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1. Uvod

Anthokyany jsou pfirodni barviva, ktera jsou rozpustna ve vod¢. Patii do skupiny
flavonoidi. Spolu s chlorofylem tvofi pravdépodobné nejdilezitéjsi skupinu barviv,
které zptisobuji zbarveni rostlin. Hojn¢ se vyskytuji v ovoci (¢erveny rybiz, maliny, ostruziny,
ties$né), zeleniné (Cervené zeli, Cervena cibule, fedkvicky, hlavkovy salat) a dalSich rostlinach
(napft.: modré odrudy kukufice, pSenice s modym a purpurovym zbarvenim zrn).

Existuji dva vyznamné divody pro¢ se anthokyany zabyvat. Jelikoz ovliviuji
organoleptické vlastnosti potravin, tak maji vyznamny vliv pii technologickém zpracovani.
Druhym dtvodem, ktery vzbuzuje zdjem o anthokyany je jejich blahodarny vliv na zdravi
(snizovani vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a dalsich chronickych
onemocnéni).

V dnes$ni dobé zijem o anthokyany rapidné nartsta. Divodem k tomuto zdjmu
jsou pravé zminované ptiznivé UCinky na zdravi. Soufasnym trendem vyroby potravin
je upiednostinovani ptirodnich zdroju barviv, jako jsou pravé anthokyany, oproti syntetickym.
Lidé si totiz zacinaji uvédomovat, co je pro jejich zdravi dobré a davaji prednost pfirodnim
barviviim v potravindch, které si spojuji s nulovym rizikem toxického zamotovani organismu,
pted latkami uméle vytvorenymi.

Cile této prace jsou kvantifikace anthokyanti u pSenice s modie zbarvenym zrnem
a identifikace jednotlivych anthokyanti u vzorkt ziskanych béhem péti let jdoucich po sobg,

déle doplnéni potfebnych informaci k tomuto tématu.



2. Literarni prehled

Anthokyany odpovidaji za Cervenou, fialovou, modrou a oranzovou barvu ve vétSing
rostlin. Jejich nazev ma ptvod v feckém jazyce, kde ,, anthos* znamena kvét a ,,cyanos

modry (Escribano-Bailon a kol., 2004).

2.1 Chemicka struktura anthokyanii

Anthokyany jsou tvofeny aglykonem (anthokyanidin) a cukernou slozkou,
cozobvykle byva jeden nebo nékolik cukernych  zbytkl.  Anthokyanidiny
jsou polyhydroxyderivaty a polymethoxyderivaty 2-fenylbenzopyryliového

neboli flavyliového kationu (Balik, 2010), jehoz struktura je znazornéna na obrazku ¢. 1.

Obrazek ¢. 1 - Zakladni struktura anthokyanidinu (Kay, 2006)
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V ptirodé¢ se vyskytuje celkem 15 riznych anthokyanidinl. Z toho je pouze Sest
nejvyznamnéjsich, které se vyskytuji v potravinach (Tabulka ¢. 1). V sestupném potadi,
dle Cetnosti  vyskytu, se jedna o kyanidin (fialova barva, nazev ziskal odvozenim
od latinského nazvu chrpy, Cyanus sp.), pelargonidin (Cervena barva, pelargonie,
Pelargonium sp.), peonidin (fialova barva, pivoiika, Paeonia sp.), delfinidin (modra barva,
stracka, Delphinium sp.), petunidin (modra barva, petunie, Petunia sp.) a malvidin, diive
nazyvany oenidin (purpurova barva, sléz, Malva sp.). Jejich struktura je znazornéna
na obrazku ¢. 2 (Velisek, 2002).

Volné aglykony se v rostlinach vyskytuji velmi ztidka (napf.: jako disledek hydrolyzy
anthokyantl), a to ve stopovém mnozstvi. Hlavnimi pigmenty u rostlin jsou jejich glykosidy

neboli anthokyany (Velisek, 2002).



Tabulka ¢. 1 - Anthokyanidiny a jejich substituenty (Andersen a Markham, 2006).

o Pozice substituentii ve flavyliovém kationu
Anthokyanidin

3 5 6 7 3 4¢ 5¢
Nejbéznéji se vyskytujici
Pelargonidin (Pg) OH OH H OH H OH
Kyanidin (Cy) OH OH H OH H OH
Definidin (Dp) OH OH H OH OH OH OH
Peonidin (Pn) OH OH H OH OCH; OH H
Petunidin (Pt) OH OH H OH OCH; OH OH
Malvidin (Mv) OH OH H OH OCH; OH OCH;
Methylované
5-MethylCy OH  OCH; H OH OH OH
7-MethylPn OH OH H OCH; OCH; OH
5-MethylDp OH  OCH; H OH OH OH OH
5-MethylPt OH  OCHj; H OH OCH; OH OH
5-MethylMv OH  OCH; H OH OCH; OH OCH;
7-MethylMv OH OH H OCH; OCH; OH  OCH;
6-hydroxylované
6-hydroxyPg OH OH OH OH H OH H
6-hydroxyCy OH OH OH OH OH OH H
6-hydroxyDp OH OH OH OH OH OH OH
3-deoxyanthokyanidiny
Apigeninidin (Ap) H OH H OH H OH
Luteolinidin (Lt) H OH H OH OH OH
Tricetinidin (Tr) H OH H OH OH OH OH
7-MethylAp H OH H OCH; H OH H
5-MethylLt H OCHjs H OH OH OH H
5-Methyl-6-hydroxyAp H OCH; OH OH H OH H
5, 4*-Diethyl-6-hydroxyAp H OCH; OH OH H OCH3 H
5-Methyl-6-hydroxyLt H OCH; OH OH OH OH H
5, 4-Diethyl-6-hydroxyLt OH OCH; OH OH OH  OCH; H




Riccionidin A OH H OH OH H OH H

Pyranoanthokyanidiny

5-KarboxypyranoPg OH O- H OH H OH

5-KarboxypyranoCy OH O- H OH OH OH

Obrazek ¢. 2 - (A) Delfinidin, (B) Kyanidin, (C) Malvidin, (D) Pelargonidin, (E) Peonidin,
(F) Petunidin (Velisek, 2002)




Obrazek ¢. 3 - kyanidin-3-O-B-D-glykosid (Velisek, 2002)

OH

Nejcastéjsi cukerné substituenty jsou monosacharidy D-glukosa, L-rhamnosa,
D-galaktoza, D-xylosa a L-arabinosa. Strukturni znazornéni téchto cukrt je na obrazku ¢. 4.
Pokud jsou na molekulu anthokyanidinu navazany di- nebo trisacharidy, nejcastéji se jedna
0 rutinosu, sambubiosu, soforosu, laminaribosu a genciobiosu (Obrazek ¢. 5). Vazna poloha
cukru je vzdy na pozici C-3. Ve vyjime¢nych ptipadech se mohou cukry, jako mono-, di-,
trisacharidy, navazovat v polohach C-7, C-3¢, C-5’a C-4° (Velisek, 2002). RozliSujeme
monoglykosidy, diglykosidy a triglykosidy anthokyanidinu, a to podle poc¢tu glykosidicky
navazanych cukri na aglykon. Cukry byvaji ¢asto acylovany Kkyselinou octovou,
malonovou a fenolovymi kyselinami (napf.: kys. kavovou, Kys. ferulovou - obrazek ¢. 6)
(Balik, 2010).

Na zékladé¢ mista pfipojeni, mnozstvi a charakteru cukrii se anthokyany tfidi
do 18 skupin (Balik, 2010). Z nich je téchto 6 nejvyznamnéjsich:

e Monosidy  sglukosou, galaktosou, rhamosou nebo arabinosou v poloze
C-3 (3-monosidy),

e Dbiosidy s disacharidy (rutinosa, sambubiosa, soforosa, genciobiosa aj.) vazanymi v poloze
C-3 (3-biosidy),

e triosidy s linearnimi nebo rozvétvenymi trisacharidy vazanymi v poloze C-3 (3-triosidy),

e 3,5-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-5,

e 3,7-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-7,

e 3-biosidy-5-monosidy, u kterych je v poloze C-3 vazan disacharid a v poloze
C-5 monosacharid.

Nejcastéji se vyskytujicimi anthokyanovymi pigmenty jsou Kkyanidin-3-glykosidy

(Obrazek ¢. 3) (Velisek, 2002).
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Obrazek ¢. 4 - nejcastéji substituované monosacharidy - (A) a-L-arabinoza,
(B) a-L-rhamnoza, (C) p-D-galaktoza, (D) B-D-glukoza, (E) B-D-xyloza

OH

0
HO "
HO OH
H OHy
D E

Obrazek ¢. 5 - substituované disacharidy - (A) Sambubiosa, (B) Rutinosa, (C) Soforosa

H OH
H H
HO O q N
HO OH 3C -0
H o H HO >
HO. O /°H HH O
y/"‘ OH HO -0
Ay HO\ A OH
HO [ ™ H OHy
A B

-11 -



H OH

HO O
HO OH
H o H

Ho. 2 /H
OH

Cennlny

HO o 1

C

2.2 Barva Anthokyant

Zabarveni anthokyani je dano predev$im strukturou jejich molekuly - pocet
a kombinace hydroxylovych a methoxylovych skupin. Cim vice hydroxylovych skupin
se Vv molekule nachdzi, tim vice pfevladd modry odstin barviva a naopak s narlistem poctu
methoxylovych skupin barva piechazi do cCervenych odstini (Delgado-Vargas
a Paredes-Lopez, 2003; Velisek, 2002).

Je zjisté€no, ze ¢im vice cukernych zbytkl anthokyan obsahuje, tim vice je nachylné;si

k Maillardovym reakcim, coz také mize do zna¢né miry ovliviiovat barvu anthokyant.

wewvr

.....

a v neposledni fad€ vliv enzymi nebo peroxidi. Ke zménam barvy anthokyant v disledku
zmén hodnot pH dochazi spiSe u izolovanych anthokyanil, nezli u téch, které jsou pfitomny
v rostlinaich. Na anthokyany v rostlinnych materidlech totiz plsobi kopigmenty,

které stabilizuji jejich barvu (Delgado-Vargas a Paredes-Lopez, 2003; Velisek, 2002).

Obrazek ¢. 6 - (A) kys. sukcinova, (B) kys. kavova, (C) kys. ferulova, (D) kys. malonova,
(E) kys. octova, (F) kys. §tavelova, (G) kys. vinna, (H) kys. kumarova, (I) kys. galova

0O

oH HO HO
HOJ\W \ COOH \ COOH

0 HO OCH,
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Kopigmentace mize byt intermolekularni nebo intramolekularni. Kopigmentace
intermolekularni je uskutecnovana pomoci latek, které jsou pritomny v blizkosti anthokyanti.
Intramolekularni kopigmenty jsou latky, které jsou navazany na molekulu anthokyanu
a tim zvysSuji stabilitu jeho barvy. Jako intramolekularni kopigmenty funguji flavony, aurony,
flavanoly, alkaloidy, aminokyseliny, organické kyseliny a dalsi. Kopigmenty stabilizuji barvu
tak, ze ochranuji flavyliovy kation pied degradaci (Delgado-Vargas a Paredes-Lopez, 2003;
Velisek, 2002).

2.3 Pouziti anthokyanii

Anthokyany se nejCastéji pouZzivaji jako pfirodni rostlinné barvivo v potravinafstvi.
PouZzivaji se izolované anthokyany, a to uz pfes 100 let. DalSi moZnosti je pouZiti ve formeé
koncentrati $tav raznych plodd, coz je znamo a pouzivano mnohem déle. Nevyhodou pouziti
anthokyanti, jakozto potravinafskych barviv, je to, ze maji intenzivni zbarveni pouze
Vv kyselém prostredi ( pH < 3,5), takze se hodi pouze pro kyselé potraviny (Velisek, 2002).

Vyznam a zajem o pouzivani téchto barviv v posledni dobé vzriusta v souvislosti
se zajmem spotiebitell o prirodni latky v potravinach (Velisek, 2002).

Primyslové je vyuzivano pouze n€kolik rostlinnych zdroji anthokyant, predevsSim
kvali dostupnosti a ekonomickym podminkam jejich ziskdvéani. Nejcastéji se k barveni
potravin vyuzivaji anthokyany ziskani z hrozni vinné révy, predevsim z jejich slupek
¢isedimentt §tavy. Obsah anthokyant v téchto ¢astech hroznd je 0,3-7,5 g/kg. Dalsim
bohatym zdrojem jsou plody bezu &erného, tzv. bezinky (2-10 g/kg) nebo plody aronie

-13-



cernoplodé (Aronia melanocarpa, 10 g/kg), tyto dvé rostliny maji podobné zastoupeni
pigmentd. Vhodnym zdrojem jsou i hlavky cerven¢ho zeli (0,7-0,9 g/kg), kvéty ibisku
(15 g/kg v susing), sladké brambory, Cervené pomerance, listy a semena Cervenych odrad

kukufice a mistn¢ také dalsi zdroje (Velisek, 2002).

2.4 Stabilita anthokyani

Stabilita anthokyanti vzriista s poctem methylovych skupin navazanych na kruhu B
asnizuje se snarustem poctu hydroxylovych skupin. Nejstabilngjsi anthokyanidin
je malvidin, nasleduje peonidin, petunidin, kyanidin a delfinidin. Obecné jsou anthokyany
stabilngj$i v kyselém pH. Glykosylace a acylace cukri také zvySuje stabilitu anthokyanu
(Escribano-Bailon a kol., 2004).

Velky vliv na stabilitu anthokyanti ma okolni prostiedi. Proto je dilezité béhem
analyzy kontrolovat teplotu a svétlo (Escribano-Bailon a kol., 2004).

Anthokyany, které jsou pfitomny v Cerveném vin€, mohou podléhat chemickym
pfeménam a tak mohou vznikat nové barevné derivaty odvozené od anthokyant. Jedna
se napiiklad 0 pyranoanthokyany, karbopyranoanthokyany a portisiny
(vinylpyranoanthokyan-katechiny). Tyto slouceniny jsou velmi stabilni diky svym
strukturnim vlastnostem. Vykazuji znanou odolnost vii¢i odbarvujicimu u¢inky oxidu
sifi¢itého a vynikaji intenzivnim zbarvenim pfii vys$ich hodnotach pH v porovnani s jejich

anthokyanovymi prekurzory (Azevedo a kol., 2010).

2.4.1 Vliv pH prostredi

Hodnota pH mé vyrazny vliv na barvu anthokyanovych barviv. Vysledkem
amfoterniho charakteru anthokyani je, ze se podobaji acidobazickym indikatorim. Roztoky
roztokll zvysuje, Cervené zbarveni se pomalu vytraci az do bodu, kdy se roztoky jevi jako
bezbarvé (pH 4,0-5,0) (Balik, 2010). Pii dalsim zvySovani pH se barvy roztokli méni
k purpurové Cervené. Tato zména barvy je dana vznikem neutralni chinoidni baze. Pro vznik
této baze je nezbytna ptitomnost volné hydroxyskupiny na jednom z uhlikt (C-5, C-7, C-4").
ZvySovani pH k hodnotam 7,5 - 8,0 vede ke zméné barvy na modrou, a to diky vzniku
modrého aniontu neutralni chinoidni baze. Tato modra barva se vlivem doby skladovéni, pH
a teploty postupné odbarvuje az do zlutého zabarveni - vznik zlutého chalkonu. Pokud roztok

znovu okyselime na pH 1,0, pfeméni se karbinovd a chinoidni baze na flavyliovy

-14 -



kation (Velisek, 2002). Zajimavosti je, ze nekteré¢ acylované anthokyany (napf.: pentanin)
jsou stabilni pti pH hodnoté vyssi nez 7,0, kdezto naptiklad kyanidin-3-glukosid ztraci svoji
stabilitu pfi pH vy$sim nez 5,0 (Cortés a kol., 2006).

Obrazek ¢. 7 - Vliv pH prosttedi na strukturu anthokyani (Balik, 2010).

R4 Ry
OH OH
+
+ -H
HO O HO O
O N R, Ro
Z~on X OH
OH 0]
flavyliovy kation chinoidni baze
+ H,0
R, Ri
OH OH
OH - OH O
HO

HO 0 A\ R

R, 2
/
Z on OH
OH OH
karbinolova pseudofaze chalkon

2.4.2 Vliv teploty

Stejné jako vétSinu chemickych reakei ovlivituje teplota okolniho prostiedi, ovliviiuje
také rychlost degradace anthokyanii a jejich stabilitu. Velky vliv na degradaci ma teplota
prostiedi v kombinaci s pH prostfedi a strukturou latky, pfitomnosti kysliku a schopnosti
vstoupit do reakce s jinymi slozkami systému (Velisek, 2002).

VétSina béZnych anthokyani vykazuje vyssi stabilitu pii  vysSich teplotach,
ke kterym dochazi napiiklad pfi zpracovani ovoce a zeleniny. Tento jev je vysvétlovan
ochrannym efektem riiznych sloZzek systému a kondenzaci monomert. Pii téchto reakcich
vznikaji stabilngjsi oligomerni pigmenty, které jsou vyznamnymi nositeli barvy ovocnych
Stav a Cervenych vin. MnoZstvi téchto pigmentl se pifimo umérné zvySuje s narustajici
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teplotou a skladovaci dobou. Vyznamnymi produkty mechanismu degradace anthokyanidint
jsou glykosidy odpovidajicich chalkont (Velisek, 2002).

Jsou popsany dva zptsoby degradace anthokyanu. Jedna se o hydrolyzu glykosidové
vazby, kdy vznikaji z chalkoni a-diketony, nasledné se ptfedpoklada rozklad a-diketonu
na fenolové derivaty. Druhy zplsob degradace je bez hydrolyzy glykosidické vazby,
kdy se otevie heterocyklicky kruh karbonylové baze a vznikne bezbarvy chalkon
(Balik, 2010). Nasledné reakce primarnich degrada¢nich produktt tvoii hnéd¢ zabarvené
polymerni produkty (Velisek, 2002).

Experimentalné bylo zjisténo, ze ¢as nutny k degradaci 50% anthokyanovych barviv
jahod byla 1 hodina pii 100°C, 24 hodin pti 38°C a 1300 hodin (cca 54 dni) pii 20°C.
Ztohoto pokusu vyplyva, ze pro zpracovani ovoce Sohledem k zachovani jeho

nejptirozenéjsi barvy je vhodné pouzivat ptisobeni vyssich teplot po kratsi dobu (Balik, 2010).

Obrazek ¢. 8 - Rozklad 3,5-diglykosida anthokyanidinu zvysenou teplotou (Velisek, 2002).

OH

O——qglukéza O—-qlukoza

3,5-diglykosid anthokyanidinu karbinolova pseudobaze

HO O O
=
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/ O/
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=
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2.4.3 Vliv struktury na vlastnosti a reaktivnost

V kyselém prostiedi je barva neacylovanych, ale také monoacylovanych anthokyanii
zéavisla na poc¢tu a druhu substituentli navazanych na aglykon. Aglykony s vétSim poctem
hydroxylovych skupin maji spiSe modry odstin barvy, derivaty s methoxyskupinami maji
barvu do cervena. Glykosidy a jejich acylderivaty maji vSeobecné modré zbarveni
(Velisek, 2002).

Stabilita derivati se zvySuje s naristajicim poc¢tem methoxylovych skupin,
naopak narast poétu hydroxylovych skupin jejich stabilitu snizuje. Obecné jsou anthokyany
stabiln€j$i nez samotné aglykony. Vliv na stabilitu barviva ma i druh navdzaného cukru
a pfitomnost acylovych skupin. Acylové skupiny ovliviiuji reaktivnost s vodou, ve slabé
kyselém nebo v neutrdlni prostifedi, kdy se piednostné tvoii modrd chinoidni bdze misto
bezbarvé. Tyto pigmenty jsou méné citlivé na vykyvy hodnot pH, udrzi si svoji barvu

Vv neutralnim a také ve slabé kyselém prostiedi (Velisek, 2002).

2.4.4 Vliv enzymii
V rostlinnych pletivech existuji enzymy, které se podileji na odbarvovani
anthokyanovych barviv. Jedna se o dv¢ skupiny enzymii:
e Glykosidasy, které hydrolyzuji glykosidick¢é vazby anthokyanli za vzniku
substituovaného cukru a aglykonu, ktery je nestabilni a zdegraduje na bezbarvé derivaty
(Velisek, 2002).

e Polyfenoloxidasy, které Kkatalyzuji oxidaci fenolickych sloucenin obsahujicich

o-dihydroxyskupinu na o-chinony.
O-chinony mohou nasledné reagovat navzajem v hnéd¢ zabarvené polymery S vyssi
molekulovou hmotnosti nebo reaguji s aminokyselinami ¢i bilkovinami, kdy vznika

makromolekularni komplex, ktery ma rovnéz hnédou barvu (Balik, 2010).

2.4.5 Utinky kysliku a peroxidi

Kyslik spolu s teplotou prostiedi je povazovan za nejspecifi¢téjsi urychlovac destrukce
anthokyani (Balik, 2010). Oxida¢ni u¢inky kysliku na anthokyany jsou pifimé nebo nepfimé.
Neptimo vzduSny kyslik piisobi ptes jiné labilni slouceniny, které jsou oxidovany piednostné
(kyselina askorbova). K destrukci anthokyand, kterd je vyvolana diky kyseliné askorbové,
dochdzi nepfimym tc¢inkem plisobeni peroxidu, ktery vznika pfii jeji oxidaci. Témito zplisoby

jsou anthokyany oxidovany na bezbarvé nebo hnéd¢ zabarvené produkty (Velisek, 2002).
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Destrukce anthokyanii kyslikem se zvySuje za piitomnosti alkoholu a plsobenim

svétla (Balik, 2010).

2.4.6 Zareni

Rozklad anthokyant v dtsledku pasobeni viditelného, ultrafialového nebo ionizujiciho
zateni probihd jako fotooxidace. Anthokyany, které jsou substituované v poloze C-5
hydroxylovou skupinou, jsou nachylnéjsi k fotochemickému rozkladu, a to v porovnani

s anthokyany, které v poloze C-5 substituované nejsou (Velisek, 2002).

2.4.7 Uéinky kyseliny L-askorbové

Vliv kyseliny L-askorbové na degradaci anthokyanti je podporovan pisobenim
kysliku, existuje zde synergicky ucinek. Experimentalné bylo zji§téno, Ze nejveétsi ztraty
anthokyanovych barviv jsou pii soucasné oxidaci kyseliny L-askorbové. Pii pokusech
s dokonale odvzdu$nénymi anthokyanovymi koncentraty, bez produkti Maillardovy reakce,
byly pozorovéany piipady, kdy v priibéhu nékolikahodinového zahiivani (60°C, pH 3) nebyla
destrukce anthokyanovych barviv urychlena vlivem kyseliny L-askorbové. Z téchto
experimentt vypliva, ze zvySena rychlost destrukce anthokyanovych barviv, pii zvySené
teploté a ptitomnosti kyseliny L-askorbové, je spiSe pficitana produktiim jeji vlastni oxidace,
nezli jejimu pfimému pisobeni na barvivo (Balik, 2010).

Pii téchto oxidaéné-redukenich reakcich vznikaji nestabilni produkty, které se dale
rozkladaji na bezbarvé a nestabilni latky. Tyto produkty jesté vice urychluji degradaci
anthokyanovych barviv (Balik, 2010).

2.4.8 Piisobeni oxidu siFic¢itého

Zmény pozorované pusobenim oxidu sifi¢itého na anthokyany se projevuji zménami
v barevnosti. Anthokyany jsou v dusledku pusobeni oxidu sifi¢itého odbarvovany. Tento jev
je spojovan s nukleofilni reakci negativné nabitého bisulfatového iontu s flavyliovym
kationem za tvorby chroman-4(nebo 2)-sulfonové kyseliny. Pokud flavyliova stl obsahuje
v poloze C-4 fenylovou skupinu, odbarvovaci efekt vlivem oxidu siti¢itého neni pozorovan
(Balik, 2010).

Sta¢i nizké mnoZzstvi oxidu sifi¢itého, aby do$lo k odbarveni vyznamného mnozstvi
anthokyanovych barviv. Odbarvovaci ucinek se da snizit ¢i uplné eliminovat snizenim

pH na hodnotu 1. Kinetické studie prokazaly, ze je anthokyano-bisulfitovy komplex v oblasti
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pH 3-4 stabilni a pisobi preventivné proti vzniku hnédych degradacnich produktt
(Balik, 2010).
Pisobenim oxidu sifi¢itého také vznikaji barevné velmi stabilni slouceniny

anthokyant (Velisek, 2002).

Obrazek €. 9 - Produkty reakce anthokyanti s SO, (Velisek, 2002).

O——glukéza
o] HO,SO
glukéza

glukéza

2.5 Zastoupeni anthokyanii v obilovinach

Prekurzory pro primarni vznik anthokyand v rostlinach se tvoii pii glykolyze
a pentézofosfatovém cyklu. Pti glykolyze se jedna o fosfoenolpyruat (PEP) a z pentézového
cyklu jde o eryhtrozu-4-fosfat. Tyto slou¢eniny vytvaii zakladni stavebni jednotky pro vznik
kyseliny shikimové, ktera spolu s acetatem vytvafi primarni aromatické stavebni kameny
pro mnoho fenolickych sloucenin véetné anhtokyant (Delgado-Vargas
a Paredes-Lopez, 2003).

2.5.1 Obsah anthokyanii v kukufici

Nejcastejsi vyskyt anthokyanii u kukufice je v purpurové, modré a Cervené odrude.
Purpurova kukufice je Slechténa z kukufice seté (Zea Mays L.) v latinské Americe,
kde se z ni vyrabi tradi¢ni napoj, ktery piiznivé ovliviiuje zdravi. Nejcastéji zastoupenym
anthokyanem v purpurové kukufici je kyanidin-3-glukosid (Escribano-Bailon a kol., 2004).

Modra kukufice obsahuje anthokyany odvozené od malvidinu a kyanidinu. Dale jsou
v modré kukufici zastoupeny 3-glukosidy pelargonidinu a peonidinu, pfitomnost téchto
anthokyanti zaznamelali Jackman a Smith (1996).

Celkovy obsah anthokyanii a sytost zbarveni u kukuti¢né mouky se snizuje v dusledku

jejiho specialniho zpracovani - nixtamalizace (Cortés a kol., 2006). Nixtamilizace je proces
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vareni kukufice s vapnem, dojde k mineralizaci zrna a uvolnéni vyzivovych latek, které jsou
jinak pro télo nevstfebatelné (Vesely, 2012). Vyssi ztraty celkového mnozstvi anthokyant
uobilnych vyrobkti jsou u vzorka, které maji anthokyany uloZzeny v oplodi.
To se zpracovanim obilovin nedostane do vysledného produktu (mouky). Anthokyany
vyskytujici se v Cervenych zrnech kukufice pochazi z aglykonu pelargonidinu

a také malvidinu a kyanidinu (Cortés a kol., 2006).

2.5.2 Obsah anthokyanii v ryzi

Anthokyany vyskytujici se v ryzi jsou obsazeny v lusku ¢ervené a Cerné odrudy ryze.
Barevna ryze se bézné konzumuje v Asijskych zemich, kde jsou navic anthokyany pouzivany
jako ptirodni barvivo ve vyrobé alkoholickych napojt (Escribano-Bailon a kol., 2004).

Nejvice zastoupenym anthokyanem obsazenym v ryzi je kyanidin-3-glukosid.
Jako druhy, ovSem Vv malém mnozstvi, se vyskytuje peonidin-3-glukosid. Dale byla
zaznamenana  pritomnost ~ malého  mnozstvi  dal§ich  derivati kyanidinu,
a sice kyanidin-3-gentiobiosid, kyanidin-3-rhamnosid, kyanidin-3,5-diglukosid
a kyanidin-3-rhamnoglukosid (Escribano-Bailén a kol., 2004).

2.5.3 Obsah anthokyanii v pSenici

Zastoupeni anthokyanl u pSenice s pigmentovanymi zrny neni zatim moc detailné
objasnéno. Doposud je zndmo pouze nékolik malo informaci o hlavnich latkdch
Vv ni zastoupenych. Latky, které jsou znamé, byly identifikovany pomoci srovnavani se
standardy (Tabulka ¢. 3) (Escribano-Bailon a kol., 2004).

V barevné pSenici se vyskytuji glykosidy a rutinosidy kyanidinu a peonidinu
ajejich acylované derivaty. Dale byla zjisténa piitomnost kyanidinu-3-gentiobiosidu
(Escribano-Bailon a kol., 2004).

Tabulka ¢. 2 - Celkovy obsah anthokyani v psenici (mg/100g) (Escribano-Bailon
a kol., 2004).

Druh pSenice

PSeni¢ny produkt _
Modra  Purpurova  Cervena
Celé zrno 16 9 0,5
Mouka 2 0,7 0,2
Otruby 46 24 1
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Obsah anthokyantl v pSenici je vyznamné ovliviiovan podminkami péstovani, po¢asim
a mnozstvim slune¢niho svitu pfijimaného rostlinou. Faktory, jako naptiklad mnozstvi UV-B
zéafeni a zména projevu obrannych ristovych genti, zplisobuji zvySeni syntézy anthokyanu
vrostlin€ a tim padem zplUsobuji znaéné rozdily v koncentracich celkového obsahu
anthokyani stanovovanych ve vzorcich psenic z riznych sezonnich sklizni (Escribano-Bailon
a kol., 2004).

Pisobeni vlivii zivotniho prostfedi na celkovy obsah anthokyanovych barviv byl
zaznamenan ve veétSi mife u purpurové odridy pSenice nezli u modré. Tento fakt je dan
riznym uloZenim anthokyanti v pSeniéném zrnu. Zrna purpurové pSenice obsahuji
anthokyany v perikarpu (zevni vrstva), zatimco u modré pSenice jsou anthokyanova barviva

ulozena v aleuronové bunééné vrstvé (Escribano-Bailon a kol., 2004).

Tabulka ¢. 3 - Piehled identifikovanych anthokyant Vv psenici s barevnymi zrny (Abdel-Aal
a Hucl, 2003; Abdel-Aal a kol., 2006; Abdel-Aal a kol., 2008; Hosseinian a kol., 2008;
Knievel a kol., 2009).

Piitomnost v pSenici Piitomnost v
Anthokyan S purpurovym pSenici s m/z
zrnem modrym zrnem

Kyanidin-3-arabinosid + 419, 287

Kyanidin-3-galaktosid + 449, 287

Kyanidin-3-glukosid + + 449, 287
Kyanidin-3-rutinosid + + 595, 449, 287
Kyanidin malonyl-glukosid + 535, 449, 287

Kyanidin sukcinyl-glukosid + 549, 287

Delfinidin-3-arabinosid + 435, 303

Delfinidin-3-galaktosid + 465, 303

Delfinidin-3-glukosid + 465, 303
Delfinidin-3-rutinosid + 611,465,303

Malvidin-3-glukosid + 493, 331
Malvidin-3-rutinosid + 639, 493, 331

Pelargonidin-3-arabinosid + 403, 271

Pelargonidin-3-galaktosid + 433, 271
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Pelargonidin-3-glukosid + 733,271

Peonidin-3-arabinosid + 449, 301
Peonidin-3-glukosid + + 463, 301
Peonidin-3-rutinosid + 609, 463, 301

Peonidin malonyl-glukosid + 549, 301

Petunidin-3-glukosid + + 479, 317

Petunidin-3-rutinosid + 625, 479, 317

2.6 Vliv anthokyani na organismus

Anthokyany maji silnou antioxida¢ni schopnost, a proto je jejich vliv na organismus
velmi ptfiznivy. Hlavné diky antioxida¢nim schopnostem jsou anthokyany, a dalsi flavonoidy,
povazovany za dulezity nutriéni dopln€k v lidské vyziveé. Prispivaji k prevenci vzniku
nékterych onemocnéni spojovanych s oxida¢nim stresem (Andersen a Markham, 2006).

Ve Spojenych Statech Americkych se denni konzumace anthokyanli pohybuje okolo
200 mg. Tato hodnota se zvySuje u konzumentt ¢erveného vina (Azevedo a kol., 2010).

V dnesni dobé€ se zajem o anthokyany, jakozto potencionalni nutri¢ni doplnky, velmi
zvysil. Dlvodem je fakt, Zze pravidelnda konzumace anthokyani v ovoci, zelening,
marmelddach, konzervach a viné je spojovana s redukei rizik spojenych s Chronickymi
nemocemi, rakovinou, Alzheimerovou nemoci, kardiovaskuldrnimi chorobami a virovymi
onemocnénimi (Andersen a Markham, 2006).

Studie biologické aktivity anthokyan dokazuji, Ze jsou schopny ochranit DNA,
bilkoviny, tuky a dal§$i makromolekuly pfed oxida¢nim poSkozenim reaktivnimi druhy
kysliku. Predpoklada se, Ze ptisobeni anthokyant je rozdéleno na dvé Grovné, a to na Gcinek
systémovy a lokalni. Systémove ptisobi anthokyany po vstiebani do krevniho ob&hu, nasledné
cirkulaci a prostupu cilovymi tkdnémi v organismu. Lokalni u¢inek se projevuje naptiklad
ve stfevech, pokud nejsou stfevni sliznici vstiebany do systémové cirkulace. Dale mohou
lokalné ptisobit v pokoZzce, kde ji ochranuji pfed UV zafenim. V ptipadé lokalniho piisobeni
na stfevo neni zatim zcela jasné, zda se jedna o puvodni Uéinek anthokyanl nebo jejich
metabolitli, které vznikaji v disledku plsobeni stfevni mikroflory. Takto vzniklé metabolity
mohou pfispivat k prevenci vzniku rakoviny konec¢niku a tlustého stieva (Pascual-Teresa
a Sanchez-Ballesta, 2008).

Ptiznivy vliv anthokyant se také projevuje pii onemocnéni cukrovkou, kdy ovliviiuji

rrrrr
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vlastnost. Ochranuji jatra a kladné ovliviuji zrak, pfedevSim pfiznivé pisobi na no¢ni vidéni

(Pascual-Teresa a Sanchez-Ballesta, 2008).

2.7 Antioxida¢ni kapacita anthokyanu

Obecné¢ antioxidacni kapacita anthokyani stoupd s narGstem poctu navazanych
hydroxylovych skupin. Zkoumanim schopnosti anthokyand vychytavat volné radikaly bylo
zjisténo, ze nejvetsi antioxidacni schopnost vykazuje anthokyanidin delfinidin (Azevedo
a kol., 2010). Jako jediny totiz obsahuje hydroxyskupinu na pozici 3°, 4" a 5" v B kruhu
zakladni struktury (Pascual-Teresa a Sanchez-Ballesta, 2008).

Obrazek ¢. 10 znazornuje postupné narustajici antioxidacni kapacitu a schopnost
vychytavat volné radikaly jednotlivych anthokyanidind a jejich glykosida (Azevedo
a kol., 2010).

Obrazek ¢. 10 - Vzrustajici antioxidaéni kapacita (A) Malvidin, (B) Malvidin-3-glukosid,

(C) Kyanidin, (D) Kyanidin-3-glukosid, (E) Delfinidin, (F) Delfinidin-3-glukosid
(Azevedo a kol., 2010).
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Nejen antioxidac¢ni kapacita, ale také schopnost vazat na sebe tézké kovy (Zelezo,
zinek a méd’) je dilezitou prednosti anthokyanti. Déle jsou induktory antioxida¢nich enzymu
jako je superoxid dismutaza a glutathion-S-transferaza. Anthokyany také podporuji priznivé
ucinky jinych flavonoidii a pasobi jako synergisté vitaminu C (Hosseinian a kol., 2008).

Mezi obilovinami se antioxida¢ni schopnosti vyznacuji hlavné barevna ryze, pSenice,
purpurova kukufice a ¢erny ¢irok (obrazek ¢. 11). U ¢erného ¢iroku je schopnost vychytavat
volné radikaly pfipisovana piitomnosti 3-deoxyanthokyanu. Nekteré studie popisuji,
Ze za antioxida¢ni kapacitu otrub ¢ervené zimni pSenice, jsou zodpovédné karotenoidy spolu
s kyselinou ferulovou a tokoferoly (Hu a kol. 2007).

Nové ziskané daje poukazuji na moznost znacného nedocenéni celkové antioxidacni
kapacity u obilovin, a to diky existenci neextrahovatelnych fenolickych komplexiim (Hu
a kol. 2007).

2.8 Chromatografie

Chromatografie patii mezi separacni metody analytické chemie. Svym uréenim
jde o kvalitativni i kvantitativni analyzy vzorku (Klouda, 2003).

Principem chromatografie je vnaSeni vzorku mezi dvé navzdjem nemisitelné faze -
stacionarni a mobilni fazi. Vzorek je umistén na zacatek stacionarni faze. Pohybem féaze
mobilni pfes fazi stacionarni je vzorek v této soustavé unasen a zachytdvan na stacionarni
fazi. Takto dochdzi k postupné separaci Casti vzorku. Nekteré Casti jsou stacionarni fazi
poutany siln€ji, kdezto jiné Casti jsou méné zachytné. Diive se na konec stacionarni faze

dostavaji slozky, které¢ jsou méné zadrzované (Klouda, 2003).
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Obrazek ¢. 11 - Antioxida¢ni kapacita obilovin (Dykes a kol., 2007).
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2.8.1 Rozdéleni chromatografickych metod
Chromatografické metody jsou velmi rGznorodé, z tohoto diivodu se déli podle
n¢kolika hledisek.
e D¢leni dle skupenstvi mobilni faze:
o Kapalinova chromatografie (LC) - mobilni faze je kapalina
o Plynova chromatografie (GC) - mobilni faze je plyn
e D¢leni dle uspofadani stacionarni faze:
o Kolonova chromatografie - stacionarni faze je umisténa v koloné
o Plosné techniky
» Papirovd chromatografie (PC) - staciondrni ¢éast je soucasti
chromatografického papiru
» Tenkovrstva chromatografie (TLC) - umisténi stacionarni faze
je na pevném plochém podkladu (sklenéna deska, hlinikova folie)
e D¢leni podle povahy d&je, ktery prevlddda pifi separaci (pievladajici

fyzikéalné-chemicky jev):
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o Rozdé¢lovaci chromatografie - separace je zaloZena na rizné rozpustnosti
slozek vzorku ve staciondrni i mobilni fazi.

o Adsorpéni chromatografie - separace probihd diky rGzné schopnosti slozek
vzorku poutat se na povrch stacionarni faze.

o lontové-vyménna chromatografie - o separaci latek rozhoduji rozdily
ve velikosti elektrostatickych pfitazlivych sil mezi funkénimi skupinami
stacionarni faze a ionty vzorku.

o Gelova chromatografie - slozky vzorku jsou separovany na zakladé
své velikosti na porovité stacionarni fazi (gel), kdy se mensi molekuly zdrzuji
Vv pérech gelu déle.

o Afinitni chromatografie - ze vzorku jsou na stacionarni fazi vdzany pouze

urCité slozky, ke kterym ma stacionarni faze tUzce selektivni vztah

(Klouda, 2003).

2.8.2 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) byla pro detekci flavonoidt poprvé
pouzita v roce 1976. HPLC se pouziva pro kvantitativni i kvalitativni stanoveni
anthokyanovych barviv. Samotnému chromatografickému métfeni piedchazi cisténi
a koncentrovani vzorku. Nejvice se uplatiiuje zachytavani anthokyant na praskovy polyamid,
polyvinylpyrrolidon nebo na ionexy v katexové podobé. V téchto piipadech se vyuziva tvorby
pevnych vodikovych mustkli mezi adsorbentem a molekulou anthokyni. U katexu
se reverzibilng navazuji flavyliové kationy anthokyant (Balik, 2010).

Kapalinovy chromatograf je sloZen z péti hlavnich ¢asti, jejichZz funkce je transport
mobilni faze, ktery zajisti Cerpadlo s ¢idlem pro meéfeni tlaku a zasobnik mobilni faze.
Davkovani vzorku je manudlni nebo automatické injekénimi stfikackami z inertniho
materidlu. Separace latek probihajici v kolonach, které jsou vyrobeny z nerezové oceli.
Pro detekci latek jsou pouzivany detektory, které by mély byt selektivni pro analyt a malo
citlivé k mobilni fazi. Nejb&znéjSim detektorem je fotometricky detektor, ktery méfi
absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Registrace signalu s naslednym vyhodnocenim

chromatografického zaznamu probiha na pocitaci (Klouda, 2003; Forejtarova, 2010;
Drdak, 1989).
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3. Cile prace

Cile této bakalarské prace jsou identifikace jednotlivych anthokyanti a kvantifikace
anthokyanli u pSenice s modie zbarvenym zrnem, a to u vzorki ziskanych béhem péti let
jdoucich po sobé. Dale také doplnéni stavajicich informaci k problematice anthokyanii

U pSenice s modrym zrnem.

4. Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

Pro analyzu byla pouzita zrna pSenice s modrym zrnem UR63046, druhu Triticum

vvvvv

ze sklizni béhem péti let jdoucich po sobé¢, a sice roky 2008, 2009, 2010, 2011 a 2012.

4.1.2 Chemikalie a ¢inidla

e Methanol, gradient grade pro HPLC LiChrosolv, Merck (Darmstadt, Némecko)

e Methanol, pro analyzy EMPARTA, Merck (Darmstadt, Némecko)

e Acetonitril, hypergrade pro LC-MS LiChrosolv, Merck (Darmstadt, Némecko)

e Kyselina mravenci, 98-100% Suprapur, Merck (Darmstadt, Némecko

e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-karboxylova kyselina), 97%,
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

4.1.3 Standardy

e Kyanidin-3-glukosid, ¢istota > 96%, Extrasynthese (Genay, Francie)

e Kyanidin-3-rutinosid, ¢istota > 96%, Extrasynthese (Genay, Francie)

e Peonidin-3-glukosid, ¢istota > 95%, Extrasynthese (Genay, Francie)

e Peonidin-3-rutinosid, ¢istota > 95%, Extrasynthese (Genay, Francie)

e Delfinidin-3-glukosid, ¢istota > 95%, Extrasynthese (Genay, Francie)

¢ Delfinidin-3-rutinosid, Cistota > 95%, Extrasynthese (Genay, Francie)

e Pelargonidin-3-glukosid, ¢istota > 95%, Extrasynthese (Genay, Francie)

e Pelargonidin-3-rutinosid, Cistota > 90%, Extrasynthese (Genay, Francie)
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4.1.4 Pristroje a zatizeni
e HPLC chromatograf Agilent 1100, Agilent Technologies (Palo Alto, USA)
o binarni pumpa (G1312A)
o autosampler (G1330B)
o vakuovy odplynovac (G1322A)
o DAD detektor (G1315A)
e HPLC kolona Supelcosil LC-18-DB, 3 um, 150 mm x 4,6 mm, Supelco (Bellefonte,
USA)
e SPE kolonalg C18 Sep-Pak cartridge, Waters Corporation (Milford, MA, USA)
e Destilovana voda pro ptipravu roztokti byla pfipravena pomoci pfistroje Mili-Q water
(Millipore, Bedford, USA)
e Laboratorni mlynek typ 3100, Perten instruments (Hamburg, Némecko)

e Laboratorni sklo

4.2 Metodika

4.2.1 Extrakce vzorki

Pro extrakci vzorkl byla pouzita optimalizovana metoda dle Mozetice a kol. (2002)
a Moze a kol. (2011). Vzorek 10 g pomleté pSenice se extrahoval v 50 ml MeOH po dobu
3 hodin pfi laboratorni teploté¢ bez pfistupu svétla. Nasledovalo odstfedéni na odstfedivce
pii 4000g ¢imz se oddélil supernatant od pelety. Nasledné byly vzorky opétovné
reextrahovanany po dobu 2 hodin v 25 ml MeOH a opét odstfedény. Extrakty se odpafovaly

do sucha pfi 30°C na vakuové rotaéni odparce.

4.2.2 Cisténi vzorki

Postup ¢isténi vzorkd byl proveden podle Moze a kol. (2011). VysuSené extrakty
pSenice byly rozpustény v 7 ml 3% kyseliny mravenéi. Pfed pouzitim byla SPE kolona
aktivovana pomoci 5 ml 3% kyseliny mraven¢i a 5 ml MeOH. Nasledn¢ se na kolonu nanesl
roztok 7 ml 3% kyseliny mravenci s rozpusSténym extraktem ze vzorku pSenice.
Poté se kolona s nanesenym vzorkem promyla 6 ml 3% kyseliny mravenci a vysusila
se proudem vzduchu. V dalsim kroku byla kolona promyta 5 ml MeOH, ¢imz doslo
K rozpusténi a vymyti pfitomnych anthokyant ze stacionarni faze kolony. Roztok MeOH

s anthokyany byl zachycen do odparovaci baiky a vysusen do sucha na vakuové rotacni
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odparce pifi 30°C. Pfed vlastnim méfenim byly extrakty rozpustény v mobilni fAzi
a prefiltrovany pomoci 0,45um filtru. Takto vycisténé extrakty byly pifimo analyzovany
na HPLC.

4.2.3 HPLC analyza

HPLC analyza pro stanoveni anthokyani byla zalozena na upravené metode
od Naczka a Shahidiho (2006) a Hosseiniana a kol. (2008). Vsttikovany objem do kolony
byl 20ul, teplota v koloné 40°C a doba ekvilibrace mezi jednotlivymi cykly byla 5 minut.
Gradient mobilni faze A (4,5% kyselina mravenc¢i) a mobilni faze B (MeOH/ACN, 90:10,
v/v) byl 0 - 10 min, 10% B; 10 - 15 min, 10 - 32% B; 15 - 30 min, 32 - 50% B; 30 - 35 min,
50 - 100% B; 35 - 50 min, 100% B; 50 - 55 min, 100 - 10% B. Pritok mobilni faze byl
0,8ml/min v intervalu 0 - 15 minut a od 15,5 minuty byl pratok 1ml/min. Méfeni anthokyanti

probihalo pfi vinové délce 520nm.

4.2.4 Statistika
Vsechna méfeni extraktt ze vzorkt pSenice byla provedena tiikrat. Ziskana data byla
analyzovdna pomoci softwaru Unistat (verze 6.0, Unistat Ltd., London, UK). Data byla

popsana pomoci + smérodatné odchylky (SD).
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5. Vysledky

Ziskané hodnoty z chromatogramu, respektive velikost plochy peakl a retencni Casy
vzorku (graf ¢. 2) byly porovnavany s hodnotami roztokd standardnich latek jednotlivych
anthokyanu (graf ¢. 1).

Ke zjisténi, které peaky chromatogramu odpovidaji danym anthokyaniim,
bylo pouzito metody ptidavku standardi (spikovani). To znamena, ze koncentrace
anthokyanu, u kterého se provadi identifikace, ve vzorku pfimo imérné naroste s pridanym
mnozstvim standardu do extraktu. Tento krok se projevi na vysledném chromatogramu
Vv podobé zvétseni plochy peaku identifikované latky. Pokud odpovida retencéni ¢as peaku
spikovaného vzorku reten¢nimu Casu Cistého standardu da se s jistotou potvrdit pritomnost
dané latky, ktera odpovida pozadovanému standardu (tabulka ¢. 5).

Ve vzorcich pSenice s modie zbarvenym zrnem z let 2008, 2009, 2010, 2011 a 2012
byla timto zplsobem prokazana piitomnost téchto anthokyant: delfinidin-3-glukosid,
delfinidin-3-rutinosid,  kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid, peonidin-3-glukosid,
peonidin-3-rutinosid (graf ¢. 2). Dale se prokazala ptfitomnost dvou neznamych anthokyand,
jejich identifikace neni moznd, protoze retencni ¢asy se neshoduji s Zadnym z reten¢nich Casii
standard.

Celkové mnozstvi anthokyand bylo zjisténo piepoctem s pouzitim velikosti plochy
peakli vzorkid na standard Kyanidin-3-glukosid. Zjisténé celkové mnozstvi anthokyant
uvzorkll pSenice je uvedeno v tabulce ¢. 4. Ziskané hodnoty se pohybuji v rozmezi
od 47,5 mg/kg do 126,5 mg/kg. Primérné celkové mnozstvi anthokyanti ve vzorcich ze vech

sklizni je 67,9 mg/kg.

Tabulka ¢. 4 - Celkové mnozstvi anthokyant ve vzorcich modré pSenice.

Rok sklizné Celkové mnozstvi anthokyani v
vzorku mg/kg
2008 47,5+1,2
2009 64,7+1,4
2010 47,9+1,1
2011 52,8+1,1
2012 126,5+2,6
Prumér 67,9
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Graf ¢. 1 - Chromatogram standardt (1 Delfinidin-3-glukosid; 2 Delfinidin-3-rutinosid,;
3 Kyanidin-3-glukosid,; 4 Kyanidin-3-rutinosid; 5 Peonidi-3-glukosid;
6 Peonidin-3-rutinosid).

Norm.

124

10- 5

Graf ¢. 2 - Chromatogram vzorku (1 Neznamy anthokyan; 2 Delfinidin-3-glukosid,;
3 Delfinidin-3-rutinosid + Kyanidin-3-glukosid; 4 Kyanidin-3-rutinosid,;
5 Peonidin-3glukosid; 6 Peonidin-3-rutinosid; 7 Neznamy anthokyan).
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Tabulka ¢. 5 - Zaznamenané retencni ¢asy standardnich roztoku a zjisténych anthokyant.

Cislo Reten¢ni Cas
Identifikovany anthokyan Reten¢ni ¢as standardu
peaku vzorku
1 Neznamy anthokyan 5,400 -
2 Delfinidin-3-glukosid 7,750 7,760
Delfinidin-3-rutinosid 8,583
3 _ i 8,577
Kyanidin-3-glukosid 8,691
4 Kyanidin-3-rutinosid 9,600 9,618
5 Peonidin-3-glukosid 10,593 10,608
6 Peonidin-3-rutinosid 11,487 11,482
7 Neznamy anthokyan 12,200 -

Poznamka: Peak ¢islo 3 je smési delfinidin-3-rutinosidu a kyanidin-3-glukosidu.
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6. Diskuse

Studie od Abdel-Aala a kol. (2006) prezentuje velmi Siroké rozmezi mnozstvi
anthokyani, které jsou obsazeny v zrnech riznych druhd obilnin (ryze, kukufice, pSenice,
jeCmen). Podle jejich zjisténi se toto mnozstvi pohybuje od 7 do 3276 mg/kg pSenice.
Ve vzorcich pouzitych pro tuto praci se hodnoty celkového mnozstvi anthokyani pohybuji
0d 48 do 127 mg/kg pSenice. Zjisténé hodnoty celkového obsahu anthokyanti ve vzorcich
pSenice se od sebe vyznamné lisi. V zrnech pSenice je obsah anthokyant nestabilni
a promeénlivy v Sirokém rozmezi, které je zavislé na mnoha faktorech (napf.: pocasi a teplotni
podminky pfi ristu pSenice, rozsah zavlazovani, mnozstvi UV-B zafeni a vlhkost pfi sklizni
pSenice) (Sharma a kol., 1998; Cavalcanti a kol., 2011). Ztohoto divodu je mozné,
ze obiloviny maji dvojnasobné az trojnasobné zvySené nebo snizené mnozstvi anthokyant
v prub¢hu nekolika let (Abdel-Aal a Hucl, 2003). Tuto skute¢nost potvrzuji vysledky nasich
analyz vzorka z let 2009 a 2012, které se kvantitou anthokyant znatelné odlisuji od vzork,
které byly vypéstovany v letech 2008, 2010 a 2011.

Abdel-Aal a kol. (2006) ve své studii zaznamenali celkovy obsah anthokyan
u pSenice s modrym zrnem 212 mg/kg. Tato hodnota se odliSuje od jejich ptedchozi studie,
kde byl celkovy obsah anthokyant stanoven 139 - 164 mg/kg (vzorky z let 1996, 1997, 1998),
coz je vice, nez bylo zjisténo u nasich vzorkt (Abdel-Aal a Hucl, 2003).

Celkovy obsah anthokyanti se také odliSuje podle analyzované ¢asti zrna
(napf.: otruby, mouka, Srot). Nejvyssi koncentrace anthokyanl je v otrubach a nejnizsi
v mouce, kde se pravdépodobné jednd o kontaminaci z otrub pSenice, ktera vznika pti mleti
(Abdel-Aal a Hucl, 2003). Abdel-Aal a Hucl (2003) ve své studii uvadi prumérny obsah
anthokyani v otrubach psenice s modfe zbarvenym zrnem 453 mg/kg.

Vysledky studie Siebenhandlové a kol. (2007) udavaji nejvyssi celkovy obsah
anthokyantd (74 mg/kg) pravé u psenice s modrym zrnem. Zaroven poukazuji na stanoveny
niz$i obsah anthokyand, nez zaznamenali Abdel-Aal a kol. (2006) a Abdel-Aal a Hucl (2003),
coz dokazuje ovliviiovani celkového obsahu anthokyanl genotypy pSenice a vlivy Zivotniho
prostiedi (Siebrnhandl a kol., 2007).

V porovnani s obsahem anthokyanti u psSenice s purpurovym zrnem jsou vysledky
celkového obsahu anthokyanti u psenice s modrym zrnem vyssi (Abdel-Aal a Hucl, 2003).
To miize byt disledek ulozeni anthokyant v pSeni¢ném zrnu. U pSenic s modrym zrnem
jsou anthokyany lokalizovany v aleuronové vrstvé, zatim co u pSenice s purpurovym zrnem

anthokyany najdeme v perikarpu. Anthokyany ulozené v perikarpu pSenice s purpurovym
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zrnem jsou nachylnéj$i na vlivy vnéjSiho prostfedi a snadnéji podléhaji degrada¢nim
procesim (Abdel-Aal a Hucl, 2003). Celkovy obsah anthokyan je napf. u pSenice
s Cervenym zrnem relativné stabilni 1 po nékolik sklizni, ov§em koncentrace anthokyant jsou
velmi nizké (Abdel-Aal a Hucl, 2003).

Kvalitativnim zastoupenim anthokyani u psenice s modrym zrnem se zabyva studie
od Hu a kol. (2007), kde svymi vysledky analyz dokazuji pfitomnost 4 majoritnich
anthokyanu, a sice kyanidin-3-glukosidu, pelargonidin-3-glukosidu, kyanidin-3-galaktosidu,
a peonidin-3-glukosidu. Hu a kol. (2007) dale prokazali piitomnost 2 neznamych latek,
které by mohly na zdkladé UV-viditelného spektra byt anthokyany. Tato tivaha je podloZena
reten¢nimi Casy a vinovou délkou, coz dokazuji, ze by se teoreticky mohlo jednat o glykosidy
delfinidinu (Escribano-Bailon a kol., 2004; Hu a kol., 2007).

Abdel-Aal a kol. (2006) uvadi, krom¢ jiz zminénych majoritnich anthokyanu,
také pritomnost delfinidin-3-glukosidu a delfinidin-3-rutinosidu jako hlavnich anthokyanti
na vyznamné zastoupeni Kyanidin-3-glukosidu a peonidin-3-glukosidu. V nizkém mnozstvi
byly detekovany 1 dal§i anthokyany. Bohuzel mnoho hlavnich anthokyanii nemohlo byt
identifikovano kvili omezené dostupnosti standardi (Abdel-Aal a Hucl, 2003; Knievel
akol., 2009). Vysledky analyzy naSich vzorkd pSenice prokazuji pfitomnost
delfinidin-3-glukosidu, delfinidin-3-rutinosidu, kyanidin-3-glukosidu a kyanidin-3-rutinosidu
ve vyznamnych koncentracich. Vysledky studie od Knievela a kol. (2009) potvrzuji nami
ziskané hodnoty. Jako nejvice =zastoupené anthokyany u pSenice s modrym zrnem
identifikovali  delfinidin-3-rutinosid  (hodnoty od 30 mg/kg do 44 mg/kg)
a delfinidin-3-glukosid (od 22 mgkg do 29 mg/kg). Dale potvrdili pfitomnost
kyanidin-3-glukosidu a kyanidin-3-rutinosidu. Vysledky nasich analyz také dokazuji
ptitomnost peonidin-3-glukosidu a peonidin-3-rutinosidu. Neprokazalo se zastoupeni
pelargonidin-3-glukosidu a kyanidin-3-galaktosidu.

Zastoupeni jednotlivych anthokyani je odlisSné u pSenice s modrym a purpurovym
zrnem. Nejcastéjsi anthokyan pSenice s purpurovym zrnem je kyanidin-3-glukosid,
ktery je U pSenice s modrym zrnem druhym nejcastéji se vyskytujicim anthokyanem
(Hu akol., 2007). U pSenice spurpurovym zrmem byla dale prokdzana piitomnost
acylovaného anthokyanu kyanidin-sukcinil-glukosidu (Knievel a kol., 2009).
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7. Zavér

V této praci jsme se zabyvali stanovenim celkového obsahu anthokyanii modré
pSenice a stanovenim piitomnosti jednotlivych anthokyand. Z informaci ziskanych studiem
dostupné literatury byla objasnéna chemické struktura anthokyant, vlivy vnéjSiho prostiedi
na jejich stabilitu, antioxida¢ni kapacita téchto barviv a vliv na lidsky organismus.

Méfeni bylo provedeno u 5 vzorkli pSenice Smodie zbarvenym zrnem.
Vzorky pochazi z let 2008, 2009, 2010, 2011, 2012. Ve vSech vzorcich byla prokazana
pritomnost téchto anthokyanti: delfinidin-3-glukosid, delfinidin-3-rutinosid,
kyanidin-3-glukosid,  kyanidin-3-rutinosid,  peonidin-3-glukosid,  peonidin-3-rutinosid.
Celkovy obsah anthokyant ve vzorku z roku 2008 byl stanoven 47,5 mg/kg, toto mnozstvi
je nejnizsi. Ve vzorku zroku 2009 byl naméfen celkovy obsah anthokyant 64,7 mg/kg,
vzorek z roku 2011 obsahoval 52,8 mg/kg anthokyani a ve vzorku z roku 2012 byl stanoven
celkovy obsah anthokyant 126,5 mg/kg, tato hodnota byla nejvyssi.

Z téchto tdaju vyplyva, Ze obsah anthokyand v pSenici je proménlivy, coz je ziejmeé
zpusobeno vlivy prostiedi, které plisobi na pSenici béhem péstovani a tim padem dochazi
k ovlivnéni celkového obsahu anthokyant.

Toto téma jsem zvolila, protoze se zajimdm o zdravou vyzivu, rada ziskavam nové
informace a chtéla bych svym vyzkumem pftispét k dodani potfebnych informaci o zastoupeni

jednotlivych anthokyant v obilovindch, zejména tedy u pSenice, kde zatim neni mnoho

poznatkd.
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Stanoveni anthokyant ve vybranych druzich pSenic s netradi¢né zabarvenym zrnem

Radonova, L.

Abstrakt

Anthokyany jsou dulezitymi antioxidanty pro lidsky organismus. Denné¢ je pfijimame
Vv ovoci a zelening. Existuji ale 1 jiné dal$i zdroje, které jsou bohaté na obsah téchto cennych
latek, jako naptiklad obilniny sbarevnym zrnem. Anthokyany maji velky vyznam
také v potravinafském primyslu, kde se uplatiiuji jako hodnotny zdroj ptirodnich barviv.

Cile této prace byly kvantifikace anthokyanl u pSenice s modie zbarvenym zrnem
a identifikace jednotlivych anthokyani u vzorki ziskanych béhem péti let jdoucich po sobg,
déle doplnéni stavajicich informaci k problematice anthokyani u pSenice s modrym zrnem.

Stanoveni  zastoupeni jednotlivych anthokyani bylo provedeno méfenim
extrahovanych vzorkii na HPLC chromatografu. Celkovy obsah anthokyanli byl ziskan
prepoctem udaji ziskanych z chromatogramu na standard kyanidin-3-glukosid.

Ziskané hodnoty celkového obsahu anthokyanti se pohybuji v rozmezi od 47,5 mg/kg
do 126,5 mg/kg pSenice. V pSenici byla prokdzana ptitomnost delfinidin-3-glukosidu,
delfinidin-3-rutinosidu, kyanidin-3-glukosidu, kyanidin-3-rutinosidu, peonidin-3-glukosidu

a peonidin-3-rutinosidu.

Klicova slova: flavonoidy; chromatografie; identifikace; kvantifikace; pigmenty
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Content of anthocyanins in kernels of selected coloured wheat cultivars

Radonova, L.

Abstract

Anthocyanins represent important antioxidants for a human organism. People consume
them usually with fruit and vegetable. But there are other sources rich in content of these
precious substances, such as coloured kernel cereals. Anthocyanins have also a significant
role in the food industry as a valuable source of natural colorings.

The aim of this thesis was the quantification of anthocyanins in the blue kernel wheat,
the indentification of particular anthocyanins in the samples obtained during five subsequent
years and completion of the current information basis for the problematics of anthocyanins
in the blue kernel wheat.

The specification of representation of particular anthocyanins was realized
by measuring extracted samples on a HPLC chromatograph. The total content of anthocyanins
was acquired by the conversion of the chromatogram*s data to standard cyanidin 3-glucoside.

Obtained data of the total content of anthocyanins range from 47,5 mg/kg
to 126,5 mg/kg. There was proved the presence of delphinidin 3-glucoside,
delphinidin 3-rutinoside, cyanidin 3-glucoside, cyanidin 3-rutinoside, peonidin 3-glucoside

and peonidin 3-rutinoside in the wheat.

Keywords: flavonoids; chromatography; identification; quantification; pigments
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