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Antokyany v obilovinach a pekarenskych vyrobcich

Souhrn

Antokyany jsou v lidském organismu povazovany za velmi dulezité antioxidanty, které
odstranuji a téz eliminuji vznik volnych radikalti — piivodct nadorovych onemocnéni.

Obiloviny se vyskytuji v rizném barevném provedeni, za které jsou mimo jiné
zodpovédné pravé antokyany. Cilem této prace je shrnuti dosavadnich poznatku z literatury,
zamétujici se na obsah antokyanti u riznych druhti obilovin a pekarenskych vyrobk.

U modré a fialové pSenice (Triticum aethiopicu) byl zkouman obsah antokyanii
a zjistilo se, ze u modré psenice bylo identifikovano 19 a u fialové pSenice 26 antokyant.
Celkovy obsah antokyant byl u fialové pSenice o 4 mg vyssi nez u modré (9,26 mg/kg).
Rizné studie tvrdi, ze obsah antokyantl u riznych druhti pSenice mize kolisat
od 35 do 507 mg/kg. Zajimavym objevem je, Ze u fialové pSenice Chaloral byl identifikovan
kyanidin-3-glukosid jako dominantni antokyanin, zatimco u ¢ervené pSenice Red fife nebyl
zjistén zadny obsah antokyantl.

Dalsi studie se zaméfovaly na to, jaky vliv mé peceni na degradaci antokyant. Neni
zcela jasné, zda vyssi degradaci antokyant zptisobuje doba, ¢i teplota peceni. VéEtSina studii
potvrzuje, Ze za vyS$$i degradaci antokyant je zodpoveédna spiSe doba peceni. U vzorkl
chleba, které byly peceny pii 180 °C po dobu 31 minut, byla pozorovana vyssi degradace
antokyant (5,31 mg/g u MP; 3,63 mg/g FP) nez u vzorku chlebi pe¢enych pii 240 °C 21
minut (8,33 mg/g u MP; 13,23 mg/g u FP). Dulezitym faktorem je také TAC u mouk,
ze kterych maji byt pekarenské vyrobky pfipraveny. Bylo zjisténo, Ze ¢im vyssi je stupen
vymleti u pSeni¢né mouky, tim je TAC niz8i. Celozrnna mouka obsahovala 73,41 ng TAC/g,
polo-celozrnna 66,94 ug TAC/g a pSeni¢na krupice 24,4 pg TAC/g.

Dalsi cast této prace je vénovana tepelné tprave kukutice. Zjistilo se, Ze vafeni
kukuftice zplisobuje pokles monomernich antokyand, a to az o 60,7 %. Typickym zplisobem
tepelné upravy kukufice je nixtamalizace (vafeni s vapnem), které zpiisobuje az 83% ztraty
antokyant v kukufici a 54% ztraty u kukufi¢nych tortil. Bylo vyzkoumano, zZe tyto ztraty
se daji eliminovat kyselinou fumarovou, ktera snizila degradaci antokyanii az o0 11,7 %

v kukufi¢nych tortilach.

Klic¢ova slova: antokyany, obiloviny, vyrobky z obilovin, analytické metody, degradace



Anthocyanins in cereals and baked products

Summary

Anthocyanin present in human organism are considered to be vital antioxidants, which
eliminates forming and creation of free radicals, those responsible for origin of tumorous
diseases. Grains occur in many color variations, for which is, among other things, responsible
upper mentioned anthocyanin. Objective/purpose of this work is summary of current
knowledge base from literature that focuses on volume of anty-octanes in different varieties of
grains and baked products.

In purple wheat (7riticum aethiopicu) the content of anthocyanin was researched and
discovered, in blue wheat 19 anthocyanin were identified, whereas in purple wheat there were
26 anthocyanin. Total content of anthocyanin (TAC) was higher in PW by 4 mg than in
BW(9,26mg/kg). Different studies claim that TAC in different varieties of wheat may vary
from 35— 507 mg/kg.

Different studies were focusing on the effect of baking in terms of degradation of
anthocyanin. It is not clear whether higher degradation is due to longer periof of baking or a
temperature. Majority of studies confirms prolonged periods of baking as a source of higher
degradation. This fact was affirmed by samples of bread made from PW and BW. Both
samples were baked at 180 °C in the period of 31 minutes. Observed degradation of
anthocyanin (5,31 mg/g u MP; 3,63 mg/g FP) was higher than with samples baked at 240 °C
in the period of 21 minutes (8,33 mg/g u MP; 13,23 mg/g u FP). TAC is important factor with
flours, from which baked products are prepared. It was discovered, that the more is wheat
flour milled, the lower the TAC.

Whole seed flour contained 73,41 pg TAC/g, half whole seed 66,94 ng TAC/g a and wheat
semolina 24,4 ng TAC/g.

Further part of this work is dedicated to heat treatment of corn. As it was dicovered,
boiling of the corn causes decrease in anthocyanin monmer up to 60,7%. Typical way of heat
treatment regarding corn is nixtamalization (boiling with lime), which causes up to 83% loss
of anthocyanin in corn and 54% loss in corn tortillas. It was discovered, that these loses can
be eliminated with fumaric acid, which has decresead the degradation of anthocyanin up to

11,7%.

Keywords: anthocyanins, cereals, cereal products, analytical methods, degradation
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1 Uvod

Antokyany patii do skupiny fenolickych sloucenin, které jsou velmi vyznamné svym
¢ervenym, fialovym a modrym zbarvenim. Intenzita a odstin téchto zbarveni lze snadno
ovlivnit pfedev§im pH faktorem. Antokyanové pigmenty jsou ptitomny u riznych druht
ovoce, zeleniny, ale také obilovin ¢i okopanin. Nejhojnéji jsou zastoupeny v riznych
bobulovitych plodech, jako jsou bortivky ¢i brusinky.

Antokyany jsou rostlinné latky, které se syntetizuji vyhradné ve vyssich rostlinach
a to zejména v listech, kvétech ¢i plodech. Nejvyssi koncentrace antokyanti byly naméteny
Vv aleuronové vrstvé semen. Rostliny si antokyany vytvaii z divodu jejich ochrany pied
vnéj$imi negativnimi vlivy. Antokyany vSak nejsou prospésné jen pro rostliny, ale také pro
¢loveka. Vykazuji totiz antioxidacni G€inky, diky kterym jsou schopné eliminovat vznik
volnych radikald, a tak zabraniovat vzniku karcinogeni. Antokyany zvySuji nutricni hodnotu
potravin, proto je tu snaha zvysit jejich obsah v béZzné konzumovanych pekarenskych
vyrobcich.

Antokyany jsou ve vod¢ rozpustné slouceniny, diky ¢emuz jsou vyuzivany
V potravinaiském pramyslu jako pfirodni barviva. Negativni vlastnosti téchto slouc¢enin je
nizk4 stabilita a pomérné rychld degradace, ktera je zpisobena zménou teploty, pH ¢i dobou
zahtevu. Kvuli jejich nizké stabilité je jejich zachovani v potravinatskych produktech
pomérné obtizné. Potravinaiské produkty jsou totiz velmi Casto vystavené nékterym vyse
uvedenym jevim, které maji na stabilitu antokyani negativni dopad.

Z chemického hlediska se jedna o glykosidy, obsahujici cukernou a necukernou ¢ést
zvanou aglykon, viz obrazek 3. Aglykon mize byt tvoren 17-ti riznymi anthokyanidy, vSak
jen Sesti z nich je ptfisuzovan vétsi vyznam. Cukernd slozka byva tvorena D-glukdsou,
L-rhamnosou, D-xyl6zou, L-arabinésou nebo L-rutin6zou.

Pro stanoveni antokyant, ale i dalSich flavonoidnich sloucenin se nejvice pouziva

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (HPCL).



2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou bioaktivni polyfenolické latky, které jsou pfitomny v bézné
konzumovaném ovoci, zelenin¢ a dal$ich potravinach rostlinného ptivodu (Jiang et al., 2015).
Flavonoidy fadime do skupiny sekundarnich metabolitii, produkovanych riznymi druhy
rostlin, jejichz syntéza zavisi na nékolika faktorech, napiiklad choroby rostlin, napadeni
hmyzimi sktdci, stresové klima a ultrafialové zafeni. Dalsi faktory, jako je oblast péstovani,
zemédelské postupy, sklizen, podminky skladovani a metody zpracovani, ovliviiuji variabilitu
flavonoida (Haytowitz et al., 2013).

Termin flavonoidy je odvozeny od latinského slova ,,flavus®, které se pouziva pro
oznaceni zluté barvy. TotéZ zbarveni vykazovaly i prvni zkoumané rostliny. Flavonoidy
mohou vykazovat také ¢ervené, modré a fialové zbarveni, za které jsou zodpovédné
antokyanové pigmenty (Prochazkova et al., 2011), nachazejici se v rostlinnych tkanich. Tyto
pigmenty hraji dilezitou roli v rostlinné reprodukei tim, Ze jsou atraktivni pro opylovace, ale
také pro ptactvo, které umoziuje prenos semen rostlin na velkou vzdalenost (Winkel-Shirley,
2002).

Flavonoidy poskytuji ochranu pied ultrafialovym zafenim tim, ze dokazi toto zareni
absorbovat, ¢imz zamezuji jeho negativnim uc¢inklim. Flavonoidy jsou €asto pfitomny
Vv epidermalni vrstvé bunek u listl a tkani, které jsou citlivé na UV zafeni, stejné jako pyl
nebo epikalni meristém. Prvnim pfimym dikazem o ochrannych uc¢incich flavonoidi byl
experiment s kiizenci rodu Arabidopsis, diky kterému bylo potvrzeno, Ze poSkozeni v syntéze
chalkontl nebo jejich isomeraz zpsobuje vznik fenotypu, jez jsou velmi citlivé na UV zafeni.
Experiment provadény na petunii a Arabidopsis, ptinesl dikaz o tom, ze UV zafeni vyvolava
syntézu flavonolt s vys$§im stupném hydroxylace. I ptesto, ze stupen hydroxylace nijak
na UV zafeni nepusobi, tak ovliviiuje antioxidac¢ni kapacitu flavonold. Proto se mnoho védcta

domniva, ze flavonoly maji vyznamnou roli pti odpovédi na stres vyvolany UV zafenim
(Winkel-Shirley, 2002).

2.1 Chemicka stavba flavonoidu

Flavonoidy, téZ oznaCovany jako flavonoidni latky, patii do velice rozsahlé skupiny
rostlinnych fenold. Flavonoidy ve své molekule obsahuji dvé benzenova jadra (kruhy A a C),
které jsou spojeny tiiuhlikovym fetézcem. U velké casti flavonoidi je tento tfiuhlikovy
fetézec soucasti heterocyklického kruhu, ktery je odvozeny od 2H-pyranu. Struktura

flavonoidul je odvozena od kyslikaté heterocyklické slou¢eniny 2H-chromenu (viz obrazek 1),



ktery je substituovany v poloze C-2 fenylovou skupinou, a tak vznika slou¢enina s nazvem
flavan (viz obrazek 2). VSechny tfi kruhy byvaji substituovany hydroxyskupinami ¢i
methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se 1i$i stupném substituce nebo oxidace (Velisek J.,

Hajslova J., 2009).

Obrazek 1. 2H-chromen (Velisek J., Hajslova J., 2009).
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Obrazek 2. Flavan (Velisek J., Hajslova J., 2009).

Flavonoidy se jen zfidka vyskytuji volng, Castéji jsou vazané ve formé glykosidu, které
jsou slozeny z cukerné a necukerné slozky, tzv. aglykonu. Aglykonem byva nejcastéji
hydroxysloucenina (Velisek J., Hajslova J., 2009). Cukernou slozku tvofi ve formé
O-glykosida nejcastéji D-glukoza, L-rhamnoza, D-galaktoza, D-xyloza, D-apidza nebo

D-glukuronova kyselina (Bartl et al., 2015).

2.2 Klasifikace flavonoidu

Flavonoidy byly klasifikovany do riznych skupin dle stupné oxidace a substituce

tiiuhlikatého fetézce. Velisek, J. a Cejpek, K. (2009) je déli do téchto skupin:

1) katechiny (flavan-3-oly)

2) leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly)

3) flavanony

4) flavanonoly

5) flavony

6) flavonoly

7) anthokyanidiny



Zakladni struktura flavonoidnich latek je zobrazena na obrdzku 3. Dané slouceniny
jsou sefazeny podle oxidac¢niho stupné, jehoz hodnoty v fad¢ se zvysuji zleva
doprava a v jednotlivych sloupcich si je oxidacni stupeii roven. Stejné pravidlo plati i pro

intenzitu zbarveni.

katechiny

flavanony flavony flavonoly

GH
anthokyanidiny

Obrazek 3. Struktura flavonoidu (Velisek J., Cejpek K., 2008).

Flavonoly

Flavonoly ptedstavuji jednu z hlavnich skupin flavonoidu (Seleem et al., 2016),
predevsim proto, Ze to jsou nejstarsi a nejrozsirengjsi zastupci této skupiny sloucenin.
Syntetizovany jsou u mechi a kapradin, a ovliviiuji Sirokou Skalu fyziologickych aktivit
(Winkel-Shirley, 2002). Flavonoly byly nalezeny v jablkach, bananech, cibuli, ¢aji
a ¢erveném vin€. Do skupiny flavonolil pati kvercetin, myricetin, keampferol a galangin
(Seleem et al., 2016).



Flavony

Zakladni strukturu flavona charakterizuje keto skupina na ¢tvrtém uhliku a dvojna
vazba mezi druhym a tfetim uhlikem. V pfirod¢ se vyskytujici flavony jsou napiiklad
apigenin, luteolin, tangeritin, chrysin, 6-hydroxyflavon, baicalein, scutelarein a wogonin.
Mechanismus tcinku této skupiny latek spoc¢iva v pfimé inhibici efluxni pumpy, ktera je
zodpovédna za vylucovani Skodlivych latek z bunky, coz vede k bunééné smrti nebo také

k programované bunééné smrti, tzv. apoptdze (Seleem et al., 2016).

Flavanoly
Flavanoly, téz zname pod nazvem flavan-3-oly, obsahuji hydroxylovou skupinu
na tretim uhliku. Slouceniny patfici do této skupiny jsou nazyvany katechiny, které jsou

ptitomny ptedevsim v Camellia sinensis (Seleem et al., 2016).

Flavanony

Flavanony jsou v potravinach zastoupeny v relativné malém mnozstvi a jako barviva
nemaji prakticky zadné vyuziti. Nejcastéji se s nimi miizeme setkat v citrusovych plodech.
Mezi vyznamné aglykony, vyskytujici se u pomerancu, patii hesperetin a u grapefruitti

naringenin (Valisek J., Hajslova J., 2009).

2.3 Flavonoidy a jejich pozitivni u¢inky

Flavonoidy hraji dalezitou roli jak pro rostliny, tak 1 pro clovéka. Diky jejich
pozitivnim G¢inkiim na lidské zdravi se stavaji velmi atraktivnimi slou¢eninami v lidské
vyzivé, a proto budi ¢im dal tim vétsi zajem jak pro védce, tak i pro potravinaisky primysl
pojmenovali ,,francouzsky paradox*. Tento jev byl jako prvni pozorovan u Francouzd,
pozdéji byl také objeven u dalSich sttedozemnich populaci. Tento jev byl zkouman podrobné;i
a epidemiologické studie objevily, Ze strava bohata na flavonoidy koreluje s dlouhovékosti
a snizuje vyskyt kardiovaskularniho onemocnéni, bez ohledu na to, zZe francouzska i jiné
sttedozemni populace ptijimaji vysoky obsah tukl (Prochazkova et al., 2011). Miizeme tedy
fici, Ze vysoky obsah flavonoidl v Cerveném ving, ale také konzumace olivového oleje,
cerstvého ovoce a celkova stfedozemni strava dokaze redukovat negativni u¢inky nasycenych

tukd, které tyto ptimotské populace tak ¢asto konzumuji. Dikazem je fakt, ze u Francouzli



cey

zijicich v jizni ¢asti Francie je velmi nizky vyskyt srdecnich chorob, a to i pfes jejich stravu

bohatou na nasycené tuky, nizkou pohybovou aktivitu a koufeni (Petroni et al., 2014).
Flavonoidy jsou skv€lymi antioxidanty se zna¢nou antioxida¢ni kapacitou (Haytowitz

et al., 2013). Prochazkova et al. (2011) ve své studii zmifuje jeden z mnoha navrha definic

pro pojem antioxidant, ktery zn¢l takto: ,,za antioxidant je povazovana jakéakoliv latka, ktera

oddaluje, pfedchazi nebo odstraniuje oxidaéni poskozeni v cilové bunice®. Fyziologicka role

téchto sloucenin, tak jak definice navrhuje, je zejména zabranéni poskozeni bunécnych

organel, ke kterym muze dojit pfi chemickych reakcich zahrnujicich volné radikaly.

Z chemického hlediska volny radikal predstavuje jakoukoliv molekulu, atom ¢i iont

s neparovymi elektrony ve valencni sféfe, schopny alespon kratkodobé samostatné existence

(Platenik, 2009). Uvadi se, Ze antioxida¢ni kapacita flavonoidt je mnohonasobné vyssi, nez je

tomu naptiklad u vitamint C a E. Flavonoidy dokazi pfedchazet poskozenim, ktera jsou

zpusobena puisobenim volnych radikald, a to nasledujicimi mechanismy:

1 Piimym pohlcovéanim reaktivnich forem kysliku”

2 Aktivaci antioxida¢nich enzymt

3 Chelatacni aktivitou s kovem

4 Redukci a-tokoferolovych radikalt

5. Redukci oxidaz

6 Zmirnénim oxida¢niho stresu zptisobenym oxidem dusnatym

7 ZvySovanim hladiny kyseliny mocové

8 ZvySovanim antioxidacnich vlastnosti u nizkomolekularnich antioxidantt

(Prochazkova et al., 2011).

* Reaktivni formy kysliku (ROS; reactive oxygen species), nékdy téZ oznacovany jako

zakladni volné radikaly kysliku, jsou v podstaté meziprodukty redukce kysliku na vodu.

Dostane-li kyslik v téle jen jeden elektron namisto ¢tyf, vznikne kyslikovy radikal, konkrétné

superoxid O (Platenik, 2009).



3 Antokyany

3.1 Obecna charakteristika

Antokyany nebo také anthokyaniny jsou velice pocetné rozsahlou skupinou ve vodé
rozpustnych rostlinnych barviv. Doposud bylo v ptirod¢ identifikovéano asi 300 riiznych
antokyant (Velisek J., Hajslova J., 2009). Nazev antokyany je odvozen od feckého slova
,»anthos® = kvétina a ,,cyan“ = modra. V pribéhu poslednich desetileti vzrostl zajem o tyto
slouceniny spadajici do skupiny flavonoidl, zejména kvili jejich pozitivnim G¢inktim
na lidské zdravi (Smeriglio et al., 2016).

Antokyany jsou zodpovédné za modré a Cervené zbarveni témért U vSech bobulovitych
plodd, jako jsou napiiklad borivky, brusinky, hrozny, maliny, cerny rybiz, ale také tiesné,
pomerance, lilky a brambory (Valls et al., 2009). Antokyany ptitomné v ovoci ¢i zeleniné
mohou byt odvozené bud’ od jediného anthokyanidinu, jako je tomu napiiklad u jablek, nebo
od nékolika raznych anthokyanidint jako u ¢erného rybizu, kde se vyskytuje jak derivat
kyanidinu, tak i delfinidinu (Velisek J., Hajslova J., 2009).

Vyznamnou vlastnosti antokyant je antioxidacni aktivita, kterd vykazuje preventivni
uc¢inky u nervovych a kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a cukrovky (Huskinson et al.,
2014). Tyto vlastnosti, které jsou velmi cenné, vyzdvihuji dulezitost ptitomnosti antokyand
a zvysuji snahu o to, aby byly obsazené v zékladnich obilovinach, které tvoii zna¢nou Cast
jidelnicku dnesni populace (Bustos et al., 2012).

Denni piijem antokyant v lidské stravé je pomérné variabilni a zavisi na stravovacich
navycich dané populace. Odhadovany denni pfijem antokyant u dospélych Americanti je
kolem 12,5 mg/den. U Evropanti se pohyboval od 19,8 mg/den az do 64,9 mg/den. Nejvyssi
denni ptijem antokyanti byl zaznamenan u Itald, coz je pficitano jejich sttedomotské straveé

a konzumace kvalitnich ¢ervenych vin (Smeriglio et al., 2016).

3.2 Chemicka stavba a vyskyt antokyanii

Chemicka stavba je odpovédna za stabilitu, intenzitu zbarveni a potencidlni

biologickou aktivitu (Mora-Rochin et al., 2016). Obrazek 4 zobrazuje chemickou stavbu



antokyant sestavajici z dvou aromatickych jader (A a B), které jsou spojeny heterocyklickym

cyklem (C).

Obrazek 4. Chemicka stavba antokyanidinti (Huskinson et al., 2014).

Antokyany patii do skupiny glykosidi, které jsou slozeny z cukerné a necukerné casti.
Necukerna slozka, tzv. aglykon, piedstavuje anthokyanidiny. Stavba anthokyanidinti je
zalozena na flaviliovém nebo 2-fenylbenzopyrylovém iontu (Huskinson et al., 2014) a na
ptitomnosti hydroxylové a methoxylové skupiny (Guo et Ling, 2015). Anthokyanidiny jsou
povazovany za zakladni strukturu antokyant (Huskinson et al., 2014). Uvadi se, Ze v piirodé
existuje celkem 17 rGznych anthokyanidint. Pro tyto slouceniny je typicka substituce
hydroxylové skupiny v poloze C-4’. Methoxyskupiny se pak mohou vyskytovat v polohach
C-5, C-7, C-3" a C-5". Vétsi vyznam v potravinach se pfisuzuje pouze Sesti zastupciim
anthokyanidini s hydroxyskupinou v poloze C-3. Jedna se o:

= kyanidin (ndzev je odvozeny od latinského nazvu chrpy, Cyanus spp.)

= pelargonidin (pelargonie, Pelargonium spp.)

= peonidin (pivonky, Paeonia spp.)

» deflinidin (stracky, Delphinium spp.)

= petunidin (petunie, Petunia spp.)

» malvidin (sléz, Malva spp.), dfive zvany oenidin.

Do skupiny anthokyanidint patii dalsi, avsak méné vyznamni zastupci, jimiz jsou:
apigeninidin, tricitinidin, aurantinidin, osinisin, pulchellidin, europinidin, hirsutidin
a kapesinidin.

Antokyany se dale déli dle slozitosti jejich struktury. Za jednoduché antokyany jsou
oznacovany ty, které podléhaji esterifikaci jednim nebo nékolika sacharidy. V piipadg,
ze antokyany kromé sacharidii obsahuji také acylovanou skupinu, jsou oznacovany jako

acylované antokyany (Cortés et al., 2006). Slozité antokyany se vyskytuji ve form¢ glykosidu,



jejichz cukerna slozka je tvofena D-glukésou, L-ramnésou, D-xylozou, L-arabindsou nebo
L-rutinozou (Bartl et al., 2015). Vazebné misto pro sacharidy je vzdy poloha C-3, v piipadé,
ze je glykosylovana jesté dalsi hydroskupina, jedné se nejcastéji o hydroxyl na C-5. Volna
hydroxyskupina na C-3 zptisobuje naruSeni stability antokyanidinového chromoforu, tedy
atomové skupiny odpovédné za zbarveni slouceniny. Za rychly rozklad anthokyanidinu
a nevratné ztraty barvy je odpovédna hydrolyza cukru vazaného jako O-glykosid na C-3.
Existuje n¢kolik skupin antokyanti, které se lisi v poctu vazanych molekul cukru:

1) Monosidy s glukozou, galaktdézou, rhamnosou nebo arabinézou v poloze C-3

2) Biosidy s disacharidy

3) Triosidy s linearnimi nebo rozvétvenymi trisacharidy vazanymi v poloze C-3

4) 3,5-diglykosidy

5) 3,7-diglykosidy

6) 3-biosidy-5-monosidy (Velisek J. Hajslova J., 2009).

3.3 Antokyany jako barviva

Huskinson et al. (2014) se ve své studii zmifiuje o Paulingu (1938), ktery jako prvni
objevil, Ze za zbarveni antokyanovych molekul je zodpovédna struktura flavyliového iontu.
Vysledna barva antokyant je do zna¢né miry ovlivnéna také barvou
aglykont — anthokyanidinti. Anthokyanidiny se ve volné formé v rostlinnych pletivech
vyskytuji jen v nepatrném mnozstvi, a to pouze jako produkty hydrolyzy antokyant nebo
z leukoanthokyanidin®i. Za hlavni pigmenty ve vSech rostlinnych materialech se povazuji
glykosidy a acylované glykosidy anthokyanidini (Velisek J. Hajslova J., 2009).

Vysledné zbarveni antokyantl je zavislé na prostiedi, ve kterém se antokyany
vyskytuji. V kyselém prostiedi, kdy hodnoty pH dosahuji nizkych hodnot, se antokyanové
pigmenty barvi do ¢ervena, pfi sttednich hodnotach pH je jejich zbarveni namodralé a pti
vysokych hodnotach pH antokyany nevykazuji zbarveni zadné (J. Li et al., 2011).

Antokyany diky své nezavadnosti a organoleptickym vlastnostem jsou vyuzivany jako
pfirodni barviva v potravinaiském priimyslu k vytvoteni pestrych a zarovei atraktivnich
produkti (Valls et al., 2009). Své zbarveni proptjcuji riznym druhtim zelé, napojum ¢i
bonbontim (Yang et Zhai, 2010). Nékteré studie ale uvadéji, Ze pouziti antokyant jako
ptirodniho barviva stale neni tak bézné, jako pouziti syntetickych barviv. Je to predevsim
Z toho diivodu, Ze pfi zpracovani potravin je zbarveni antokyant velmi citlivé na zménu pH,

tlaku a teploty, a v tom spociva jejich omezené pouziti (Valls et al., 2009).



4 Antokyany v obilovinach

4.1 PSenice

Ve svété se pSenice fadi mezi zakladni zdroj potravy a je povazovana za jeden
z dualezitych zdrojt Skrobu a bilkovin. Pysni se také svym potencidlem snizovat riziko
oxidativniho stresu, ktery je spojovan s chronickymi chorobami, ale také s chorobami
souvisejicimi se starnutim, jako jsou napiiklad kardiovaskularni onemocnéni, cukrovka
typu Il, ale také obezita a riizné typy rakoviny. Tyto zdravi prospesné tcinky se pficitaji
obsahu fytochemickych latek, které v poslednich letech vzbudily zna¢ny zédjem vyzkumnych
pracovniku a také vyrobcu potravin (Yu et Beta, 2015).

Psenice se mize vyskytovat v riiznych barevnych provedeni, za které jsou
zodpovédné piirodni pigmenty, zejména antokyany a karotenoidy. Tyto pigmenty se téz
podileji na antioxidac¢ni aktivité u zbarvenych druht pSenice. VéEtSina autord tvrdi, Ze za
cervené a zluté zbarveni zrn pSenice jsou zodpovédné karotenoidy, zejména xantofyly
a flavony, naopak modré a fialové zbarveni pSenici proptjcuji antokyany. V modré a fialové
pSenici byl objeven tentyZ antokyan kyanidin-3-glukosid. Stejni autofi rovnéz objevili, Ze
kyanidin-3-glukosid ma dominantni zastoupeni ve fialové pSenici. Pozdg&ji bylo ve fialové
pSenici identifikovano tfinact antokyand jako 3-O-glycosidy, mezi nimiz mél stale nejvyssi
zastoupeni kyanidin-3-glukosid, dale kyanidin-3-galaktosid, malvidin-3-glukosid
a v nepatrném mnozstvi byl zastoupen i pelargonidin-3-glukosid a dalsi antokyany
glykosylované arabin6zou. Podobné vysledky byly také zaznamenany u fialové pSenice rodu
Chaloral, zatimco u ¢ervené psenice Red Fife nebyl identifikovan Zadny obsah antokyant
(Bartl et al., 2015). Dalsi studie se zabyvaly bezbarvou odriidou Oelands hvede, u které byla
naméfena 4x nizsi koncentrace antokyani nez u odridy Indigo a 8x nizsi nez u Konini (Yu et
Beta, 2015).

Pigmenty antokyanti se mohou vyskytovat v riznych ¢astech rostlin. Antokyany
U pSenice jsou pritomny piredevsim v oplodi nebo v aleuronové vrstveé. Ludwig Wittmack jako
prvni v roce 1879 piedstavil vetejnosti fialova zrna pSenice, kterd shromézdil botanik Johann
Maria Hildebrandt béhem své cesty do vychodni Afriky v letech 1872—-1873. Modra odrida
pSenice byla vyvinuta v prvni poloving 20. stoleti. Za zdroj modré aleuronové vrstvy je
povazovana psenice jednozrnka Triticum boeoticum Boiss. nebo Triticum monococcum L.
Ditivodem kiizeni téchto obilovin byla zejména rezistence vii¢i chorobam, teplotni adaptabilita

a zlepseni vlastnosti a vynosu psenice (Syed Jaafar et al., 2013).
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4.2 Ryze

Ryze je dalsi plodinou, u které je mozné pozorovat Sirokou $kalu zbarveni. Jedna se
piedevsim o bilou, ¢ervenou a dokonce i Cernou barvu. V ptipad¢ odstranéni ryzovych otrub
dochdzi k odbarveni zrna, jako ptiklad se uvadi mleta a leSténa ryze. V nésledujici studii byl
porovnavan obsah antokyanti u ¢erné, bilé a cervené ryze. Méfenim bylo zjisténo, ze
antokyany byly identifikovany pouze u ¢erné ryze. Jak lze vycist z tabulky 1, tak 97 %
antokyani bylo identifikovano v otrubach cerného zrna, zatimco v embryu obsah antokyant
dosahl jen 3 %. V ¢erné ryzi byl nejvice zastoupen kyanidin-3-glukosid,
peonidin-3-O-glukosid a kyanidin-3-rutinosid. Kyanidin-3-glukosid byl identifikovan
Vv ryzovych otrubach (0,279 mg/g) a v celém zrné ryze (0,057 mg/g). Nejvyssi podil
antokyant v zrné ¢erné ryze mély kyanidin-3-glukosid (98 %) a peonidin-3-glukosid (93 %).
Z tohoto diuvodu byly oznaceny za hlavni antokyany vyskytujici se v ¢erné ryzi (Shao et al.,
2014).

Tabulka 1. Celkovy obsah antokyant a antokyanova kompozice v riznych ¢astech zrna
u ¢erné ryze (Shao et al., 2014).

Pn-3-Glu
TAC Cy-3-Glu (mg/g ekvivalent Cy-3-
(mg/g ekvivalent Cy-3-Glu) (mg/g) Glu)
celé zrno 0,870 0,515 0,143
embryo 0,340 0,116 0,085
endosperm nd nd nd
otruby 6,281 3,576 0,702

(a) Staticka vyznamnost na hladin¢ P<0,05
(Cy-3-Glu) Kyanidin-3-glukosid
(Pn-3-Glu) Peonidin-3-glukosid

(TAC) celkovy obsah antokyant

(nd) neidentifikovatelné

RyZe byla klasifikovana dle svého zbarveni do 7 skupin: bila, svétle hnéda, skvrnita
hnéda, hnéda, Cervena, svétle fialova a fialova. Mezi nejhojnéji péstovanou ryzi patii ryze se
svétle hnédym zbarvenim. Velky zajem byl také projeven o ¢ervenou a fialovou ryzi kvili
jejich vysokému obsahu fenolickych latek.

I dalsi studie se zabyvaly obsahem antokyanti u rtizné zbarvenych ryzovych zrn.

Ve fialovém ryzovém zrné byl jako hlavni antokyan nalezen kyanidin-3-glukosid, jak tomu
bylo i u ¢erné ryze. Celkove ve fialové ryzi byla naméfena nejvyssi koncentrace antokyant

nez U ostatnich kultivari ryze ¢i jinych obilovin (Min et al., 2012).
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4.3 Kukufice

Ve svéteé existuji rizné odridy kukufic, které mohou vykazovat bilé, zluté, Cervené,
fialové, hnédé, ale i1 zelené a modré zbarveni. Jednotlivé antokyany byly nalezeny jak u klast,
semen a listd, tak i u kvéta fialové kukufice, vypéstované v pohoii And. V téchto ¢astech
rostlin byl nejvice zastoupen kyanidin-3-glukosid, pelargonidin-3-glukosid
a peonidin-3-glukosid (Yang et Zhai, 2010). Toto tvrzeni potvrzuji i dal$i studie, ve kterych
byl kyanidin ozna¢en za vyznamny aglykon, ptedstavujici 73 — 75,7 % ze vSech antokyant
u modrych a fialovych kukufiénych odrid (Mora-Rochin et al., 2016). Bohaty obsah
antokyanu byl zaznamenan také u ¢ervenych, modrych a fialovych kukutic (Del Pozo-Insfran et

al., 2006).

4.4 Pohanka

Pohanka se zatazuje k ¢eledi Polygonaceae a spada do skupiny pseudocerealii, jejiz
odrtdy jsou odvozené od rodu Fagopyrum. Struktura semen pohanky je do znacné miry
totoznd s ostatnimi obilovinami, shoduji se v obsahu §krobu v endospermu a absenci §krobu
Vv aleuronové vrstve. Zarodek semene pohanky je umistén ve stfedu endospermu. Existuji dva
zemé&délsky vyznamné druhy, jedna se o pohanku obecnou (Fagopyrum esculentum Moench)
a tatarskou (Fagopyrum tataricum). Pohanka tatarska miva vyssi koncentraci bioaktivnich
flavonoidt (Zhu, 2016).

Pohanka tatarska byla podrobena studii, ktera se zaméfuje na jeji antokyanovy obsah.
Ve stoncich, listcich a kli¢cich pohanky tatarské byl pomoci vysoko uc¢inné kapalinové
chromatografie a ionizaénim elektrosprejem (HPCL-ESI) identifikovano
6,28 mg kyanidin-3-O-glukosidu a 0,17 mg kyanidin-3-O-rutinosidu. Nejvyssi obsah
antokyant byl naméten u pohanky tatarské (genotyp Hokkai T10), ktery ¢inil 6,73 mg/g.

Jiné studie se zaméfovaly na obsah antokyani u pohankovych klicki, u kterych byla
identifikovana jako hlavni antokyanova slouc¢enina kyanidin-3-O-rutinosid. V tabulce 2 je
znazornén obsah kyanidin-3-O-rutinosidu v kotyledonu (déloznich listkach) a hypokotylu
(poddéloznim ¢lanku) u pohankovych klicku. Z tabulky 2 1ze vy¢ist, ze koncentrace
kyanidin-3-O-rutinosidu je vyssi u hypokotylu nez u kotyledonu (Watanabe, 2007).
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Tabulka 2. Obsah kyanidin-3-O-rutinosidu v kotyledonu a hypokotylu u tfech riznych vzorkt
klickt (Watanabe, 2007).
kyanidin-3-rutinosid
Vzorek (mg/100 g suché hmotnosti)

Kotyledon

A 14,74
B 7,61
C 1,36

_Hypokotyl

A 447
B 65,8
C 18,13

(kotyledon) dé&lozni listky
(hypokotyl) poddélozni ¢lanek

Zbarveni pohanky je zavislé na abiotickych (svétlo, ultrafialové zafeni, teplota..)
a biotickych faktorech (hladina hormonti v rostling, stres rostlin...). Tyto faktory totiz reguluji
expresi gend, které kontroluji syntézu antokyant. Experiment, ktery byl proveden, dokazal, ze
u pohanky tatarské vystavené 4 °C doslo k zvysené syntéze antokyant, ktera se projevila tim,
ze pohankové délozni listky mély cervenou barvu, za kterou byl zodpovédny
kyanidin-3-O-rutinosid . Zelené zbarveni déloznich listkti bylo pozorovano u pohanky
tatarské, ktera byla uchovavana pii pokojové teploté (25 °C), tudiz zvySena syntéza antokyant

zde nebyla nutna (S. J. Li et al., 2015).
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5  Tepelné zpracovani riiznych druhi obilovin obsahujici

antokyany

5.1 Tepelné zpracovani kukurice

5.1.1 Vareni a dusSeni

Tepelné zpracovani kukuftice je dilezitym krokem, ve kterém dochazi k jejim
fyzikalné-chemickym zménam, ¢imz je pro lidsky zazivaci trakt snadnéji stravitelna (Mora-
Rochin et al., 2016). K typickym tepelnym piipravam kukufice patii vafeni a duseni. Bylo
potvrzeno, Ze vafeni mélo vyznamny dopad na obsah monomernich antokyand. Vaiena
rozpulena jadra dosahla nejvyssiho poklesu koncentrace monomernich antokyant, a to
0 60,7 %; varené¢ klasy o0 31,7 %; rozptlena duSena jadra o 19,2 % a duSené klasy o 3.5 %.
Bylo prokézano, ze vateni i duseni snizilo vyznamné koncentraci kyanidin-3-glukosidu.
Nejvyssi pokles kyanidin-3-glukosidu byl zaznamenan u vafenych rozptlenych jader,
ato 0 66,9 %, nasledovaly vatené klasy 49,2 %, duSend rozpilena jadra 40,8 % a duSené
klasy 31,8 %, viz tabulka 3. Haraktor et al., (2014) se zmifiuje o Xu a Chang (2008), ktefi
ptisli s ndzorem, ze tepelné zpracovani nemusi mit vzdy za nasledek destrukci bioaktivnich
latek, ale v nékterych ptipadech tepelné zpracovani mtize vyvolat syntézu novych sloué¢enin

a zlepsit antioxida¢ni vlastnosti.

Tabulka 3. Obsah antokyanti u voskové kukufice pii rizné tepelné upravé (Harakotr et al.,

2014).
5 Klas Rozpiilena
Casti kukufice SuSena jadra kukufice jadra
tepelné
zpracovani vaieni duSeni vaieni duSeni
Antokyany (ug/g)
MAC 754,0 514,7 7279 298,1 609,5
Cy-3-Glu 121,6 61,8 82,9 40,3 72,0
Pg-3-Glu 46,7 35,7 40,7 15,2 37,6
Pn-3-Glu 39,0 23,4 28,9 11,2 24,3

(MAC) obsah monomernich antokyani
(Cy-3-Glu) Kyanidin-3-glukosid
(Pn-3-Glu) Peonidin-3-glukosid
(Pg-3-Glu) Pelargonin-3-glukosid
Staticka vyznamnost na hladin¢ P<0,05
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Oproti tomu pelargonidin-3-glukosid vykazoval jen nepatrné zminky degradace,
dokonce v nékterych piipadech jeho koncentrace v kukuficném klasu béhem vaieni i duseni
vzrostla. Tento nariist byl pfisuzovan absorpci této slouceniny z vodného vyluhu, ve kterém
byla kukufice varena. ZvySeni koncentrace bioaktivnich sloucenin po tepelném oSetieni mtize
byt vysvétlovano rozpadem molekularni struktury obsahujici funkéni skupiny, které jsou
zodpovédné za lepsi uvoliovani bioaktivnich latek.

Duseni vykazovalo niz§i stupen degradace pelargonidin-3-glukosidu
a peonidin-3-glukosidu nez u vateni. Po vafeni byl obsah antokyant u klast 1épe zachovan
nez u rozpulenych jader. Protoze, kdyz byly jadra z klasii odstranény, doslo k protrhnuti
oplodi, které fungovalo jako bariéra, jez zabraniovala uvolnéni antokyant vodného média.

Z tohoto lze usoudit, ze loupani, fezani, sekani, krajeni, drceni, lisovani a prosévani nepfimo

ovliviiuje obsah polyfenolickych a dostupnost antioxida¢nich latek (Harakotr et al., 2014).

5.1.2 Nixtamalizace

Nixtamalizace nebo téz vareni s vapnem predstavuje alkalické vareni kukuti¢énych
jader v roztoku hydroxidu vapenatého. Tento proces neni zodpovédny jen za
fyzikalné-chemické, nutri¢ni a senzorické vlastnosti kukuficnych vyrobki, ale také za
odstranéni oplodi, zlepSeni biologické dostupnosti niacinu a zintenzivnéni viing a barvy
sloucenin, které dodavaji organoleptické vlastnosti témto produktiim a zaélenéni vapniku do
jadra (Del Pozo-Insfran et al., 2006), coz ma pozitivni pfinos pro zachovani vapniku
u nixtamalizovanych produktt (Cortés-Gomez et al., 2005). Nixtamalizace je vyuZzivana
K ptipravé kukufiénych produktti, jako jsou tortily nebo ¢ipsy. Alkalické pH a vysoka teplota
behem nixtamalizace jsou dva hlavni faktory negativné ovlivitujici mnozstvi antokyant
v kukufi¢nych jadrech. Alkalické pH ma totiZ za nésledek, Ze tyto slouc¢eniny jsou méné
stabilni a vice nachylné k degradaci. Dale zasadité prostedi spolu s tepelnym zpracovanim
zpiisobuje ztratu oplodi a uvolnéni antokyani do vapenaté tekutiny, tzv. nejayote, coZ vede az
k 83% ztratam antokyant (Mora-Rochin et al., 2016). Bylo potvrzeno, Ze barva
nixtamalizované kukuii¢né mouky a pokles jejiho celkového obsahu antokyani (TAC) jsou
ovlivnény tim, v jaké ¢asti kukufice jsou antokyany ptitomny. Nejvyssi ztraty byly
zaznamenany u vzorkl kukufice, u kterych byly antokyany identifikovany v oplodi kukufice
(Cortés et al., 20006).

Zbarvena jadra kukufice obsahuji mékci endosperm, tudiz neni nutna piili§ dlouha
doba méaceni ani vateni. Bild jadra maji podstatné tvrd$i endosperm, a proto se u nich doba

maceni a vateni prodluzuje, dochdzi pak ke snadnéjsimu priniku horkého vapenatého roztoku
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a zelatinaci Skrobu. Také pfi nixtamalizaci bilych kukufi¢nych genotypti je vyZadovana delsi
doba a vyssi teplota, coz ma za nasledek vyssi ztraty polyfenolickych latek (Del Pozo-Insfran
et al., 2006).

Cortés et al. (2006) studovali obsah antokyant u riznych druht kukufiénych mouk
s pridavkem hydroxidu vapenatého o odlisné koncentraci. Z tabulky 4 je patrné, ze nejvyssi
obsah antokyanti byl naméfen u netepelné opracované kukuti¢né mouky (F) a u mouky
s nulovou koncentraci Ca(OH)2 (E). Ze vsech tepelné opracovanych vzorki vykazoval vzorek
E nejnizsi pokles TAC (42,1 %). Z tabulky 4 1ze vy¢ist, Ze s rostouci koncentraci Ca(OH)2
se zvySoval podil ztrat TAC. Je zajimavé, ze vzorky A a B se nijak v obsahu ani ztratach
antokyant nelisily. Ca(OH)2 je zodpovédny za alkalické prostiedi, které ptispiva hydrataci

flavyliového kationtu, coz je disledkem blednuti karbinolu nebo pseudobazi.

Tabulka 4. Celkovy obsah antokyant v netepelné zpracované a nixtamalizované mouce

s odlisnou koncentraci hydroxidu vapenatého (Cortés et al., 2006).

Proces zpracovani Ca((o;): ): Cas Teplota (mzﬁCSOg Vf:;ﬁ;akTg}f (:;))

Vzorek mouky)

A nixtamalizace po frakcionaci 15 45 90 3,913 85,6

B nixtamalizace po frakcionaci 1 45 90 3,970 85,4

C nixtamalizace po frakcionaci 0,5 45 90 5,332 80,3

D tradi¢ni nixtamalizace 1 40 90 4,936 81,8

E nixtamalizace po frakcionaci 0 45 90 15,758 42,1

F bez tepelného zpracovani 0 0 0 27,177 0

Staticka vyznamnost na hladin¢ P=0,05
(Ca(OH),) hydroxid vépenaty

(TAC) celkovy obsah antokyant

(SK) syrova kukutice
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6 Antokyany v pekarenskych vyrobcich

6.1 PSeni¢né vyrobky
6.1.1 Chléb

PSeni¢na zrna vyzaduji uréitou Gpravu a zpracovani pred jejich konzumaci. Chléb se
fadi mezi nejbeznéjsi produkty zpracované z riznych druhti obilovin a patii mezi hlavni
potravinaiské vyrobky uréené k lidské stravé. Z tohoto divodu je chléb skvélym adeptem pro
ptidatné latky s pozitivnimi u¢inky na lidské zdravi. Objevuje se stale vice dukazi
potvrzujicich, Ze pSenice ma velky zdravotni potencial, bylo ale také prokazano, ze
primyslové zpracovani pSenice muze ohrozit jeji funk¢ni vlastnosti, coZ ma za nasledek ztratu
antioxidac¢ni aktivity (Yu et Beta, 2015).

PSenice Triticum aestivum L. se vyskytuje v riznych barevnych variantach, jako je
bila, Cervend, fialova a modra. Peceny chléb z bil¢ a Cervené pSenice je celkem rozsifeny,
avsak mouka z fialové ¢i modré pSenice je k peceni chleba pouZita jen velmi vzacné. Bart et
al. (2015) se ve svych studiich vénoval slozeni a obsahu antokyanti u Triticum aethiopicum,
a to konkrétné u modré a fialové odrudy a vyrobka z nich zhotovenych. U fialové pSenice
bylo identifikovano 26 antokyant a u zrn modré psenice jen 19. Jako identifika¢ni metoda
byla pouzita kapalinovéa chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Celd skupina antokyanti
byla odvozena od Sesti hlavnich aglykonii:

= Pelargonidin

= Kyanidin
= Peonidin
= Delfinidin
= Petunidin
=  Malvidin

Z tabulky 5 lze vy¢ist, Ze kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid
a peonidin 3-rutinosid byly pfitomny u obou vzorkt pSenice. U vzorku modré psenice byly
identifikovany pouze delfinidin-3-glukosid a delfinidin-3-rutinosid, zatimco u vzorku fialové

pSenice byl nalezen pelargonidin-3-glukosid, pelargonidin-3-rutinosid a peonidin-3-glukosid.
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Tabulka 5. Zastoupeni antokyanti u fialové a modré pSenice

Modra pSenice Fialova pSenice Modri i fialova pSenice

delfidin-3-glukosid pelargonidin-3-glukosid  kyanidin-3-glukosid

delfidin-3-rutinosid pelargonidin-3-rutinosid  kyanidin-3-rutinosid
peonidin-3-glukosid peonidin-3-rutinosid

Bylo objeveno, Ze modra psenice nejvice obsahuje kyanidinové, delfinidinové,
peonidinové, malvidinové a petunidinové glykosidy se dvéma nebo tfemi cukernymi zbytky.
Za pouziti kyselé hydrolyzy byla identifikovana jako hlavni cukerné slozka antokyant
ramndza, rutindza a glukéza. Galaktoza a arabindza nebyla detekovana ani v jednom ze
vzorkt. Celkovy obsah antokyani ¢inil 9,26 mg/kg u modré pSenice a 13,26 mg/kg u fialové
pSenice. Bylo potvrzeno, Ze obsah antokyant u riznych druhti pSenice se vyrazné lisi a muze
se pohybovat v rozmezi 35 az 507 mg/kg. O jejich obsahu rozhoduje zna¢né mnozstvi
faktori, jako jsou povétrnostni a teplotni podminky, ale také zalévani a skliziiova vlhkost.

Z tabulky 6 lze vyc¢ist, Zze u chlebu z modré psenice, ktery byl pe¢eny pii 240 °C, obsah
antokyant ¢inil 8,33 mg/kg, coz predstavuje 7,1% pokles antokyanti v porovnani s celozrnnou
modrou pSeni¢nou moukou. Chléb z celozrnné fialové pSeni¢né mouky zaznamenal snizeni
koncentrace antokyani o0 61 % ve srovnani s celozrnnou fialovou pSenicnou moukou. Vzorky
chleba pecené 31 minut pti 180 °C vykazovaly vyss§i znamky degradace antokyanti, nez
vzorky chleba pecenych 21 minut pii 240 °C. Z tohoto vysledku lze usoudit, ze delsi doba

peceni ma za nasledek vyssi stupen degradace (Bartl et al., 2015).

Tabulka 6. Celkovy obsah antokyanti v modrém a fialovém celozrnném chlebu (Bartl et al.,

2015).
celozrnna chléb z MP chléb z MP celozrnna chiéb zFP  chléb z FP
mouka z MP (240°C, (180 °C, mouka z FP (240°C, (180°C,
21 min) 31 min) 21min) 31 min)
;rmAg(/:kg) 9,26 8,33 5,31 13,23 520 3.63
(MP) modra pSenice

(FP) fialova pSenice
(a) Staticka vyznamnost na hladin¢ P<0,05

Bylo prokazano, Ze antokyanovy obsah se 1i§i v riaznych ¢astech pekarenskych

vyrobku. Naptiklad u chleba pripraveného z pSenice Konini a indigo byl nejnizsi obsah
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antokyantl naméten v chlebové kuirce, coz se pfipisuje zvysené tepelné intenzit€, zatimco
stiidka chleba, ktera nebyla tak tepelné zatéZzovana, vykazovala vyssi obsah antokyant.
stiidce chleba. Z tabulky 7 je patrné, Ze odrada Indigo vykazovala zvySeny obsah antokyant
pfi celém procesu peceni, kdy se hodnota antokyant pohybovala od 4,39 do 10,84 mg
kyanidin-3-glukosidu na 100 g chleba. Hodnoty pro Konini se pohybovaly v rozmezi

od 2,33 do 5,61 mg kyanidin-3-glukosidu na 100 g chleba (Yu et Beta, 2015).

Tabulka 7. Celkovy obsah antokyant V bezbarvé a fialové pSenici v riznych fazich procesu
vyroby chleba (Yu et Beta, 2015).

Odrady

pSenice
Casti pFipravy .
bochniku Oelands hvede Indigo Konini
mouka * 1,45 10,84 5,61
miseni * 1,06 8,50 4,38
30 min kynuti * 1,35 8,95 5,05
60 min kynuti 1,39 9,47 5,20
bochnik * 1,02 4,85 2,60
bochnikova kirrka 0,86 4,39 2,33
stfidka bochniku * 0,55 5,47 2,77

“vysledky byly vyjadieny v mg/100 g prostiednictvim ekvivalentu kynadin-3glukosid
staticka vyznamnost na hladiné P<0,05

6.1.2 SuSenky

K piiprave susenek byla pouzita celozrnna mouka z tvrdé fialové psenice (Triticum
turgidum ssp. Durum). Celkovy obsah antokyanti této celozrnné mouky se shodoval s vyroky
ostatnich autorti. Vyrazny pokles v TAC byl zaznamenan u suSenek ptipravenych z fialové
celozrnné mouky a bézné bilé mouky. Na snizeni TAC mély vliv i ostatni ingredience pfi
ptiprave tésta, zejména kvili fedicimu efektu. Extra panensky olivovy olej mél za nasledek
10% pokles TAC a sachardza zpusobila cca 20% pokles TAC. Dale se pokles TAC piisuzoval
ucinkiim svétla, vzduchu a tepelnému zpracovani. U suSenek z fialové celozrnné mouky byl
zaznamenan vyrazny pokles TAC, a to 0 16,97 % v porovnani s celozrnnou fialovou moukou.
I ptes toto snizeni TAC, bylo zjisténo, ze obsah jednotlivych antokyanti v susenkach byl
velmi podobny antokyanovému zastoupeni v celozrnné mouce, viz tabulka 8 (Pasqualone et
al., 2015).
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Tabulka 8. Celkovy obsah antokyanti a antokyanovy profil v celozrnné mouce a susenkach

(Pasqualone et al., 2015).

Celozrnna mouka SuSenky
Konven¢ni Konven¢ni z bilé
Bioaktivni latky Fialova (mg/kg) bila Fialova (mg/kg)  mouky
Celkovy obsah antokyanu 30,84 nd 13,86 nd
Kyanidin-3-glukosid 7,70 nd 6,81 nd
Peonidin-3-glukosid 0,84 nd 0,58 nd
Malvidin-3-glukosid 0,22 nd 0,21 nd

(a) Staticka vyznamnost na hladin¢ P<0,0

6.2 Kukufi¢né vyrobky
6.2.1 Tortily a ¢ipsy

Kukufi¢né tortily predstavuji dilezity zdroj bilkovin, vépniku a vldkniny nejen pro
Mexicany a Jihoameri¢any. Déle jsou velmi popularni i dal$i kukufi¢né potraviny jako jsou
¢ipsy nebo lupinky (Chavez-Santoscoy et al., 2016).

Del Pozo-Insfran et al., (2007) se ve své studii zabyva obsahem antokyanti
u kukuti¢nych tortil a Cipsii pfipravenych jiz vySe zminénou nixtamalizaci. K vyzkumu byla
pouzita bila a modra kukufice z Mexika a Ameriky. K experimentu slouzily 4 vzorky
kukufice: bila mexicka, bila americka, modra mexicka a modra americka. U bilé kukurice
pochazejici z Ameriky a Mexika, nebyl naméten zadny obsah antokyant. Zatimco obsah
antokyanti U modré mexické kukufice ¢inil 342 mg/kg a u modré americké kukufice
261 mg/kg. Tento rozdil spociva v rozdilném zivotnim prosttedi a podminkach pro péstovani.
Z vyse uvedenych vzorkl bylo pripraveno tésto, které bylo rozdéleno na polovinu. Jedna
polovina byla okyselena kyselinou fumarovou (0,2 g/100 g) a jeji vysledné pH bylo 5,2.

Do druhé poloviny tésta nebyla ptidana zadna okyselujici sloZka, a tato ¢ast tésta slouzila jako
kontrolni vzorek. Okyseleni ptispélo ke snizeni ztrat antokyant, a to 0 11,7 % u tortil,

a0 22,7 % u lupinkit z modré mexické kukuftice. U tortil a lupinkti z americké modré kukufice
se ztraty antokyant snizily o 10,7 % a 0 11,3 %. Ostatni studie potvzuji, ze nixtamalizace bez
okyselujicich latek zptisobuje vyznamny pokles antokyanového obsahu, a to o vice nez

0 54 % zejména u kukufi¢nych tortil (Mora-Rochin et al., 2016).
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7 Degradace antokyani

Izolované antokyany patii mezi velmi nestabilni slouc¢eniny, a tudiz snadno podléhaji

degradaci. Jejich stabilita je ovlivnéna nékolika faktory, jako je:

= pH

= teplota

= skladovani

= chemicka struktura

= Kkoncentrace

= svétlo

= piitomnost kysliku, rozpoustédel, enzymd, flavonoidd, proteinti a také kovi.

Vazané antokyany v podobé¢ aglykont jsou velmi nestabilni slouceniny, zatimco volné
antokyany, které se nachazeji v rostlinach, vykazuji vyssi odolnost vii¢i faktoriim zplsobujici
degradaci (Manach C, Scalbert A, Morand C, 2004). Snahou védct je dosazeni stability
antokyant, diky které Ize pln¢ vyuzit jejich antioxidacnich ucinkii v pekarenskych produktech
(Huskinson et al., 2014). Degradace je negativni proces, jenZ ma za nasledek ztratu
antokyant je mozné posilit pfiddnim urcitych latek, jako je naptiklad pektin, rutin, organické
kyseliny nebo ionty kovu, které interaguji s molekulami antokyant (Chung et al., 2016).
Jedna se tedy o intermolekularni kopigmentaci, kterd je zodpovédna za zvySeni stability
antokyanud. Nékteré vodnaté ovoce, zelenina a obilné extrakty s vysokym antokyanovym
zastoupenim obsahuji smési riznych sloucenin, které mohou slouzit jako kopigmenty pro
intermolekularni asociaci s antokyany. Ne vSak vSechny slou¢eniny jsou této kopigmentace
schopné. Hydratace ma zna¢nou prevahu nad kopigemntaci, coz mize byt diivodem, pro¢
ucéinky kopigmentace nemaji vliv na stabilitu antokyant béhem tepelnych procesi (Hou et al.,
2013). Dalsi moznosti, jak zabranit degradaci antokyant je esterifikace s riznymi
organickymi (citronovou ¢i jable¢nou) a fenolickymi kyselinami (Manach C, Scalbert A,
Morand C, 2004).

Prvnim znakem degradace je otevieni centralniho kruhu C (viz obrazek 3), coz je
nasledovano hydrolyzou molekuly, ¢imz antokyanové pigmenty ztraci své zbarveni (Harakotr
etal., 2014).

Nedavné studie potvrdily, Ze acylované antokyany jsou stabilngjsi v pribéhu

zpracovani a skladovani nez ostatni pfirodni pigmenty. Tyto antokyany si udrzuji své zbarveni
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1 pfi vysSich hodnotach pH a jsou odolnéjsi vici ostatnim faktortim, jako je teplo a svétlo, nez
jejich neacylované analogy. Bylo potvrzeno, ze acylované antokyany jsou pfitomny ve
velkém mnozstvi v pigmentované kukufici a jsou vhodné nejen pro potraviny s nizkym pH,
ale i pro neutralni a mirné zasadité produkty (Zilié¢ et al., 2016).

Bylo objeveno, ze stabilita antokyani je zavisla na faktoru pH. Antokyany v kyselém
prostiedi jsou zcela stabilni, v neutralnim se jejich stabilita snizuje a v zasaditém prostiedi
jejich stabilita podléha totalni degradaci. I pies toto tvrzeni bylo potvrzeno, ze nékteré
acylované antokyany jsou stabilni i pfi hodnoté pH vyssi nez 7, ackoliv stabilita
kyanidin-3-glukosidu klesa, kdyz je hodnota pH vyssi nez 5 (Cortés et al., 20006).

Bylo zjisténo, ze peceni negativné ovlivituje zastoupeni antokyani v riznych
pekarenskych produktech. Hlavni pfic¢inou poklesu antokyanil je miseni s dal§imi
ingrediencemi, ¢imz se snizuje koncentrace antokyant. Kynuti zpisobuje uvolnéni antokyanti
a dochézi k postupnému zvysovani TAC. Tento efekt 1ze pozorovat ve 30. a 65. minuté
kynuti, kdy dochazi ke zvyseni TAC az o 19 % ve srovnani s okamzikem kratce po smiseni
ingredienci. Samotné peceni ma za nasledek pokles TAC u chleba z fialové pSenice az 0 54 %
u odrudy Konini a o 55 % u odrady Indiga. Tento vysledek se shoduje i s dal$imi studiemi,
které uvedly, Ze antokyany jsou relativné nestabilni a ¢asto podléhaji degradaci pti
zpracovani. Byla zkoumana stabilita antokyanti pfi riznych teplotach a zjistilo se, Ze pti
zvySeni teploty z 65 °C na 95 °C dochazi ke zvySovani jejich degradace (Yu et Beta, 2015).

V jinych studiich se ale miizeme setkat s tvrzenim, Ze teplota peceni neni tak vyznamnym
faktorem pro degradaci antokyanii jako doba peceni viz kapitola 6.1.1. (Bartl et al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze teplota a doba expozice jsou dva kli¢ové faktory ovliviujici
stabilitu antokyand, tak rizné typy peci s riznymi koeficienty prestupu tepla h mohou
ovlivilovat retenci antokyant béhem peceni. Z tohoto diivodu byly sledovany tii typy
primyslovych peci a to:

» boxova (h=62-83klh'm2-C")
= konvektomat (h=170-172kJh" ' m2°C™)
»  sazeci (h=248-252kIh'm2.C™")

v

ucinnost pienosu tepla v disledku Spatné cirkulace vzduchu. Pti tomto pokusu byl sledovan
obsah antokyanli behém peceni suSenek z kukii¢né mouky obohacené o antokyany ve tfech
riznych typech peci s ohledem na kyselost prostredi. V tabulce 9 je znazornén celkovy obsah

antokyanil v zavislosti na pH, teploté, Casu a druhu peci.
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Tabulka 9. Celkovy obsah antokyanti a pH ovlivnény kyselym prostredim a typy peci (J. Li et

al., 2011).
Cas TAC tésta  TAC suSenek

Druh pece Teplota (°C) (min) pH tésta pH suSenek  (mg/kg) (mg/kQg)

sazeci 179 4 6,39 6,49 2369 +4.8 210,6 4.4
sazeci 179 4 6,89 7,18 236,5+9,4 210,0+4,0
sazeci 179 4 5,04 5,05 261,1+£10,7 213,5+6,8
boxova 204 10 6,40 6,57 235,0+£4,1 193,4+ 6,7
boxova 204 10 6,81 7,28 2433+58 183,5+5,7
boxova 204 10 5,05 5,13 270,5+4,9 202,5+4,1
konvektomat 182 4 6,40 6,71 2350+4,1 2222+6,1
konvektomat 182 4 6,81 7,31 2433+5,8 2204+ 1,7
konvektomat 182 4 5,05 5,15 270,5+49 2277+3,4

(TAC) celkovz obsah antokyant

Z tabulky je patrné, Ze nejvyssi obsah antokyanti byl naméten u susenek s ptidavkem kyseliny

citronové, ktera ve vSech piipadech snizila hodnotu pH v priméru na 5,11 (J. Li et al., 2011).

7.1  Vliv degradace na intenzitu zbarveni

Obecné je intenzita antokyanového zbarveni pfi¢itana rezonantni struktuie
flavyliového iontu. Jednim z faktord ovliviiujicim intenzitu zbarveni je skladovani, které
muze mit za nasledek blednuti barev. Tyto negativni dopady poté omezuji trvanlivost
komer¢nich produktti a také budouci aplikaci antokyanii do potravinatskych vyrobka (Chung
et al., 2016).

Studie, zabyvajici se zlepSenim stability antokyanii, objevily, Ze vlastnosti
syrovatkového proteinu a arabské gumy by mohly zlepSovat stabilitu antokyanovych
pigmentu a tim zabranovat jejich blednuti. Naopak kyselina askorbova, ktera je ¢asto zahrnuta
V potravinach predstavujici zdroj vitaminu C, podporuje blednuti antokyanového zbarveni.
Rovnéz ostatni studie potvrdili, Ze stabilita antokyani je redukovana pritomnosti kyseliny
askorbové. V piitomnosti kyseliny askorbové dochazelo k blednuti antokyanovych pigmentd,
coz je mozné vysvétlit dvéma moznymi mechanismy. Bud’ mohlo dochézet ke kondenzaéni
reakci mezi antokyanem a kyselinou askorbovou, nebo k autooxidaci kyseliny askorbové
generujici volné radikaly, které $tépi flavyliové jadro antokyant (Chung et al., 2016).

Riizni autofi pfisli s tvrzenim, Ze zvySena teplota podporuje tvorbu chalkontl, které

zapricinuji ztratu antokyanového zbarveni (Cortés et al., 2000).
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8 Antokyany a jejich vliv na zdravi

Antokyany jsou zodpovédné za vysokou antioxidaéni aktivitu a bylo prokazano, ze
snizuji riziko rakoviny tlustého stfeva, vykazuji prevencni G€inky proti srdecnimu poskozeni,
obezité a cukrovce a pusobi protizanétlivé (Harakotr et al., 2014).

Védci provadéli pokusy na krysach a zjistili, ze u krys krmenych kukufici obohacenou
o antokyany se mnozstvi tkan¢ poskozené vlivem ischemickych stavli snizilo ptiblizn€ o 30 %
V porovnani s krysami krmenymi kukufici bez ptidavku antokyant. Srde¢ni ochrana je
spojena se zvySenou hladinou glutathionu a omega-3 mastnych kyselin v krvi, coz naznacuje,
Ze ptijem antokyanu ve stravé ma pozitivni vliv na kardiovaskularni systém a preménu
kyseliny a-linolenové na omega-3 mastné kyseliny. Dal$i experimenty provadéné na krysach
potvrdily, Ze u krys, jejichz strava byla po dobu 12 tydnti obohacovana extraktem z fialové
kukutice, doslo k vyraznému poklesu télesné hmotnosti a redukci tukt (Petroni et al., 2014).

V poslednich letech nadvaha a obezita u populace dosahla pandemické tirovné, coz
vede k dramatickému zvyseni vyskytu diabetes mellitus (cukrovky Il. typu). Zivotni styl
mellitus. Bylo zjisténo, Ze denni piijem 22,3 mg antokyanti ma pozitivni G¢inky na snizovani
rizika vzniku diabetes mellitus (Guo et Ling, 2015).

Bylo prokazano, ze u ¢inské populace, jejichz strava obsahuje vyssi piijem antokyant,
byla naméfena vyssi koncentrace HDL cholesterolu, coz se odrazi na lep§im lipidovém profilu

(Guo et Ling, 2015).

8.1 Antokyany jako antioxidanty

Volné radikaly (viz kapitola 2.3) patii mezi hlavni pivodce degenerativnich
onemocnéni (Harakotr et al., 2014), jako je starnuti, ateroskler6za, cukrovka, vysoky tlak
a rakovina (Urias-Lugo et al., 2015). Strava bohata na antioxidanty muze vykazovat zdravi
prospésné ucinky. Antioxidanty totiZ ptispivaji ke zmirnéni oxidac¢niho stresu tim, Ze
zabranuji volnym radikalim poskozovat DNA, bilkoviny a tuky (Harakotr et al., 2014). Dalsi
studie se shoduji, Ze antioxida¢ni schopnosti antokyant dokazi pfedchéazet ¢i 1éCit rizné typy
degenerativnich onemocnéni (Urias-Lugo et al., 2015). Antioxidaéni vlastnosti antokyant
jsou pfisuzovany jejich molekulové struktufe, zejména hydroxylovym skupindm navazanych
na kruzich A, B a C (Guo et Ling, 2015). U¢inky tepelného zpracovéani viigi antioxidantéim

Jsou obecné povazovany za destruktivni (Del Pozo-Insfran et al., 2006).
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Riizna méfeni potvrdila, Ze koncentrace antokyanii souvisi s antioxida¢ni kapacitou. Obsah
antokyanu ve fialové pSenici je soustfedén ve vnéjsich vrstvach, ve kterych byla namétena
3-5x vyssi antioxidaéni kapacita U mouk s nizS§im stupném vymleti. Z toho vyplyva, ze ¢im
jemngéji jsou zrna rozemleta, tim antioxida¢ni kapacita klesa (Ficco et al., 2016).

Dewanto et al. (2002) tvrdi, Ze antioxidac¢ni kapacita obilnin je do jisté miry ovlivnéna
tepelnym oSetfenim pfi zpracovani potravin. Dalsi autofi tento fakt potvrzuji, ale uvadéji, ze
dalSim dualezitym faktorem pro zachovani antioxidanci kapacity jsou rozpoustédla, pouzivana
pro extrakci vzorku. Li et al. (2007) se ve svych vyzkumech zabyval tim, jak tepelné
zpracovani ovlivni antioxida¢ni kapacitu fialovych zrn pSenice a antioxidacni kapacitu
muffintl z ni pfipravenych. K tomuto pokusu zvolil tfi rizna rozpoustédla: 100% methanol,
36,5% methanol: 38% HCI v poméru 99:1 a 95% ethanol:HCI v poméru 99:1. ORAC (oxygen
radical absorbance capacity) test slouzi k méfeni relativni sily antioxidantt, které ochranuji
biologické molekuly pied Gtoky volnych radikald. Vysoké hodnoty namétené v ORAC testu
znamenaji i vysokou antioxida¢ni kapacitu v extraktu vzorku. Hodnoty pro ORAC test
U pSenice bez tepelného oSetfeni dosahovaly 25,31 mg/g v methanolu; 52,49 mg/g
v methanolu:HCI a 89,15 mg/g v ethanolu:HCI a u psenice tepelné osetfené bylo naméteno
24,35 mg/g v methanolu, 58,54 mg/g v methanolu:HCI a 84,44 mg/g v ethanolu:HCI. Z téchto
vysledkt lze vycist, Ze nejvyssi hodnoty byly naméteny ve vzorcich, které byly extrahovany
pomoci ethanolu:HCI, a tudiz tyto vzorky vykazuji i nejvyssi antioxida¢ni kapacitu. Zajimavé
je, Ze nedavné studie tvrdi, Ze vzorky extrahované v 50% acetonu nabyvaji vy$sich hodnot
ORAC nez rozpustédla s ethanolem. U fialové pSenice tepelné osetfené a neosetiené bylo
naméteno 1,035 mg/g a 1,155 mg/g v ethanolu:HCI. Tyto hodnoty dokazuji, Ze u pSenice
tepelné upravené nedoslo k pfili§ vyznamné degradaci antokyantd. Naopak tomu bylo
u muffinil pfipravenych z pSeni¢né fialové mouky, u kterych nebyla namétena zadna
koncentrace antokyanti, tudiz jejich antioxida¢ni kapacita byla téz nulova. To se pficita
degradaci téchto latek béhem peceni. Je zfemé, ze tepelné zpracovani (177 °C, 7-12 minut)

vedlo k uplné destrukci antokyan, a tudiz i k jejich antioxida¢ni kapacitg.
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9  Extrakce antokyanu

Antokyany jsou polarni slou¢eniny, a proto jsou rozpustné predevsim v polarnich
rozpoustédlech. Pro extrakci antokyanti jsou pouzivana methanolova, acetonova (Da Costa et
al., 2000), ethanolova (Castaineda-Ovando et al., 2009) a acetonitrilova rozpoustédla
(Kozminski et Maria Oliveira Brett, 2006). Antokyany jsou nejbéznéji extrahovany
z rostlinnych materiali za pomoci metanolu, ktery obsahuje nizkou koncentraci kyseliny
chlorovodikové ¢i mravendi. Pfitomnosti anorganickych (kyselina trifluoroctova, fosforecna,
chloristd) nebo organickych (kyselina mravenci, octova) kyselin (Kozminski et Maria Oliveira
Brett, 2006) u danych rozpoustédel je docileno snizeni pH, coz poskytuje preventivni u¢inky
pii degradaci neacylovanych antokyanovych pigmentt (Da Costa et al., 2000). Nicmén¢
I velmi nizka koncentrace kyseliny (0,12 mol/l) v daném rozpoustédlu mize zpisobovat
¢aste¢nou nebo Uplnou hydrolyzu acylovanych skupin u acylovanych antokyanii. Aceton je
vyuzivany k extrakci antokyanti z riznych rostlinnych zdrojt. V porovnani s okyselenym
methanolem je extrakce acetonem efektivnéjsi, vyhyba se totiz problémum s pektiny a teplota
vzorkl je mnohonasobné nizsi (Da Costa et al., 2000).
| v dalsich studiich, které se zabyvaly extrakci antokyant z ¢erveného hroznového vina, byl
vSak methanol oznacen za nejucinnéjsi rozpoustédlo, dosahl totiz o 20 % vySsiho vytéZzku, nez
tomu bylo u ethanolu, a o 73 % vyss§iho vytézku nez u vody. Nicmén¢, methanol je z divodu
jeho toxicity v potravinarském primyslu ¢asto zaménovan pravé za ethanol (Huskinson et al.,

2014).
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10 Analytické metody antokyanii

Existuje celd fada analytickych metod, které jsou urceny k charakterizaci antokyanti.
Mezi nejbézngjsi se fadi techniky spektrofotometrické a chromatografické (Valls et al., 2009).
Nekteré chromatografické techniky, jako je papirova (PC), tenkovrstva (TLC) a kolonova
(CC), nejsou dostatecné citlivé, aby rozlisily stopové koncentrace riznych fytochemikalii.
Plynova chromatografie (GC) tento pozadavek spliiuje, ale pouziti této metody je ponc¢kud
omezené vzhledem k tékavosti nékterych antioxida¢nich sloucenin. Chromatograficka metoda
fadi i antokyany (Tsao et Deng, 2004).

Metoda HPLC je vétSinou doprovazena dal§imi detekénimi metodami, které slouzi
k efektivnéjsi identifikaci antokyand. Antokyany jsou schopné absorbovat ultrafialové
zateni (UV), a tudiz k identifikaci antokyanti je velmi ¢asto pouzivany detektor ultrafialového
zateni (UV). Nicméné popularni jsou 1 dalsi identifikaéni techniky, jako je hmotnostni
spektrofotometrie (MS), detektor s diodovym polem (DAD) a elektrochemicky detektor (ED).
HPLC s ED je citliv§jsi, selektivnéjsi a ma nizsi detek¢ni limit nez u detekce s diodovym

polem (DAD) (Kozminski et Maria Oliveira Brett, 2006).

10.1.1 Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejpouzivangjSich
analytickych metod pro separaci a charakterizaci fenolickych sloucenin, tudiz i antokyand.
Reverzni faze kapalinové chromatografie (LC) je nejcastéji pouZivand metoda pro separaci
antokyanu. Z divodu, ze kazda laboratof se snazi o rozvoj analytickych metod
prostiednictvim specifického separa¢niho vybaveni, je nemozné popsat jediny standardni
postup. Nicméné& nékteré podminky zlstavaji u separa¢nich metod zachované.

Separace strukturné podobnych antokyant a ostatnich fenolickych sloucenin je
zaloZend na elu¢nim gradientu a na mobilni fazi, ve které byva nejcastéji pouzito methanolové
¢i acetonitrilové rozpoustédlo (Kozminski et Maria Oliveira Brett, 2006). Hodnoty faktoru pH
v elu¢nim systému se bézné€ pohybuji pod hodnotou 2, které je dosazeno pomoci organickych
¢i anorganickych kyselin (viz kapitola 9). Zda-li se hodnoty pohybuji pod 3,2 pH, tak
antokyany mohou existovat ve dvou vzajemné pfemeénitelnych formach, a to jako erveny
flavyliovy kationt, nebo jako riizné modré chinoidni formy. Uvadi se, Ze 96 % antokyant pfi

hodnoté pH 1,5 se vyskytuje ve formé flavyliového kationtu, pti hodnoté pH 2,5 je to jen
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67 % (Da Costa et al., 2000). Elu¢ni potadi antokyant je obvykle zaloZeno na poétu
hydroxylovych skupin a jejich stupni methoxylace. Za obvyklych podminek je elu¢ni pofadi
antokyant nasledovné: delfinidin < kyanidin < petunidin < pelargonidin < peonidin

< malvidin (Da Costa et al., 2000). S cilem zlepsit separaci antokyant byly testovany nové
typy kolon. Valls et al. (2009) ve své studii uvadi, ze McCallum et al. (2007) dosahl
efektivnéjsi separace antokyand smiSenim nékolika rezimi kolon. Jednou z nich byla Prime-
Sep kolona, jejiz ucinek byl zalozen nejen na reverzni fazi HPCL, ale 1 na iontové vyméné. Za
pouziti Prime-Sep kolony bylo identifikovano celkem 37 antokyanovych piki, coz bylo
podstatné vice nez u konvenc¢ni kolony C18 (cca 27 pikti). Pfi separaci antokyanit mohou byt
vyuzivany i polystyrenové kolony, ale v praxi se nejbézné&ji voli kolony typu C18 (Da Costa
et al., 2000). Pro separa¢ni metodu HPLC neni dilezity jen pramér kolony, ale také jeji
konstrukce. Ruizni autofi se zmifiuji o monolitickych kolonach, které jsou tvofeny z jednoho
kusu porézniho materialu. Nahrazenim konvencénich kolon za monolitické 1ze dosdhnout
krats$i doby inkubace, vysSiho priitoku a rychlejsi ekvilibrace, kterd souvisi s vyssi

rozpustnosti vzorku (Valls et al., 2009).

10.1.2LC-MS

LC-MS je kombinace separacni techniky LC s hmotnostni spektrofotometrii (MS) (Da
Costa et al., 2000). Selektivita a citlivost MS umoziuje identifikaci antokyanti na zakladé
hmotnosti jejich molekuldrnich iontl a poctu uvolnénych fragmentt. Uvolnéni téchto
fragmentu je zpiisobeno dostate¢nou ioniza¢ni energii (Escribano-Bailon et al., 2004). Pocet
a druh uvolnénych fragmenti zavisi na tom, zda se antokyany vyskytuji ve formé
monoglykosidi, diglykosidu ¢i boisodd. U antokyanti, u kterych probéhla substituce jednoho
cukru na C3, byl objeven jeden hlavni iont, ktery odpovidal nejen aglykonu, ale také piku pti
urcité efektivni rychlosti (m/z; hmotnost a ndboj) molekularniho iontu. V ptipadé diglykosida
se substituci cukrii na C3 a C5 bude detekovano nékolik iontd, a to ionty odpovidajici
aglykonu a ionty odpovidajici substituovanému antokyanu (Escribano-Bailon et al., 2004).

Hmotnostni spektrofotometrie (MS) se mlZe vyuzivat bud’ offline jako samostatny
nastroj, nebo online pomoci chromatografickych ¢i elektroforetickych technik. Soucasti MS je
iontovy zdroj slouZici k pfevedeni analytu do ionizovaného stavu. U molekul antokyant je
nejcastéji vyuzivana elektrosprejova ionizace (ESI), kterd ma za ukol prevadét jiz nabité ionty
z kapalné polarni faze do plynné faze (Tsao et Deng, 2004).

Da Costa et al., (2000) se ve své studii zminiuje o Baldi et al., (1995), kteti pouzili
metodu LC-MS s APCI (Atmospheric Pressure lonization) k analyze antokyant ve slupce
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cervenych hroznii. Okyseleny ethanolicky extrakt z cervenych hroznii byl separovan
organickou kyselinou, a tak byl ziskan vzorek, ktery kromé antokyanti neobsahoval zadné
dalsi slouceniny. Antokyany byly z extraktu separovany pomoci tfistupiiového linearniho
gradientu prostiednictvim vodniho, methanolového, acetonitrilového rozpoustédla o pratoku
1,5 ml/min. Pritok rozpoustédel byl rozdélen v poméru 1:25, aby odpovidal rychlosti

60 pl/min. Ionizaéni technikou bylo celkem identifikovano 19 derivati kyanidinu, petunidinu,
malvidinu, delfinidinu a peonidinu. Hmotnostni spektrofotometrii byly znazornény piky
molekularnich ionth spolu s fragmenty, které odpovidaly aglykonu. V piipad¢ acylace byly
dalsi fragmenty zaznamenany pii hodnotach m/z, které odpovidaly ztraté acylované skupiny
z molekularniho iontu. V tabulce 10 je piehledné znazornény vybér kolon, které slouzily

k identifikaci antokyanti u riznych experimentd.
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Tabulka 10. LC-MS analyza antokyant za pouziti odlisnych typi kolon (Valls et al., 2009).

Typ kolony Rozpoustédlo Detekce TAC

LiChrospher 100 RP-18 250x10° »: \/oda/km 90:10 HPLC-DAD-ITMS 22

mm; 10 pum
B: metanol/H.O/KM 50:40:10
Novapack C18 250x4,6 mm; 5

- A: H,0/ACN 95:5 HPLC-PDA-QMS 20
B: voda/AcN 50:50
pH 1,3s TFA

C18 250 x 4,6 mm; 5 pm A: H:0/KM/AcN 87:10:3 HPLC-DAD-ITMS 13
B: H.0/KM/AcN 40:10:50

Sﬁlpce" Pak CI8 150x 4.6 MM S A 11,0 /TFA 0,1% LC-PDA-QMS .
B: AcN/H.0 50:50, 0,1% TFA

Novapack C18 150x3,9 mm A: H,0/KM 90:10 HPLC-PDA-QMS 21
B: H,O/methanol/KM 45:45:10

Symesty C18 75x4,6 mm; 5 um  A: H,0, 1% KM HPLC-DAD-ITMS 15
B: AcN

Er?lvapaCk C18150x39mm; 4 A H,0/KM 90:10 HPLC-DAD-QMS ;
B: H.O/methanol/KM 45:45:10

iz’nmmetry C18 250x46MM:S A 1,0/ 196 KM HPLC-DAD-ITMS -
B: AcN

Luna C18 250x4,6 mm; 5 um  A: H,O/KM 90:10 HPLC-DAD-QMS -
B: Ac/ KM 90:10

ﬁf’nmmetry Cl8150x30mm; S A H,0/KM 95:5 HPLC-DAD-QMS -
B: methanol/KM 95:5

(AcN) acetonitril

(KM) kyselina mravenci

(ITMS) ionizaéni past hmotnostni spektrofotometrie
(QMS) ctyfpolovy hmotnostni analyzator

(DAD) detektor diodového pole

(HPLC) vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
(LC) kapalinova chromatografie

(PDA) detektor diodového pole

(H20) voda

10.1.3 UV-Vis detektor

Spektrum absorbance UV-Vis (ultrafialového — viditelného) detektoru u antokyant
poskytuje informace o povaze aglykonu, glykosylace a moznosti acylace. Jednotlivé detektory
jsou schopné monitorovat antokyany o vlnové délce 520 az 546 nm, pii které nelze

identifikovat zadné dalsi fenolické latky (Da Costa et al., 2000).
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10.1.4Metody diodového pole (DAD)

HPCL-DAD je jednou z dilezitych separacnich technik, ktera slouzi k identifikaci
fytochemikalii, tedy i antokyant. Princip DAD je zalozen na detekci a zaznamu
chromatograft fytochemickych latek o rizné vinové délce. Tato vlastnost vyrazné zvysuje

vykonnost systému pii oddélovani nékolika latek v jednom vzorku (Tsao et Deng, 2004).

10.1.5 Protiprouda chromatografie (CCC)

Protiprouda chromatografie je vyuzivana k frakcionaci a izolaci nativnich antokyant
Z raznych zdroji. Pii CCC antokyant jsou vzdy pouzivany smési polarnich rozpoustédel.
Casto je do téchto smési piidavana kyselina trifluoroctova, ktera snizi pH antokyant
a rovnovaha antokyant se posune ve prospéch flavyliového iontu, ¢imz dojde k zlepseni
separace antokyani. Cim vice jsou rozpoustédlové systémy hydrofobni, tim spi§e umoziuji
eluci diglukosidnich a polymernich antokyanil, zatimco monomerni antokyany zustavaji
ve stacionarni fazi. V ptipad€ pouziti mén¢ hydrofobniho rozpoustédla mohou byt monomerni
antokyany vymyvany i v mobilni fazi. Separace antokyani je zavisla na stupni substituce
v kruhu B (viz obr. 3) a na povaze substituentti. Dale byla také zjisténa zavislost kruhu B
na potadi eluce. Antokyany, které jsou substituovany na kruhu B (delfinidin, petunidin
a malvidin), jsou vymyvany piednostné, nez ty antokyany, které substituovany nebyly
(Valls et al., 2009).

10.1.6 Kapilarni elektroforéza CE

Kapilérni elektroforéza je pomé&rmné novy analyticky nastroj s vynikajici hmotnostni
citlivosti, vysokym rozli§enim, nizkou spotfebou vzorku a s minimalnim odpadem
z rozpoustédla. Da Costa et al., (2000) se zmifiuje o Bridle (1996), ktery pouZil kapilarni
zonovou elektroforézu (CZE), diky niz provedl separaci antokyant z jahod a bezinek. Autor
pouzil klasickou kiemenovou kapilaru a jako tlumici prvek zvolil boritan. Hodnota pH
¢inila 8. PouZitelnost této metody je limitovana zejména antokyanovou nestalosti v bazickém
prostiedi. Mimoto dilezité ionty nemohou absorbovat svétlo pii 580 nm. Tento nedostatek

absorbance antokyanovych iontii snizuje citlivost této detekéni metody.
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11 Zavér

Antokyany jsou ptirodni slouceniny, které jsou vyznamné predevsim svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi, které vykazuji preventivni G¢inky u fady onemocnéni (diabetes
mellitus, obezita, kardiovaskularni a karcinogenni onemocnéni). Denni piijem antokyand je
ve svéte znacné rozdilny, nejvice jsou antokyany pfijimany v oblasti Sttedomofii, nejméné pak
v severskych oblastech. Z tohoto diivodu je tu snaha o zvySeni koncentrace antokyant
Vv obilovinach, které jsou bézné dostupné po celém svéte.

Mezi 4 nejcastéji se vyskytujici antokyany u obilovin patii kyanidin-3-glukosid,
peonidin-3-glukosid, pelargonidin-3-glukosid a delfinidin-3-glukosid. Kyanidin-3-glukosid je
oznacen jako dominantni antokyan u fialové pSenice rodu Triticum aestivum L. a u odrudy
Chaloral. Bezarva odrida Oelands hvede dosahovala 4x nizsi koncentrace antokyant nez
odrudy Indigo a 8x niz8i nez u Konini. U fialové pSenice bylo identifikovano az 26
antokyanu. Vysledky potvrdily, Ze TAC u fialové pSenice se mize pohybovat
od 35 az 507 mg/kg. Tento znaény rozdil je pfisuzovan odlisnym podminkam péstovani.
Vyznamny obsah antokyant byl téZ naméten v otrubach ¢erné a fialové ryze. U Cerné ryze byl
kyanidin-3-glukosid a peonidin-3-glukosid ozna¢en za dominantni antokyany. Ve fialové ryzi
ptevladal téz kyanidin-3-glukosid.

Zpusob tepelného zpracovani ma vyrazny vliv na degradaci antokyanti. Vysoka teplota
a alkalické prostiedi pfi nixtamalizaci (vafeni s vapnem) miiZze zpusobit az 83% ztraty
antokyant. Déle bylo zji$téno, Ze ¢im vyssi je koncentrace Ca(OH)2, tim je koncentrace
antokyant u nixtamalizovanych produktl nizsi. Okyseleni pfi nixtamalizaci piispélo ke
snizeni ztrat antokyant, a to o 11,7 % u tortil a 0 22,7 % u lupinkid z modré mexické kukufice.
U tortil a lupinkd z americké modré kukufice se ztraty antokyant snizily o 10,7 % a 0 11,3 %.
Dalsi typicky zplisob tepelného zpracovani pfedstavuje vareni a duSeni. Vatena rozpilena
jadra kukuftice dosahla nejvyssiho poklesu koncentrace monomernich antokyantl,
ato 0 60,7 % a varen¢ klasy kukuftice o 31,7 %. Pokles koncentrace monomernich antokyant
pti duseni byl podstatné niz$i nez u vateni. DuSend rozpilend jadra kukufice zaznamenala
ztraty o0 19,2 % a dusené klasy o 3,5 % monomernich antokyanil. Zajimavé je, Ze pii vafeni
a duseni pelargonidin-3-glukosid nevykazoval zadnou degradaci, ale naopak jeho koncentrace
se zvysila. Neni zfejmé, zda vyssi degradaci antokyant zptisobuje doba ¢i teplota pecent.

V jistych studii se uvadi, Zze doba peceni je dominantnim faktorem degradace antokyand. Toto
tvrzeni potvrzuji vzorky chleba, které byly peceny pii 180°C po dobu 31 minut. U téchto
vzorkl byla pozorovana vyssi degradace antokyanti (5,31 mg/g u MP; 3,63 mg/g FP) nez
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u vzorkd chlebu pecenych pii 240°C 21 minut (8,33 mg/g u MP; 13,23 mg/g u FP), jiné studie
toto tvrzeni nesdili a oznacuji teplotu za hlavni faktor degradace antokyanti.

Stabilita antokyant je ovlivnéna dalSimi faktory, jednim z nich je i hodnota pH. Bylo
potvrzeno, ze v Kyselém prostiedi je stabilita antokyanti nejvyssi, naopak zasadité prostiedi
zpusobuje jejich totalni degradaci. Vyjimku predstavuji acylované antokyany, které jsou
stabilni i pfi hodnotach pH vyssich nez 7. S degradaci antokyan je téz spojeno blednuti
téchto ptirodnich pigmentt. Nedavné studie objevily potencial syrovatkového proteinu
a arabské gumy, jejichz vlastnosti by v budoucnu mohly mit pozitivni dopad na blednuti

antokyanového zbarveni.
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13 Seznam pouzitych zkratek

AcN
APCI
Ca(OH)2
CC

CCC

CE
Cy-3-Glu
CZE
DAD
DNA

ED

ESI

FP

GC

h

HCI
HDL
HPCL
ESI
ITMS
KM

LC

MAC
MP

MS

Nd
ORAC
PC

DAD
Pg-3-Glu
Pn-3-Glu
QMS

acetonitril

atmosféricka tlakova ionizace
hydroxid vapenaty

kolonova chromatografie
protiproudé chromatografie
kapilarni elektroforéza
kyanidin-3-glukosid

kapilarni zonova elektroforéza
detektor diodového pole
deoxyribonukleova kyselina
elektrochemicky detektor
elektrosprejova ionizace
fialova pSenice

plynové chromatografie
prestup tepla

kyselina chlorovodikova
vysokodenzitivni lipoprotein
vysokouéinna kapalinova chromatografie
ionizacni elektrospre;j

ioniza¢ni hmotnostni spektrofotometrie
kyselina mravenci

kapalinova chromatografie
obsah monomernich antokyant
modra pSenice

hmotnostni spektrometrie
neidentifikovatelné

schopnost absorbance kyslikovych radikalt
papirova chromatografie
detektor diodového pole
pelargonidin-3-glukosid
peonidin-3-glukosid

Ctyfpolovy hmotnostni analyzator
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ROS
SK
TAC
TLC
uv
Vis

reaktivni formy kysliku
syrova kukufice

celkovy obsah antokyant
tenkovrstva chromatografie
ultrafialové

viditelné
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