery absorbuje piimési a necistoty (WROLSTAD
a kol, 2005).

Vyslednym produktem je kapalina, pasta nebo prasek s mirnym charakteristickym
zépachem. Vyrobky se uvadi na trh podle své barvivosti stanovené chemickou analyzou.
Obsah barviva neni vyjadfovan v mnozstevnich jednotkach (Nafizeni Komise (EU)

& 231/2012).

HO ol
(1
T
OH
Pelargonidin (R, = H), (R, = H) Peonidin (R, = H), (R, = OCH,)

Kyanidin (R, = H), (R,= OH) Petunidin (R, = OH), (R, = OCH,)
Délfinidin (R, = OH), (R,=OH)  Malvidin (R, = OCH,). (R, = OCH,)

Obrazek 9: Strukturni vzorec anthokyanii (COPIKOVA a kol., 2005)
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3.4 Metody stanoveni potravinarskych barviv

3.4.1 Ultrafialova a viditelna spektrometrie

Principem ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového (UV)
a viditelného (VIS) zafeni, v rozsahu vinovych délek 200 az 800 nm, pomoci zfedénych
roztoktli barviv. Pii absorpci dochazi k excitaci valencnich elektronti, které jsou soucasti
molekulovych orbitali. Molekulové absorpcni spektra vznikaji na zakladé kombinace pu-
vodnich a excitovanych 3 typt hladin: elektronovych, rota¢nich a vibracnich. Méfeni za-
fivého toku neboli fotometrie je podstatou ptistroji pro tuto optickou metodu.

UV/VIS spektrometrii 1ze doplikoveé vyuzivat ke kvantifikaci latek, tedy k identifi-
kaci neznamych latek, porovnavanim namétenych spekter se zndmymi spektry. Analyza
vSak neni dostatecnd k u¢inéni zadvéru o priikaznosti identifikace, protoze ne vSechny pte-
chody jsou v UV/VIS oblasti, a také protoze bézné laboratorni spektrometry nemaji vy-
sokou citlivost (v ramci rozliseni jednotlivych rotacnich a vibra¢nich hladin).

UV/VIS spektrometrie se hojné vyuziva k uréeni koncentrace barviv, které maji ab-
sorpcni pasy ve viditelné oblasti spektra. Pracuje obvykle metodou kalibraéni kiivky. Ul-
trafialova a viditelna spektrometrie je vyuzivana i v pritoénych celach detektort riznych
separa¢nich metod, naptiklad kapilarni elektroforézy a kapalinové chromatografie. M¢-
feni se provadi bud’ pfi vhodné vinové délce, nebo jsou sniména cela spektra v kratkych

¢asovych intervalech (KLOUDA, 2003).

Moznosti analyz pomoci UV/VIS spektrometrie je mnoho, napiiklad EL-SHEIKH
a AL-DEGS (2013) popsali moznost stanoveni n¢kolika barviv soucasné, kdy tfi synte-
ticka barviva (tartrazin, ¢erven allura AC, zlut’ SY) byla stanovena ve ¢tyfech nealkoho-
lickych napojich riznych pfichuti. Barviva byla stanovena bez ptedeslé separace, pomoci
multikomponentni spektrometrické analyzy. Dosazené vysledky byly srovnatelné s vy-
sledky béznych chromatografickych metod. Také GULER (2005) se zabyval identifikaci
vice barviv najednou, a to Sesti (tartrazin, zlut’ SY, ponceau 4R, azorubin, indigotin, ery-
throsin) ve 140 vzorcich cukrovinek a 96 instantnich napojich. Identifikace a stanoveni
bylo provedeno pomoci UV/VIS spektrometrie, na zdklad¢ srovnani absorp¢nich spekter

standardd barviv a vzorku.

Jednotlivé molekuly barviv se 1isi absorpci zareni, respektive kazda molekula ma své

charakteristické absorpéni spektrum, které je vysledkem jeji chemické struktury intera-
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gujici se zafenim. Absorpéni spektrum se sklada z jednoho a vice maxim, kde je vyraz-
n¢jsi absorpce zafeni. Nejvyssi maximum, které je zaroven v métené oblasti spektra (v
tomto piipadé tedy UV/VIS) je dalezitym udajem pro spektrometrii a udava se jako hod-
nota vlinové délky v nanometrech (nm), pfi které je nejvyraznéjsi absorpce.

Jak moc dané barvivo absorbuje, je dano jeho extink¢énim koeficientem (uvedenym
pro konkrétni absorpéni maximum). Extinkéni koeficient je stanoven pomoci absorbance
pii definovanych podminkach (délka optické drahy vzorkem 1 cm, koncentrace latky
1 %). Cim je hodnota extinkéniho koeficientu vys§i, tim barvivo vice absorbuje pfi stejné
koncentraci — proto ma tmavsi odstin nez barvivo s niz§i hodnotou. Absorpéni maxima
a extink¢ni koeficienty jsou uvedeny v tabulce 1 (OPEKAR, 2002).

Tabulka 1: Spektrometrické udaje potravinarskych barviv, véetné uzitého rozpoustédla
(EMERTON, 2008; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012)

Barvivo Absorp¢ni max. [nm] Rozpoustédlo Extinkéni koe-
ficient [El%lcm]
Norbixin 485 Roztok KOH 2870
Bixin 502 Chloroform 2870
Anthokyany 515-535 Methanol 300
B-apo-8'-karotenal 460-462 Cyklohexan 2640
B-karoten 453-456 Cyklohexan 2500
Smés karotenti 440-457 Cyklohexan 2500
Betanin 535 Vodny roztok 1120
Kanthaxantin 485 Chloroform 2200
Karamel 610 Vodny roztok
Kyselina karminova 494 Roztok HCL 139
Chlorofyly 409 Chloroform 700
Chlorofyliny 405 Vodny roztok (pH 9) 700
M¢édnaté komplexy 422 Chloroform 540
chlorofyli
Médnaté komplexy 405 Vodny fosforec- 565
chlorofylinti nanovy roztok
Kurkumin 426 Ethanol 1607
Lutein 445 Chloroform/ethanol 2250
Lykopen 465-475 Hexan 3450
Paprikovy extrakt 462 Aceton 2100
Riboflavin 444 Vodny roztok 328
Riboflavin-5"-fosfat 375 Vodny roztok 250
Cervei allura AC 504 Vodny roztok 540
Amarant 520 Vodny roztok 440
Cerit BN 570 Vodny roztok 530
Brilantni modt FCF 630 Vodny roztok 1630
Hnéd HT 460 Vodny roztok 403
Azorubin 516 Vodny roztok 510
Erythrosin 526 Vodny roztok 1100
Zelen S 632 Vodny roztok 1720
Indigotin 610 Vodny roztok 480
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Litholrubin BK 422 Dimethylformamid 200
Patentni modf V 638 Vodny roztok 2000
Ponceau 4R 505 Vodny roztok 430
Chinolinova Zlut’ SY 411 Vodny roztok 865
Zlut’ SY 485 Vodny roztok 555
Tartrazin 426 Vodny roztok 530

3.4.2 Chromatografické metody — kapalinova chromatografie (LC)

Chromatografie je separa¢ni metoda, zalozena na oddélovani slozek obsaZzenych ve
vzorku. Bézné je v chromatografii vzorek separovan pomoci dvou fazi o jinych polari-
tach, nejCastéji tzv. chromatografii s obracenymi fazemi (RP). Existuji vSak i jiné metody,
napiiklad gelovd permeacni chromatografie (GPC), iontové vyménnad chromatografie
(IEC) a jiné, které jsou vSak vyuzivany méné€. V chromatografii je stacionarni faze nepo-
hybliva a mobilni faze pohybliva. Principialné se vzorek nanasi na zacatek stacionarni
faze a mobilni fazi je poté soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zadrzovany (resp. absorbovany na jejim povrchu, v piipadé RP). Rozdilnou afinitou ke
staciondrni f4zi neboli rovnovdhou mezi staciondrni a mobilni fazi se slozky vzorku se-
paruji. Nejdiive z kolony vychazeji latky, s polaritou blizkou mobilni fazi a nakonec latky
s opacnou polaritou, tedy blize ke stacionarni fazi. Chromatografii Ize vyuzit ke kvanti-
tativni 1 kvalitativni analyze vzorku, kdy za samotnou separaci analyty prochéazi detekto-

rem ¢&i nékolika detektory (KLOUDA, 2003; PRAUS a VONTOROVA, 2015).

V kapalinové chromatografii je mobilni f4zi kapalina. O separaci sloZek vzorku zde
rozhoduje nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi vyrazné€ 1 pouzita mobilni
faze. B&hem separace dochazi k rozdéleni analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas,
ktery stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinit€ analytu ke kazdé z nich. Kapalinova
chromatografie umoznuje analyzu za laboratorni teploty, bez nutnosti ptevodu kapalnych
vzorktll na plynné (jak je nutné v ptipade¢ plynové chromatografie). Je vhodna pro separaci
tepelné nestalych a net€kavych sloucenin. Podle uspofadani staciondrni faze rozliSujeme

kolonovou, tenkovrstvou a papirovou kapalinovou chromatografii (KLOUDA, 2003).

CHEN a kol. (2014) popsali zpisob stanoveni sedmi syntetickych barviv (tartrazin,
amarant, kosenila, zlut' SY, c¢ervenl allura AC, brilantni modi FCF, erythrosin) ve viné
a nealkoholickych nédpojich. Pro ziskani barviv byla vyuzita extrakce magnetickou tuhou
fazi. Barviva byla nasledn¢ separovana a stanovena ultra rychlou kapalinovou chromato-

grafii s hmotnostni spektrometrii (UFLC-MS/MS).
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3.4.2.1 Vysoce ucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Vyuziva k separaci latek dostate¢né malé castice sorbentu, které sice kladou prostu-
pujici kapaliné znacny odpor, ale zna¢n€ zvySuji uc€innost separace. Soucasti HPLC je
vysokotlaké ¢erpadlo (v fadech jednotek az desitek MPa), které umoziuje prutok mobilni
faze kolonou s mensimi rozméry ¢astic (OPEKAR, 2002).

YOSHIOKA a ICHIHASHI (2008) popsali zpisob stanoveni 40 syntetickych barviv
Vv cukrovinkach a napojich. Analyza byla provedena béhem 19 minut, pomoci HPLC-
DAD (diode array detector). VACHIRAPATAMA a kol. (2008) analyzovali sedm synte-
tickych barviv (tartrazine, amarant, ponceau 4R, sudan I, zlut' SY, zelen S, brilantni modf
FCF) v potravinach a napojich s vyuzitim HPLC. V obou uvedenych pracich byla barviva

stanovena soucasné, bez predeslé separace, béhem jediné analyzy.

3.4.2.2 Papirova (PC) a tenkovrstva (TLC) chromatografie

V papirové chromatografii je staciondrni fazi chromatograficky papir. U tenkovrstvé
chromatografie je stacionarni fazi tenka vrstva sorbentu (silikagel), ktera je umisténa na

pevném plochém podkladu (napt. sklenéné desce nebo hlinikové folii) (KLOUDA, 2003).

ANDRADE a kol. (2014) zjistovali obsah syntetickych barviv (zlut' SY, tartrazine,
amarant, brilantni modf FCF) v pomerancovych a hroznovych napojich. Barviva byla
identifikovana tenkovrstvou kapalinovou chromatografii a jejich koncentrace byla na-
sledné zjisténa iontoveé parovou HPLC. ALBUQUERQUE a kol. (2015) zkoumali che-
mické slozeni pfirodniho barviva annatto. Barvivo bylo extrahovano superkritickou
fluidni extrakci (SFE) a kvalitativné analyzovano tenkovrstvou kapalinovou chromato-

grafii.

3.4.2.3 Iontové-vyménnd chromatografie (IEC)

V iontoveé-vymeénné chromatografii je stacionarni fazi ménic iontl. Tim je makromo-
lekuldrni matrice (polystyren, celul6za, dextran aj.) s vhodnymi funkénimi skupinami za-
sadité nebo kyselé povahy. lontoménic¢e miiZzeme rozdélit na anexy a katexy. Anexy maji
zasadité funk¢ni skupiny (bézné aminoskupiny) a slouzi k vyméné aniontti. Katexy maji
kyselé¢ funkéni skupiny (bézn¢ karboxylové skupiny) a slouzi k vyméné kationtl

(KLOUDA, 2003).
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3.4.2.4 Iontové-pdarova chromatografie (IPC)

Iontové-parova chromatografie pracuje na podobném principu jako iontové-vyménna
chromatografie. Do mobilni faze je ptidavan ionogenni detergent, ktery se jednak navaze
na stacionarni fazi, zaroven ale mize v roztoku tvofit s analytem opacného naboje hyd-
rofobni iontovy par, ktery nasledné interaguje se stacionarni fazi hydrofobni interakci.
Béhem jedné separace je mozné soucasné délit latky kyselé, zasadité i neutralni (VSCHT,

2014).

Stanoveni sulfonovanych azobarviv metodou IPC podrobné popsali JANOS a kol.
(2011). V jejich praci bylo testovano nékolik chromatografickych systému, pro stanoveni
riiznych tipti komer&né dostupnych barviv. DOSEK a kol. (2013) analyzovali synteticka
barviva ponceau 4R a azorubin v nealkoholickych napojich, metodou iontové parové
chromatografie a diferen¢ni pulzni polarografie. Vysledky naznacuji, ze obé metody jsou
vhodné pro stanoveni azobarviv v nealkoholickych napojich, sirupech a podobnych ma-

terialech.

3.4.3 Elektromigra¢ni metody — elektroforéza

Elektroforéza je zalozena na migraci elektricky nabitych castic ve stejnosmér-
ném elektrickém poli. Elektrické pole se vytvaii vkladanim konstantniho stejnosmérného
nap¢ti mezi elektrody. Prostfedi mezi elektrodami je tvofeno zadkladnim elektrolytem,
ktery zajistuje dostatecnou elektrickou vodivost v celém systému. Vzorek je zpravidla
nanasen do stfedu nosice, ktery je napustén zakladnim elektrolytem a je umistén v elek-
troforetické komote nasycené parami rozpoustédla. Anionty migruji ke kladnému polu,
kationty k zapornému poélu a neutralni ¢astice se nepohybuji. Odlisnou rychlosti migrace
sloZek vzorku se vytvareji oddélené zony jednotlivych slozek, které se nasledné analyzuji

vhodnym detektorem (KLOUDA, 2003; PRAUS a VONTOROVA, 2015).

3.4.3.1 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapildra obsahuje zdkladni elektrolyt, ktery vede proud. Konec kapilary je ponofen
do zasobniku s elektrolytem, spolecné s elektrodami, mezi nimiz je vloZzeno vysoké na-
péti (10-30 kV). Vzorek se davkuje v malém objemu do konce kapilary. Kapilara pro-
chézi pres detektor, obvykle fotometricky. Zaznam zavislosti odezvy detektoru na Case

se nazyva elektroforegram, ktery je podobny chromatogramu. Poloha piku urcuje kvalitu,
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plocha nebo vyska piku kvantitu. Existuje fada separacnich technik, které doplituji kapi-
larni elektroforézu o dalS$i moznosti (napft. kapilarni zonova elektroforéza CZE, kapilarni
gelova elektroforéza CGE, kapilarni elektrochromatografie CEC aj.) (KLOUDA, 2003;
PRAUS a VONTOROVA, 2015).

GIOVINE a BOCCA (2003) kvantitativné analyzovali tii synteticka barviva (ponceau
4R, azorubin, zlut’ SY) ve zmrzlinach, pomoci kapildrni zoénové elektroforézy. Uvadéji
vynikajici vysledky pfi pouziti této metody, srovnatelné s metodou HPLC. PRADO a kol.
(2006) vyuzili kapilarni elektroforézu k ovéfeni obsahu syntetickych barviv v alkoholic-

kych napojich.

3.4.4 FElektroanalytické metody — polarografie

Polarografie se vyuziva k ureni vyskytu a koncentrace neznamych latek v roztoku.
Princip je zalozen na méteni proudu prochéazejiciho roztokem, pii plynule zvétSovaném
napéti, vkladaném mezi dvojici elektrod, které jsou ponotfené do roztoku, v némz probiha
elektrolyza. V polarografii se k méteni vyuziva odkapavajici rtutova kapkova elektroda,
jejiz povrch se neustale obnovuje, coz zajistuje dokonalou reprodukovatelnost méteni

(PRAUS a VONTOROVA, 2015).

3.4.4.1 Diferenéni pulzni polarografie (DPP)

V diferen¢ni pulzni polarografii se na elektrodu vklada linearné rostouci stejno-
smérné polarizacni napéti, k némuz se pred koncem kapky ptidava pravouhly napétovy
puls o amplitud¢ tadove desitek mV a dobé trvani desitek ms. Registruje se rozdil proudt
zmétenych pred zacatkem a pied koncem pulzu. Tato zavislost rozdild proudu na vklada-
ném napéti se nazyva polarograficka kiivka, kterd ma tvar piku. DPP je mnohem citlivéjsi
nez klasickd polarografie a lze ji stanovit 1 latky o nizkych koncentracich (az

10 mol/dm®) (OPEKAR, 2002; PRAUS a VONTOROVA, 2015).

37



3.5 Legislativa potravinarskych barviv

V Ceské republice viechny potraviny spadaji pod zakon &. 110/1997 Sb., o potravi-
nach a tabakovych vyrobcich. Druhy a podminky pouziti ptidatnych latek definuje vy-
hlaska ¢. 130/2010 Sb., a vyhlaska ¢. 122/2011 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 4/2008
Sh.

V zemich EU podminky pouziti potravinarskych piidatnych latek stanovuje natizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 ze dne 16. prosince 2008 o potravinai-
skych ptidatnych latkach. Specificka kritéria pro Cistotu barviv pouzivanych v potravi-
nach definuje smérnice Komise 95/45/ES, kterd je novelizovana smérnicemi:
1999/75/ES, 2001/50/ES, 2004/47/ES, 2006/33/ES. Jednotné povolovaci fizeni pro po-
travinaiské ptidatné latky, potravinaiské enzymy a latky urené k aromatizaci potravin
vymezuje nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1331/2008, ze dne 16. prosince
2008. Dne 11. listopadu 2011 vyslo nafizeni Komise (EU) €. 1130/2011, kterym se méni
ptiloha Il natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, zavedenim se-
znamu potravinafskych pfidatnych latek Unie a nafizeni Komise 1129/2011, kterym se
méni pfiloha Il natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, vytvoienim
seznamu potravinaiskych ptridatnych latek Unie. Nafizeni Komise (EU) ¢. 231/2012 ze
dne 9. bezna 2012 stanovuje specifikace pro potravinaiské piidatné latky uvedené v pii-
lohach Il a Il natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008

Nafizeni Komise (EU) €. 232/2012 ze dne 16. biezna 2012 méni ptilohu Il natizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, a upravuje podminky pouZziti a urovné
pouziti u chinolinové Zluti (E 104), zluti SY (E 110) a ponceau 4R (E 124). Dne 15. kvétna
2014 bylo vydano nafizeni Komise (EU) ¢. 505/2014, kterym se méni ptiloha II nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, v piipadé pouzivani karamelovych
barviv (E 150a-d) v pivu a sladovych napojich. Evropsky tfad pro bezpe¢nost potravin
(EFSA) musi do prosince 2020 nové posoudit bezpecnost vSech piidatnych latek, které
byly schvaleny pied 20. lednem 2009. Casovy harmonogram posuzovéni téchto pfidat-

nych latek stanovuje natfizeni Komise (EU) €. 257/2010 ze dne 25. biezna 2010.
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3.5.1 Podminky pouziti pfidatnych liatek

Pouziti ptidatnych latek v potravindch je platnymi pravnimi predpisy velmi piisné re-
gulovano. Pfi vyrob¢ potravin lze pouzit pouze ptidatné latky, které byly schvaleny pfi-
sluSnymi pravnimi ptedpisy. Pied zafazenim ptidatné latky na seznam povolenych aditiv

vyhodnocuje jeji nezavadnost Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA).

Barviva mohou byt zafazena na seznam ptidatnych latek, pouze pokud kromé toho,
ze slouzi jednomu nebo vice uceltim podle ¢l. 6, odst. 2 nafizeni Evropského parlamentu

a Rady (ES) ¢. 1333/2008, slouzi jednomu nebo vice z téchto tcelu:

e obnoveni piivodniho vzhledu potravin,
e zvySeni vizualni pfitazlivosti potravin,

e obarveni jinak bezbarvych potravin.

Pro jednotlivé potraviny a ptidatné latky jsou stanoveny limitni hodnoty — nejvyssi
povolené mnozstvi. Potraviny, které jsou dale zpracovavéany, sméji obsahovat piidatné
latky pouze v piipadé, Ze jsou pridatné latky povolené i v potravinach, které se z nich
vyrabi. U nékterych ptidatnych latek neni stanoveno nejvyssi povolené mnozstvi kon-
krétni ¢iselnou hodnotou. V takovém piipadé se uplatiiuje zasada quantum satis, tzn., po-
uzije se pouze nezbytné nutné mnozstvi (Natfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1333/2008; SZPI, 2015).

Barviva se nesmi pfidavat do potravin uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2: Potraviny, které je zakdizdano barvit (BABICKA, 2012)

Potravina

Nezpracovanych potravin.

Pfirodnich mineralnich vod a balenych pramenitych vod.

IdiNd i (@l

Neochuceného plnotu¢ného, polotuéného a odtu¢néného mléka pasterovaného nebo ste-
rilovaného véetné oSetieni vysokou teplotou UHT, neochucené smetany.

4, MIléka ochuceného kakaem nebo ¢okoladou, zahuSténého mléka, neochucené suSené
smetany, neochuceného podmasli, neochuceného kysaného mléka, neochucenych cers-
tvych syra.

o

Oleju a tukl zivocisného a rostlinného pivodu, masla z mléka koz a ovci.

o

Vaje¢ného Zloutku, bilku, vajeéné melanze, susenych, tekutych, koncentrovanych, hlu-
boce zmrazenych nebo koagulovanych vajecnych vyrobki.

Mouky, skrobu a ostatnich mlynskych vyrobki.

Chleba a vyrobki z chlebového tésta, téstovin a gnocchi.

©|o N

Cukru véetné vSech monosacharidu a disacharidu.

10. | Rajcatového protlaku, rajcatovych polokonzerv, studenych omacek na bazi rajcatové
Stavy, kecupu.

11. | Ovocnych a zeleninovych §tav a nektart.
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12. | Vyrobki z ovoce, zeleniny, brambor a hub, sterilovanych, nakladanych nebo susenych,
zpracovaného ovoce, zeleniny, brambor a hub.

13. | Vybérovych (extra) dzemd, vybérovych rosolil a kaStanovych pyré, Créme de pruneaux.

14. | Masa ryb, driibeze, zvéfiny, mékkysu, korysu a produkti z nich.

15. | Kakaovych a ¢okoladovych vyrobki s vyjimkou ne¢okoladovych naplni t€chto vyrobk.

16. | Prazené kavy, cikorkové kavoviny a extraktii z ni, Caje, extraktli z Caje v¢etné ovocnych
a bylinnych pfipravki na bazi ¢aje, ovoce a smesi pro piipravu Caje.

17. | Koreni, smési koreni, soli, nahrazek soli.

18. | Potravin ur¢enych pro vyzivu kojencti a malych déti.

19. | Medu.

20. | Vinného octa, sladu, a vyrobkil ze sladu.

21. | Obilnych destilatti Korn, Kornbarnd, ovocnych lihovin, ovocnych destilatd véetné ovoc-
nych pritahovych.

22. | Sambuca, Maraschino, Mistra.

23. | Sangria, Clarea, Zurra.

3.5.2 Akceptovatelny denni prijem (ADI)

Akceptovatelny denni piijem (Acceptable Daily Intake, ADI) je mnozstvi ptidatné
latky, vyjadiené v mg/kg t€lesné hmotnosti, které mize byt konzumovano kazdy den po
cely zivot, bez zietelného zdravotniho rizika. Pfi stanovovani ADI urcité potravinaiské
pridatné latky se berou v iivahu vSechny nezadouci ucinky, které mohou byt zptisobeny
konzumaci této ptidatné latky. Ty jsou nasledné testovany, nej€astéji na experimentalnich
zvitatech.

Hladina mnozstvi latky, ktera nezplisobuje na testovaném organismu zadné pozo-
rovatelné nezadouci ucinky, se oznacuje NOAEL (No Observed Adverse Effect Level).
Podélime-li tuto hodnotu bezpe¢nostnim faktorem (&islem 100) dostaneme hodnotu ADI
(BABICKA, 2012; Bezpecnost potravin A-Z, 2011)

V tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty ADI nékterych potravinaiskych barviv.

Tabulka 3: Akceptovatelny denni prijem barviv (EMERTON, 2008; EFSA, 2008;

EFSA, 2010a; EFSA, 2010b; EFSA, 2013; Natizeni Komise (EU) ¢. 232/2012; Natizeni
Komise (EU) ¢. 505/2014)

Synteticka barviva Pfirodni a prirodné identicka barviva

Barvivo ADI [mg/kg Barvivo ADI [mg/kg
t.hm./den] t.hm./den]

Cerveri allura AC 7 Bixin 12
Amarant 0,15 Norbixin 0,6
Cerit BN 5 Beta-karoten 5
Brilantni modi FCF 10 Lykopen 0,5
Hnéd HT 1,5 Amoniakovy karamel 100
Azorubin 4 Kosenila 5
Erythrosin 0,1 Médnaté komplexy chlo- 15
Zelen S 5 rofylind
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Indigotin 5 Kurkumin 3
Litholrubin BK 15 Lutein 2
Patentni modi V 5 Riboflavin 0,5
Ponceau 4R 0,7 Riboflavin-5"-fosfat 0,5
Chinolinova zlut’ SY 0,5 Kanthaxanthin 0,03
Zlut SY 1

Tartrazin 75

3.5.3 ldentifikace a oznacovani potravinaiskych pridatnych latek

Mezinarodni systém ¢islovani (International Numbering System, INS) byl vytvofen
Vyborem pro potravinaiské ptidatné latky a kontaminanty CCFAC (Codex Committee
on Food Additives and Contaminants). Tento systém umoziuje identifikaci potravinai-
skych aditiv na seznamu piisad podle ¢isla, které nahrazuje specificky nazev ptidatné
latky. V ramci Evropské unie byl pro identifikaci potravinaiskych aditiv vytvofen systém
E-ko6da, zahrnujici aditiva, toxikologicky nezavadna. Seznam INS-koda ale zahrnuje
1 ptidatné latky, jejichz toxikologicka nezavadnost nebyla dosud potvrzena, proto je pod-
statn¢ rozsahlejsi nez seznam E-kodi (Bezpecnost potravin A-Z, 2011).

Potravinatska barviva jsou oznac¢ena hodnotami E-kodt 100—180. Kompletni seznam
potravinaiskych barviv povolenych v zemich EU vcetné jejich E-kodu je uveden v ta-

bulce 4.

(%) Identifikac¢ni &islo C.1. (Colour Index) zaru¢uje identifikaci barviv pii pouzivani nazvi

Vv cizich jazycich.

Tabulka 4: Seznam potravinarskych barviv (Natizeni Komise (EU) ¢. 1129/2011;
Vyhléaska ¢. 4/2008 Sb.)

Cislo E Nazev barviva Cislo C.I. ()

E 100 Kurkumin 75 300

E 101 i) Riboflavin ii) Riboflavin-5'-fosfat

E 102 Tartrazin 19 140

E 104 Chinolinova zlut' SY 47 005

E 110 Zlut’ SY (synonyma Sunset Yellow FCF, Gelborange S) 15985

E 120 Kosenila, kyselina karminova, karminy 75470

E 122 Azorubin (synonymum Carmoisin) 14 720

E 123 Amarant (synonymum Viktoriarubin O) 16 185

E 124 Ponceau 4R (synonymum kosenilové Cerven A) 16 225

E 127 Erythrosin 45 430

E 129 Cervet allura AC / Cerveir AC 16 035

E 131 Patentni modt V 42 051

E 132 Indigotin (synonymum Indigocarmine) 73015

E 133 Brilantni modf FCF (synonymum Brilliant blue FCF) 42090

E 140 Chlorofyly a chlorofyliny 75810 a 75815
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E 141 M¢édnaté komplexy chlorofyla a chlorofylint 75815
E 142 Zelen S 44 090
E 150a Karamel

E 150b Kausticky sulfitovy karamel

E 150c Amoniakovy karamel

E 150d Amoniak-sulfitovy karamel

E 151 Cerii BN (synonymum Brilliant black BN) 28 440
E 153 Rostlinna uhlikova ¢ern

E 155 Hnéd HT 20 285
E 160a 1) Smés karotenti a ii) Beta-karoten 75130 a 40 800
E 160b Annatto, bixin, norbixin 75120
E 160c Paprikovy extrakt, kapsanthin, kapsorubin

E 160d Lykopen 75125
E 160e Beta-apo-8'-karotenal 40 820
E 161b Lutein

E 162 Betalainova ¢erven, betanin

E 163 Anthokyany

E 170 Uhli¢itan vapenaty 77 220
E171 Oxid titani¢ity (synonymum Titanova béloba) 77 891
E 172 Oxidy a hydroxidy zeleza 77491 —77 499
E 173 Hlinik

E174 Stiibro

E 175 Zlato

E 180 Litholrubin BK

Podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 musi byt potravin,
obsahujici barvivo nebo smés barviv uvedenych v tabulce 5, opateny na etiketé doplnu-

jici informaci ,,mohou nepfiznivé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti‘.

Tabulka 5: Barviva, ktera musi byt oznacena doplnujici informaci (Natizeni Evropského

parlamentu a Rady (ES) &. 1333/2008).

Cislo E | N4zev barviva

E 102 Tartrazin

E 104 Chinolinova zlut' SY
E 110 Zlut SY

E 122 Azorubin

E 124 Ponceau 4R

E 129 Cerven allura AC
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4. VLASTNI KOMENTAR K RESENE PROBLEMATICE

Osobné shledavam zajimavym feSenim pouziti modrého barviva z bakterii (Strep-
tomyces coelicolor), dosud nevyuzivaného v potravinovém pramyslu. Barvivo bylo zis-
kano kultivaci této bakterie z pudy, v mnozstvi az 3 g/l. Za pomoci vysokoucinné kapali-
nové chromatografie (HPLC) bylo zjisténo, Ze se jednd smeés deseti slouc¢enin. Rozpust-
nost barviva byla testovana v kyselém i alkalickém prostiedi, stabilita barviva byla ové-
fovana pii expozici svétla, tepla a v pritomnosti oxida¢nich a redukénich ¢inidel. Vy-
sledky ukézaly, vysokou stabilitu barviva pfi ptisobeni svétla i tepla. Barvivo bylo rovnéz
zcela rezistentni vi¢i béZznym oxidantim a reduktantim a nebyl zjistén zaddny vliv na
stabilitu barviva v pfitomnosti bézné pouzivanych potravinaiskych aditiv (vitamin C,
benzoat sodny). Ani vétSina testovanych kovi stabilitu barviva neovlivnila, s vyjimkou
vysokych koncentraci olovnatych a Zeleznatych iontii. Na zaklad¢ predbéznych zkousek
toxicity, provadénych na mysich, bylo barvivo klasifikovano jako netoxicka latka. Toto
barvivo by tak dle mého nazoru vhodné pfispélo k rozsifeni nabidky ptirodnich barviv
V potravinaiském pramyslu (ZHANG a kol., 2006).

Pti zpracovavani bakalarské prace mé zaujalo i Cervené barvivo extrahované z Vo-
nokvétky (Osmanthus fragrans Lour.), které se pro barveni potravin také dosud nevyu-
Ziva. Autofi poukazuji na dobrou rozpustnost barviva v kyselém 1 alkalickém prostedi.
Barvivo mélo rovnéZz dobré termostabilni vlastnosti, pfi teplotach 25-100 °C. Jeho ba-
revny projev vSak ovliviiuje hodnota pH roztoku. Pii pH 1-5 bylo zbarveni jasné€ ¢ervené,
pii pH 7—-10 ptechazelo do hnédo-Cervenych toént a pti pH nad 10 bylo zelené. Byla zjis-
téna vysoka citlivost barviva k chemické oxidaci, proto by pfi jeho rafinaci a zpracovani
nem¢la byt pouZita oxidacni €inidla. Stabilita barviva byla zkouména v pfitomnosti sifi-
¢itanu sodného, chloridu sodného, aminokyselin, organickych kyselin, cukrt, kovovych
iontl a zadna z téchto latek neméla vliv na stabilitu toho barviva. Kromé barveni potravin,
by tato latka mohla byt pro své vyborné pohlcovani volnych radikalt vyuZzivéana i jako
ucinny antioxidant (CASTELLAR a kol., 2006).

Myslim si, ze se v budoucnu nejspis setkame s dal§imi variantami pfirodnich barviv,
jejich zavedeni na trh vSak bude vyzadovat postup schvaleni odpovidajici potraviné

(slozce potravin) nového typu.
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5. ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo sepsat literarni reSersi o barvivech vyuzivanych v potra-
vinovém prumyslu a jejich ziskavani. Barviva byla rozdélena do skupin podle zdroje, ze
kterého se ziskavaji a podle jejich chemické struktury. V této ¢asti byli zahrnuti nejcasté-
j81 zastupci potravinarskych barviv (pfirodnich, pifirodné identickych i syntetickych),
vcetné jejich charakteristik a nejcastéjSiho vyuziti.

Zpusob ziskani byl popsan na nékolika zastupcich ptirodnich a pfirodné identickych
potravinafskych barviv. Pfirodni barviva se nejcastéji ziskdvaji extrakénimi technikami
z ptirodnich materiali, synteticka barviva chemickou syntézou z ropnych produkti. Pfi
extrakci se nejvice vyuzivaji organicka rozpoustédla (propan-2-ol, hexan, aceton aj.),
kterd maji vyznamnou roli pii ziskavani pfirodnich extraktl. Pii vybéru extrakéniho €ini-
dla byva rozhodujici ptedevsim jeho toxicita a schopnost regenerace z barviva, jak z hle-
diska ekonomické tak i technologické stranky. Komeréni barviva uréend pro potravinai-
sky priamysl byvaji distribuovana v riznych formach (praskova, disperzni, rozpustnd ve
vodg, v tucich, organickych rozpoustédlech atd.).

Dale byly zahrnuty nejcastéj$i metody detekce potravinatskych barviv, véetné jejich
stanoveni pomoci instrumentalni analyzy. Stanoveni barviv (pfedev§im téch syntetic-
kych) v potravinach je velmi dilezité, s ohledem na lidské zdravi. Z tohoto pohledu se
kterakoliv metoda poskytujici kvalitni informace o nizkych koncentracich sledovanych
barviv, jevi jako perspektivni. Jestlize je i ekonomicky dostupna, mizeme ji povazovat
za optimalni.

Barveni potravin je v CR piisné regulovano platnymi pravnimi piedpisy Ceské re-
publiky a Evropské unie. Tyto pravni pfedpisy mimo jiné definuji podminky, za kterych
je moZné potraviny barvit a zaroven vymezuji potraviny, které se barvit nesmi. Dllezita
je také identifikace potravinaiskych barviv, kterd se v EU kromé& nazvu oznacuji pomoci
eviden¢niho kodu, ktery je stanoven pro kazdé potravinarské aditivum. Podstatné je, Ze
kazdy spotiebitel mize ucinit svou vlastni volbu a vybrat si takovy vyrobek, ktery mu

svym slozenim nejvice vyhovuje.
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6. SOUHRN A RESUME

Barviva v potravinovém pramyslu a jejich ziskavani

Tato prace obsahuje zékladni prehled nejvyuzivanéjsich potravinatrskych barviv ptirod-
nich, pfirodn¢ identickych a syntetickych. Barviva jsou rozdélena do skupin, podle jejich
chemické struktury (polyenova barviva, indolova barviva, trifenylmethanova barviva aj.).
Ziskavani barviv pomoci extrak¢nich technik je zndzornéno na nékolika zastupcich bar-
viv pfirodniho ptivodu. V praci jsou rovnéz uvedeny nejpouzivangjsi analytické metody
(UVIVIS spektrometrie, chromatografie, elektroforéze a polarografie), vyuzivané k de-
tekci a stanoveni potravinaiskych barviv. Podminky barveni potravin jsou definovany
platnymi pravnimi piedpisy Ceské republiky a Evropské unie, které jsou také sou-

¢asti této praci.
Kli¢ova slova

piirodni barviva, synteticka barviva, pigmenty, analyza, extrakce

RESUME

Colorants in food industry and their acquisition

This bachelor thesis contains an overview of the most used natural, nature-identical and
synthetic food colorants. Colorants are divided into groups according to their chemical
structure (polyene colorants, indole colorants, triphenylmethane colorants etc.). Acquisi-
tion of colorants by extraction techniques is shown in several representatives of natural
colorants. The thesis also contains some most frequently used analytical methods
(UVIVIS spectrometry, chromatography, electrophoresis and polarography), which are
used for detection and determination of food colorants. Terms of coloring foodstuffs are
defined by the applicable laws of the Czech Republic and the European Union, which are

also part of this work.
Key words

natural colorants, synthetic colorants, pigments, analysis, extraction
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