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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva moznostmi analyzy vybranych skupin barviv v potravinach
za vyuziti plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Vybrané analyty (kurkumin,
kvercetin, aglykony anthokyani) byly extrahovany organickymi rozpoustédly,
precistény a nasledné derivatizovany pomoci silaniza¢niho ¢inidla BSTFA. Oproti tomu
vzorky azobarviv (alizarinova a dimethylova zlut’) a bixinu bylo mozné detekovat po
jednoduché extrakci ¢i methylaci diazomethanem. Na zavér byly navrzené postupy
aplikovany na slozitéj$i matrice (vzorky potravin) — ryze, cibule, Cervené fazole a
¢ervené vino. Prace ukazuje, Ze 1 kdyz se plynovéa chromatografie nejevi jako vhodna
metoda pro stanoveni barviv, lze ji pouzit pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu fady

potravinatsky vyznamnych barviv.
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SUMMERY

This thesis deals with the possibilities of analysis of selected groups of food dyes by
using gas chromatography with mass spectrometry. Selected analytes (curcumin,
quercetin, aglycones of anthocyanins) were extracted by the organic solvents, purified
and silylated with a BSTFA reagent. Compared to that, samples of azodyes (alizarin
yellow, dimethyl yellow) and bixin were detected after simple extraction or methylation
with diazomethan. The suggested procedures were then applied to complex matrix
(samples of foods) such as rice, onion, kidney beans and red wine. The thesis shows that
even though gas chromatograpyh does not seem to be a suitable method for food dyes
analysis, it can be used for qualitative as well as quantitative analysis of the whole range

of significant food dyes.
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1 UVOD

Ve spolecnosti se stale vice rozSifuje zdravy zivotni styl. To znamené predevsim
péci o duSevni a télesné potieby. S timto je uzce spjato stravovani. Lid¢ vice kladou
daraz na ptirodni produkty. Nabidka ruku v ruce s poptavkou po ptirodnich produktech
stale nartsta. Tento smér je ve vétSin¢ ohledii spravny a chvalyhodny. S jidlem a
konzumaci obecné jsou vSak uzce spjaty umélé piidatné latky. Je tieba si uvédomit, ze
vesSkeré latky pifidavané do potravin maji svlij vyznam, jsou piidavany pouze ve

stanoveném maximalnim mnozstvi a jsou kontrolovany statnimi orgéany.

Jako téma diplomové prace jsem si vybrala jedno z nejpouzivanéjSich aditiv viibec
— barviva. Barviva se jiz od nepaméti ziskévala z pfirodnich zdroji napfi. fepy Cervené,
koptivy dvoudomé. V poslednich letech byla pfirodni barviva nahrazena spisSe barvivy
syntetickymi. Synteticka barviva jsou oblibena predevsim diky intenzivnéjsi barvé a

niz§im vyrobnim nakladim.

Barviva v potravinach je pfili§ obsahlé téma na to, aby mohlo byt popséno v jedné
diplomové praci. Tato prace si proto ani takovy cil neklade. Teoretickd ¢ast prace je
zamétena na srovnani nékolika nejrozsitenéjSich a vyznamoveé dilezitych skupin barviv,
jak pfirodnich, tak syntetickych. Tento obecny ptehled o barvivech, jejich vlastnostech a
pouziti je i stavebnim pilitem pro ¢ast praktickou, ktera se blize zabyva analyzou
vybranych skupin barviv — azobarviva, bixin, kurkumin, kvercetin a aglykony

anthokyanint (malvidin, kyanidin, pelargonidin).



2 TEORETICKA CAST

2.1 BARVIVA

Barviva jsou organické latky, které jsou schopné absorbovat viditelné zatreni (400
— 700 nm). [1] Nositelem barevnosti jsou tzv. chromofory — skupiny obsahujici dvojné
vazby napf. azo-, nitro-, karbonylova. Barevnost je podminéna rozsahlym systémem
konjugovanych dvojnych vazeb. Intenzitu zbarveni pak zvySuji auxochromy (skupina

hydroxy-, amino- aj.). [4]

Barviva lze délit podle riznych kritérii: pavodu, barvy, chemické struktury,
biologickych funkci v pfirodnim materialu, fyzikalnich vlastnosti kryci schopnosti apod.

Jednotlivé kategorie se mohou do zna¢né miry piekryvat. [6]
Nejcastéji se barviva déli podle piivodu:

e Pfirodni barviva
e Syntetickd barviva identicka s pfirodnimi

e Syntetickd barviva [2]

Pfirodni barviva jsou ziskévana z ptirodnich zdroji: rostlinného, zivocisného ¢i
minerdlniho plvodu. Patfi mezi n€ také barevné produkty ziskdvané z ptirodnich
surovin technologickymi procesy napt. karamel. K pfirodnim barvivim se fadi 1
médnaté komplexy chlorofylti a chlorofylinti a anorganické pigmenty (oxid Zelezity,

uhli¢itan vapenaty). [2]

Barviva z rostlinnych zdrojii se ziskdvaji pfedevS§im z kotenti, kvétli, plodi nebo
listd rostlin. Cervené barvivo se ziskava z kofenti moteny barviiské (Rubia tinctorum),
medvédice I¢katské (Arctostaphylos uva-ursi) tepy cervené (Beta vulgaris) nebo
orceinu, ktery se ziskavd provzdusiovanim amoniakalniho extraktu z mechii Rocella
tinctoria. Zdrojem zlutého barviva je hefméanek (Chamomilla recutila) ¢i kru€inka
barviiska (Genista tinctoria). Hnédé barvivo lze ziskat z henny (Lawsonia inermis) a
zelené z rdesna ptaciho (Persicaria maculosa), borytu barvitského (Isatis tinctoria),

koptivy dvoudomé (Urtica dioica) aj.

Typickym barvivem ziskanym z zivo€iSnych zdrojii je cervenohnédé barvivo

ziskdvané z inkoustového vaku sépie obecné (Sepia officinalis). Karminové barvivo



kosenila z oplozenych samicek Cervce nopalového (Dactylopius coccus) nebo tyrsky

purpur vyrabény ze schranek ostranek Murex.

Z mineralnich barviv se bézné pouziva okr, bilé pigmenty (vapenec, oxid titanicity),

cerny uhlik, zeleny malachit ¢i modry azurit. [3]

V femeslnické praxi se piirodni barviva vétSinou ziskaji roztlu¢enim rostlinného
materidlu, ktery se vyluhuje v horké vodé¢. Casto se pfi barveni pouziva motidlo (smes
siranu hlinit¢ho a kyselého vinanu draselného), které usnadiiuje vazbu na barveny

material.
Ptirodni barviva se nejcastéji klasifikuji podle chemické struktury:

e Polyenova barviva

e Chinonova barviva

e Indolova barviva

e Pyranova barviva

e Oligopyrrolova barviva
e Pteridinova barviva

e Isochinolinova barviva [3]

Nejdulezitéjsimi  skupinami  rostlinnych  barviv  jsou barviva polyenova

(karotenoidy), pyranova (flavonoidy), pyrrolova a indolova (betalainy). [4]

Syntetickd barviva identicka s pfirodnimi jsou latky, které se svou chemickou
strukturou neli§i od latek pfirodnich, znichZ jsou odvozené, ale jsou vyrabéna

chemickou syntézou. Piikladem je B-karoten, ktery slouzi také jako provitamin A.

Synteticka barviva jsou stile velmi oblibena v potravinaiské praxi, a to pfedevs§im
diky niz§im vyrobnim ndkladim. Dfive se syntetickd barviva vyrabéla z uhelného
dehtu. V dnesni dobé se ziskavaji z pfeciSténych ropnych produktii. Barviva vznikla
chemickou syntézou se vyznacuji vétsi stabilitou, 1épe odolavaji vnéjsim vliviim (svétlo,
teplo, vlhkost, oxida¢né-redukéni reakce) a intenzivnéjSim zabarvenim v porovnani
s barvivy pfirodnimi. Déle pak neovliviiuji organoleptické vlastnosti potravin,
pfedevSim chut’ a vlini. VSechna syntetickd barviva pouZzivana k pfibarvovani potravin
musi byt slouceniny rozpustné ve vodé. Nejpocetnéjsi skupinou jsou barviva kysela

obsahujici karboxylové, sulfonové a hydroxyskupiny (vétSina azobarviv). K barveni
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potravin se vétSinou pouzivaji smési nékolika barviv. Synteticka barviva se dodavaji ve
form¢ disperzi, past (pro barveni cukrafskych a pekatskych vyrobkil), vodnych nebo
nevodnych roztokd (pro mlécné vyrobky) ¢i ve formé ve vodé nerozpustnych lakii (pro

potraviny obsahujici vice tukli nebo nizky obsah vody). [2, 6]
Syntetickd barviva klasifikovana dle chemické struktury:

e Azobarviva

e Difenylmethanova a trifenylmethanova barviva
e Nitrobarviva

e Pyrazolova barviva

e Xanthenova barviva

e Anthrachinonova barviva

e Chinolinova barviva

e Indigoidni barviva [4]

2.2 BARVIVA V POTRAVINACH A PRIRODNICH PRODUKTECH

Potravinarska aditiva jsou latky ptfiddvané do potravin zdmérné za ucelem urcité
technologické funkce. Naptiklad konzervanty kuchovani potravin, barviva ke
zvyraznéni barvy. V EU jsou vSechna aditiva uZivand v potravinich oznafena
pismenem E. Stitky produktti obsahuji bud’ p¥islusny E kod nebo jméno dané latky
(napf. E100 nebo kurkumin). Mezi aditiva fadime barviva, antioxidanty, emulgatory,

stabilizatory, Zelirovaci latky, zahustovadla, konzervanty, sladidla aj.

Bezpecnosti potravin v EU se zabyva Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

(EFSA), kterd ma 3 hlavni ukoly:

Hodnoceni bezpec¢nosti novych potravinaiskych aditiv nebo uprava pouZziti
stavajicich ptidatnych latek, nez mohou byt povoleny pro pouziti v EU. Piehodnoceni
vSech potravindiskych aditiv, jejichz pouzivani bylo povoleno pied 20. 1. 2009.
Prezkoumani nékterych piidatnych latek v zavislosti na novych védeckych poznatcich

a/nebo ménicich se podminek pouZiti.
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Organizace EFSA v ramci zajiSténi bezpecnosti zavadi termin ADI (pfijatelna
denni davka). ADI je mnozstvi latky, které mtze ¢lovék konzumovat denné po cely sviij

zivot bez rizika ohrozeni svého zdravi. Udava se v mg/kg télesné hmotnosti za den.

Potravinarskd barviva fadime mezi pridatné latky. Ptidavaji se do potravin za
ucelem (1) uchovani barvy, abychom zabranily ztratdm po vystaveni svétlu, vzduchu,
vlhkosti a zménam teploty, (ii) zvySeni sytosti barvy nebo (iii) zachovani uniformity
barvy (pfirodni barviva postupem casu ztraci svou puvodni barvu, proto vyrobci

potraviny dobarvuji). [5]

Rostlinné pigmenty se nejcastéji pouzivaji v potravinaistvi, farmacii a kosmetice.

Jedna se o zdravotné nezavadna barviva, jejichz vyuziti se neustale rozsituje. [4]

Legislativa povoluje pouzivat pii vyrob¢ potravin 42 barviv (viz Tabulka 1 a 2).
Néktera barviva jsou urc¢ena pouze k obarvovani urcitych potravin napt. erythrosin pro
koktejlové a kandované tfesné, hnéd’ FK pro uzené ryby - kipry, kanthaxanthin pro
Strasburské parky. Mnoho druhii potravin se nesmi pfibarvovat vibec napf.
nezpracované potraviny, mléko (neochucené), med, cukr. Barviva E102, E104, E110,
E122,E124, E129 sice nebyla zakdzana, ale vyrobce pfi jejich pouziti musi na obal

umistit upozornéni ,,mtiZze neptiznivé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti. [7]

Tabulka 1: Seznam povolenych piirodnich potravinarskych barviv a anorganickych

pigmentt [7]

E - kod Nazev barviva
E100 Kurkumin
E101 (1) Riboflavin

(i1) Riboflavin-5’-fosfat
E120 Kosenila, karminy, karminova kyselina
E140 Chlorofyly, chlorofyliny:

(1) Chlorofyly

(i1) Chlorofyliny
E150a Karamel
E150b Kausticky sulfitovy karamel
E150c Amoniakovy karamel
E150d Amoniak-sulfitovy karamel
E153 Medicinalni uhli
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El160a Karoteny
(1)Smés karotent
(i1) B-karoten

E160b Annato, bixin, norbixin

E160c Paprikovy extrakt, kapsorubin, kapsanthin
El160d Lykopen

E160e [-apo-8’-karotenal

E160f Ethylester kyseliny B-apo-8 -karotenové
El61b Lutein

El6lg Kanthaxanthin

E162 Betalainova Cerven, betanin

E163 Anthokyany (ziskané z ovoce a zeleniny fyzikalnimi procesy)
E170 Uhli¢itan vapenaty

E171 Oxid titanicity

E172 Oxidy a hydroxidy Zeleza

E173 Hlinik (pigment)

E174 Stiibro (pigment)

E175 Zlato (pigment)

Tabulka 2: Synteticka potravinarska barviva

E - kéd Nazev barviva Barva

E102 Tartrazin Zluta

E104 Chinolinova zlut’ Zluta

E110 Zlut SY Oranzova
E122 Azorubin Modrocervena
E123 Amaranth Modrocervena
E124 Ponceau 4R Cervena

E127 Erythrosin Cervena

E128 Cerveit 2G Modrocervena
E129 Cerveti Allura AC Cervena

E131 Patentni modf V Zelenomodra
E132 Indigotin Modra

E133 Brilantni modr Zelenomodra
E142 Zelen S Zelena

E151 Cerii BN Cerna

El154 Hnéd FK Hnéda

E155 Hnéd HT Hnéda

E180 Litholrubin BK Cervena
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2.2.1 Polyenova barviva

Polyenova barviva jsou charakteristickd linearnim fetézcem konjugovanych
dvojnych vazeb, které se obvykle vyskytuji v konfiguraci trans. Tyto latky jsou

vvvvvv

karotenoidy. [3]

Karotenoidy

Karotenoidy jsou obvykle zluté az Cervené isoprenoidni polyenové pigmenty,
Siroce rozsifené v ptirod¢. Karotenoidy jsou syntetizovany vSemi fotosyntetizujicimi
organismy, vcetn¢ fytoplanktonu, fas, vySSich rostlin a fototrofnimi bakteriemi.
V rostlinach jsou karotenoidy asociovany spolecné s chlorofyly v chloroplastech.
Poprvé byly izolovany z mrkve vroce 1831. Dnes zname zhruba 700 pfirozené se
vyskytujicich karotenoidi. Nejrozsitenéjsim karotenoidem je fukoxanthin (obr. 1), ktery

se hojné vyskytuje v motskych tasach. [8]

Obr. 1: Fukoxanthin

Vétsina karotenoidnich latek se fadi mezi tetraterpeny, skladajici se z osmi
1soprenovych jednotek. Tento fetézec je zodpovédny za charakteristické barvy. K tomu
aby karoten absorboval zafeni ve viditelné oblasti spektra, musi obsahovat aspon 12
konjugovanych dvojnych vazeb. Molekuly karotenoidli vétSinou tvoii 40 uhlikovych
atomu. Pfitomnost polyenového fetézce ma za nasledek nestabilitu karotenoidi
zpusobenou vzdus$nou oxidaci, silnymi kyselinami, oxida¢nimi ¢inidly, teplem a

svétlem.
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Karotenoidy se déli na tFi skupiny:

e Karoteny — uhlovodiky
e Xanthofyly — kyslikaté slouceniny odvozené od karotenii

e Apokarotenoidy - xanthofyly obsahujici v molekule méné nez 40 atomii uhliku

Karoteny

Fytoen je nejjednodus$sim typem karotenti. Je to acyklicky polynenasyceny
uhlovodik, ktery vznika syntézou dvou molekul geranylgeranyl-difosfatu. Naslednou
izomeraci vznikd trans — izomer fytofluen. Oxidaci fytofluenu vznika {-karoten,
neurosporen a lykopen (systematickym nazvem w,y-karoten), jako finalni produkt

biosyntézy (obr. 3).

provitaminem A, diky cyklizaci B-jononového kruhu na obou koncich uhlikatého

fetézce. Teoreticky se mize rozstépit na dvé molekuly vitaminu A. [9]

Obr. 2: B-karoten
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Obr. 3: Syntéza karotent
Lykopen

Lykopen (obr. 4) je pfirodni pigment syntetizovany rostlinami, mikroorganismy
1 zvifaty. Lykopen je hlavnim pigmentem raj¢at (Lycopersicon esculentum).
V rajcatovych produktech (rajcatova stava, keCup) predstavuje lykopen vice nez 60 %
vSech pritomnych karotenoidii. Obsah lykopenu v raj¢atech se 1isi dle odridy a zvySuje
se zranim ovoce. Lykopen se nachazi také v melounech, riZzovych grapefruitech, mrkvi,

paprice a ¢erveném bobulovém ovoci (napft. brusinky). [11]
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CH,

Obr. 4: Lykopen

Lykopen je acyklicky izomer B-karotenu tvofeny 8 isoprenovymi jednotkami.
Z chemického hlediska je vysoce lipofilni a fotosenzitivni sloucenina. Molekula
lykopenu je tvoiena nenasycenym, piimym uhlovodikovym fetézcem obsahujicim 11
konjugovanych a 2 nekonjugované dvojné vazby. Tato struktura je zodpoveédna za jeho
dobré¢ antioxidacni vlastnosti, v pfitomnosti kysliku se vSak snadno oxiduje a tim
dochazi k jeji degradaci. Ve své struktuie nema B-jononovy kruh, diky ¢emuz neplisobi
jako provitamin A. Lykopen z pfirodnich rostlinnych zdrojii existuje pievdzné v all-
trans konfiguraci (zhruba 90%), coz je termodynamicky stabilngjsi forma. V této forme
se vSak hure vstiebava. Pii tepelném zpracovani rajcat a rajcatovych produktti se méni
all-trans forma na cis formu lykopenu, coZ vede ke zvySeni biologické dostupnosti

(vyssi rozpustnost). [10]

Lykopen patfi mezi piirodni barviva hojné¢ uZivand v celé¢ tadé¢ vyrobkd.
Oznacuje se kodem E160d. Podle druhu potraviny piechazi jeho barevny odstin od zluté
po Cervenou. Lykopen se ziskdva extrakci rozpoustédly z vybranych druhil zralych

rajcat. Jako extrak¢ni ¢inidlo se pouziva ethylacetat nebo hexan. [14]

Lykopen se pouziva jako barvivo do dezertdi, zmrzlin, cukrovinek, jemného i
trvanlivého peciva a ochucenych nealkoholickych népoji. Lykopen se mlze pouzivat
v kombinaci s dal§imi barvivy, av§ak maximalni povolené mnozstvi téchto smési pro

jednotlivé potraviny je regulovano smérnici 94/36/ES. [7]

Xanthofyly

Xanthofyly jsou hlavni karotenoidy rostlin, vznikaji jako produkty biochemické
oxidace karotenil. V potravinach se béZné€ vyskytuje monohydroxysubstituovany derivat
alicyklickych karoteni — kryptoxanthin (obr. 5). Kryptoxanthiny o, jsou prekurzory

xanthofylu se dvéma hydroxylovymi skupinami v molekule napf. lutein. Lutein (obr. 6)
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je ucinnym antioxidantem, dulezitym piedevSim k ochrané¢ zraku. Vyznacuje se
neutralizaci volnych radikalli vznikajicich pisobenim UV paprskii na o¢ni sitnici a

zastavuje degenerativni zmény na zluté skvrné. [9]

Obr. 6: Lutein

Apokarotenoidy

Apokarotenoidy tvofi malou, ale vyznamnou skupinu xanthofyld. Vznikaji
Stépenim molekuly karotenoidu. NejvyznamnéjSim apokarotenoidem zivocisSnych tkani
je vitamin A. DalSimi vyznamnymi produkty katabolismu karotenoidl jsou bixin a

krocetin. [9]

2.2.1.1 Bixin
Bixin (obr. 7) neboli annato je jednim z nejstarSich barviv ziskdvanym ze semen
tropického kete Bixa Orellana L. Plodem jsou Cervenohnédé shluky tobolek, které

obsahuji 10 — 15 semen. Semena jsou pokryta tenkym pryskyficnym povlakem
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obsahujicim barevny pigment. Rostlina pochéazi piivodem ze Stifedni a Jizni Ameriky.
Jiz ve stfedovéku se pouzivala jako kotfeni nebo k barveni potravin, kosmetiky a textilu.

[15, 16]

Hlavnim pigmentem je bixin (cis-bixin) — monomethylester kyseliny
diapokarotenové. V pryskyficném osemeni se naléza demethylovany produkt norbixin
(obr. 8). Minimaln¢ jsou zastoupeny pigmenty trans-bixin a cis-norbixin. Karboxylova
¢ast molekuly pfispiva k rozpustnosti ve vod€¢, naopak esterova cast prispiva
k rozpustnosti v tucich. Alkalickou hydrolyzou se bixin pfevede na ve vodé rozpustnou
volnou dikarboxylovou kyselinu - norbixin. Jeji isomeraci vznika all-trans-bixin, ktery
je malo rozpustny v tucich a ma charakteristickou ¢ervenou barvu. Annatto, stejn¢ jako

vétSina karotenoidd, je nestaly v pritomnosti kysliku a svétle. Tepelné je staly. [3, 15]

c‘) CH, CHs
HO ) e P TV g e e A°
CHs CH, O\CH3
Obr. 7: Bixin
‘ CHs, CH,
HO X D NP TN X X XX = ©
CH, CH, OH

Obr. &: Norbixin

Annato se ziskava ze semen alkalickou hydrolyzou, kdy se pfevede na ve vode
rozpustny norbixin. Oznacuje se jako barvivo E160b, které se vyznafuje oranzovym az
cervenym odstinem. Annato se muze pfidavat pouze do urCitych potravin napf.

margarin, jemné pecivo, zmrzliny, ochucené tavené syry, uzené ryby, snacky na bazi
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brambor a obilovin. Mnozstvi barviva pfidavané do potravin je regulovdno smérnici

94/36/ES. Nejvyssi povolené mnozstvi se pohybuje v rozmezi 10 — 50 mg/kg. [14, 15]

Krocetin

Krocetin je obsazen v susenych bliznach Safranu setého (Crocus sativus L.).
Safran je povazovan za svétové nejdrazsi koteni, vyznacuje se typickou vini (jejim
nositelem je safranal) a hotkou chuti (zplsobenou latkou pikrokrocin vznikajici

oxidativnim §tépenim zeaxanthinu). [2, 17]

Krocetin (obr. 10) se v Safranu vyskytuje jako ester s disacharidem genciobiosou
— krocin (obr. 9), ktery ma zlutooranzové zbarveni a je dobie rozpustny ve vodé.

Oranzovocerveny aglykon krocetin je vlastnim nositelem barevnosti a je jiz ve vodé

nerozpustny.
0 OH
HOCH:
CH,0H CH, CH; o H? =
0 0-CH, | | e 0
:l)[[ b DD—{ X . - o :,.'( D'}‘EIH( H
HO OH O CH, CH, H
HO O
OH
Obr. 9: Krocin
CH, CH;
COOH
HOOC N AN NG N N XX
CH, CH,

Obr. 10: Krocetin

Safran se pouziva nejen jako kofeni, ale i barvivo. Vzhledem k jeho cené se
casto falSuje. K ziskani 1 kg Safranu je potieba posbirat kvéty z 150 000 — 200 000
rostlin. [18]
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Kurkuminoidy

Kurkuminoidy jsou skupinou fenolovych sloucenin. Patti zde barviva kurkumy

tzv. diarylheptanoidy (Ce-C7-Co). [2]

2.2.1.2 Kurkumin

Kurkumin (obr. 11) je hlavni aktivni slozkou kurkumy dlouhé (Curvuma
Longa), v malém mnoZstvi se nachazi také v zazvoru. Péstuje se v Cing, Pakistanu a
Indii. Jedna se o Zluté az oranzové ptirodni barvivo v Cisté formé vyrabéné extrakci ze
suSenych podzemnich ¢asti oddenkl, které se dale ptecistuje krystalizaci. Podle
evropské smérnice 95/45/ES je vhodnym rozpoustédlem pro extrakci napt. aceton, oxid
uhli¢ity, ethylacetat. V extraktu se pfirozené vyskytuje i mensi mnozstvi oleji a
pryskyfic. Obsah kurkuminu v oddencich se pohybuje v rozmezi 22,2 — 40, 4 mg/g. (2,
3,19]

Obr. 11: Kurkumin

Kurkuma obsahuje 3 pigmenty — diketon kurkumin, demethoxykurkumin a
bisdemethoxykurkumin (obr. 12). Pfevladajicim pigmentem je lipofilni ZlutooranZovy
kurkumin, ktery je prakticky nerozpustny ve vodé v kyselém a neutrdlnim pH.
V alkaliich je naopak velmi dobfe rozpustny. Kurkumin vykazuje keto-enol tautomerii
v zavislosti na pouzitém rozpoustédle, v 95 % vsak prevazuje enol forma. Kurkumin se
dobfe rozpousti také v alkoholu a v tucich. Je stabilni pfi vysokych teplotich a
v kyselém prostiedi, ale nestaly v pfitomnosti svétla. M4 antioxida¢ni G¢inky. Zakladni
barevné slozky kurkuminu jsou relativné stabilni v kyselém pH, ale pti pH > 7 se rychle

rozkladaji. Na pocatku degradace vznika kyselina ferulova a feruloylmethan (obr. 13).
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Hydrolyzou feruloylmethanu se dale ziskdva vanilin a aceton, jejichZ mnozstvi roste

s Casem inkubace. [19, 20]

Obr. 12: Demethoxykurkumin (vlevo); bisdemethoxykurkumin (vpravo)

kondenza¢ni produkty

o)
CHs CH,

feruloylmethan kyselina ferulova

HO

CHO //
HsC

HO CH,

SN

CH,

vanilin aceton

Obr. 13: Degradace kurkuminu
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Kurkumin se oznacuje jako E100 nebo pfirodni zlut 3 ¢i kurkumova zlut.
Kurkumin je pouZzivan k barveni mnoha potravin. Barvivo se pouzivd k barveni
mlécnych a pekatskych vyrobkd, instantnich polévek, tukd, olejd, zmrzlin, vaje¢nych
produktii, kofeni, cukrovinek, hoiCice a néapoji. Povolené mnozstvi kurkuminu se
pohybuje v rozmezi 5 — 500 mg/ kg v zavislosti na kategorii potravin. Zakladni barevné
slozky kurkuminu jsou ucinnymi antioxidanty, diky ¢emuz mohou napt. potladit

zluknuti potravin. [20]

2.2.2 Pyranova barviva

Pyranova barviva se nachdzi pfedevsim v rostlinnych kvétech a plodech. DéEli se
barviva. V pfirod¢ jsou nejcastéji vazany jako glykosidy, které dodéavaji rostlinam
vyrazné¢ barvy od zluté pfes cCervenou az k modré. VétSina téchto sloucenin je

biologicky aktivni. [2]
Flavonoidy

Flavonoidy jsou barviva rostlinného ptivodu, které¢ se déli do nékolika skupin:
flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, anthokyaniny. Tyto skupiny jsou v pfirodé
velmi rozsifené, zejména v ovoci, zelenin€ a semenech. Tyto latky se fadi mezi velmi
ucinné antioxidanty, diky své schopnosti zachycovat volné radikaly. Déle maji ucinky
ma piiznivy vliv pfedevS§im na kardiovaskularni systém. [39] Vyznamnou skupinu tvoii

flavonoly (pfedevs$im kvercetin) a anthokyaniny.

2.2.2.1 Kvercetin

Kvercetin (obr. 14) je biologicky aktivni flavonoid nachazejici se v celé¢ fadé
potravin napf. cibule, jablka, kapusta, Cervené vino, zeleny ¢aj. Ma ptiznivé Ucinky na
lidsky organismus. Diky své chemické struktufe je velmi U¢innym antioxidantem,
dokonce vice nez vitaminy C a E. V rostlinném materialu se obvykle nevyskytuje volny,

ale vazany na urcity sacharid a vytvaii tak stabilnéjsi glykosid (rutin, kvercetrin). [39]
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Obr. 14: Kvercetin

2.2.2.2 Anthokyaniny

Anthokyaniny jsou rostlinna barviva pattici do skupiny flavonoidi, vznikaji jako
sekundarni metabolity pii biochemickych procesech v bufnice. Doposud bylo
identifikovano zhruba 300 anthokyanint, diky ¢emuz se fadi mezi nejpocetnéjsi skupinu
rostlinych barviv. Jedna se o hydroxy nebo methoxyderivaty 2-fenylbenzopyryliovych
soli. Anthokyaniny se skladaji ze dvou slozek: barevné ¢ésti nazyvané aglykon
(anthokyanidin) a cukerné jednotky (napt. glukosa, galaktosa, xylosa), kterda zvysuje
stabilitu molekuly. Cukernd jednotka byvd navazana glykosidickou vazbou na
hydroxylové skupiny v poloze 3 a 5, vyjime¢né v polohéch 3°, 5 ¢i 7 daného aglykonu.
Tato Cast mize byt acylovand fenolickymi kyselinami napf. kyselinou kavovou,
ferulovou, kumarovou, hydroxybenzoovou. Ztrata cukerné jednotky v poloze 3
zpusobuje rozklad aglykonu a nevratnou ztratu barvy. Podle poc¢tu cukrii navazanych na
molekulu aglykonu délime anthokyaniny na monoglykosidy, diglykosidy, triglykosidy.
[21, 22]

Anthokyaniny jsou v kyselém prostiedi stabilni, vyskytuji se ve formé
flavyliového kationtu. Ten je tvofen dvéma aromatickymi cykly (A, C) a jednim cyklem
pyranovym (B). Uhliky v poloze 2 a 4 jsou nachylné k nukleofilnimu ataku. Naopak
uhliky vpoloze 6 a 8 jsou nachylné k elektrofilnimu ataku, diky ptfitomnosti
hydroxyskupin. Pii chemickych transformacich anthokyanini v potravinach se
vyznamné uplatiiuje hydroxyskupina v poloze 5, kde mlze vznikat druhy pyranovy

kruh. [23]

Anthokyaniny castecné absorbuji ve viditelné ¢asti spektra, diky ¢emuz tvofi

Sirokou Skdlu barevnych odstinii prechazejicich od tmavé modrych pies fialové a
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Cervené az po oranzoveé. Jsou pritomné v kvétech, plodech, listech, kotfenech, ale i
hlizach rostlin. Anthokyaniny jsou lokalizovany v bunéénych vakuolach rostlin. Uvadi
se, ze v ptirodé¢ existuje 15 vyznamnych anthokyaninll. Z toho pouze 6 se uziva
v potravinafstvi: kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin, malvidin (obr.
15). Hlavnimi zdroji jsou hrozny révy vinng, tfesné, Svestky, jahody, maliny, hrusky aj.
Mezi vyznamné rostliny obsahujici anthokyanova barviva patii napt. lilek, cerny rybiz,

brusinka, oliva, Cervené zeli, fedkvicky. [2, 24]

CH
o~ ?

OH
OH OH
OH
OH . HO o O
: VRPN o U 0
HO 0
AN CH
O _ Z o :
_ OH
oH OH
OH
OH

Kyanidin Delfinidin Malvidin

CHs o~

-

o
OH OH on
+ O HO o O HO 0 O
N O X O A OH
= Zon
O OH

HO 0
! Zon

OH

OH

Pelargonidin Peonidin Petunidin

Obr. 15: Aglykony anthokyaninti

Anthokyaniny jsou zna¢n€ nestabilni, reaktivni, snadno podléhaji oxidaci,

kondenzaénim i destrukénim reakcim.

Faktory ovliviiujici stabilitu anthokyaninu:
Vliv pH

Zbarveni pigmentl ovlivituje pfedevsim pH prostiedi (obr. 16). Anthokyaninové
roztoky pfi  pH < 3 dosahuji intenzivné Cerveného zbarveni, vyskytuji se ve formé

flavyliového kationtu. Pfi zvySovani pH dochazi k ustanoveni rovnovahy a odbarvovani
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¢erveného zabarveni. Nukleofilni adice vody na flavyliovy kation dava vznik bezbarvé
hemiacetalové formé (karbinolova pseudobaze), kterd mtize podlehnout otevieni kruhu
C za vzniku Zlutého chalkonu (tautomerni rovnovéaha). Deprotonizaci flavyliového
kationtu vznikd pfechodnd modfe zabarvena chinoidni anhydrobaze. K degradaci
anthokyaninii dochazi pii pH > 8. V ptipad¢ opétovného snizeni pH na hodnotu 1,
dochdzi k pfeméné chinoidni baze a karbinolové pseudobaze zpét na flavyliovy kation.
Stabilitu barviv pfi daném pH mtzou ovlivnit substituenty na kruhu B, stejn¢ jako dalsi
hydroxy- a methoxy- skupiny. Anthokyaniny obsahujici pouze jednu hydroxylovou
skupinu na kruhu B jsou stabilnéjsi nez ostatni barviva. Hydroxylové skupiny podporuji
modré zbarveni a jsou mén¢ stabilni. Naopak methylace hydroxylovych skupin vede ke

zvySeni stability slouc¢enin a podporuje predev§sim Cervené zbarveni. Také acylované

anthokyaniny vykazuji nizsi citlivost na zménu pH, diky v¢Etsi rozpustnosti ve vodé. [24,

25]

flavyliovy kation (AH') - cervena karbinolova pseudobaze (B) - bezbarva

H* pK = 4,3 pK =3

3 HO

chinoidni baze (A) - fialova chalkon (C) - Zluta

ionizovana chinoidni baze (A) - modra

Obr. 16: Vliv pH na barvu anthokyanidinu v roztoku
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Kopigmentacni efekt

Kopigmentace je jev, kdy dochazi k molekularni asociaci pigmenti s jinymi
organickymi slozkami za vzniku barevnych kopigmenta¢nich sloucenin ¢i komplext.
Tyto déje obecné vedou ke zvyseni absorbance a v nékterych piipadech i k posunu
vlnovych délek absorpcniho maxima pigmentu. NejbéznéjSimi kopigmenty jsou
flavonoidy (flavanoly, flavonoly), ale i polysacharidy, mannoproteiny nebo kovové
ionty. V ptipad¢, kdy je kopigmentacni sloueninou samotny anthokyanin dochézi
k dimeraci. Kopigmentem mtize byt i kovovy ion, coz vede ke vzniku kovovych
komplexti. Tvorba komplexti nebo kopigmentace vede k batochromnimu posunu ve
viditelné casti spektra, tudiz z cerveného do modrého zabarveni. Absorpéni maxima se
zvysi 0 5-20 nm. Batochromni posun souvisi s cervenym flavyliovym kationtem, stejné
tak 1 s modrou chinoidni bazi, avSak nartist barevné intenzity je zplisoben pouze

stabilizaci chinoidni baze. [24, 26]
Vliv kysliku, peroxidi a enzymi

Degradaci anthokyanind zptisobuje také kyslik, peroxidy a enzymy. Vzdusny
kyslik oxiduje anthokyaniny na nebarevné ¢i hnédé produkty. Oxidace probiha jednak
pifimo nebo nepiimo prostfednictvim jiz zoxidovanych slozek prostiedi. Destrukci
kyslikem urychluje pfitomnost alkoholu a svétla, diky nimz vznikaji dihydroflavonoly.
Na destrukci anthokyaninii se podili i peroxid vodiku, ktery se tvofi béhem oxidace
kyseliny L-askorbové. Na ztrat¢ barvy se mohou podilet také nékteré enzymy
rostlinnych pletiv. Aktivita enzymil je ddna odrGidou a stafim rostlinného materiélu,
zpusobem zpracovani €1 podminkami kultivace. Oznacuji se jako polyfenoloxidazy
nebo o-difenoloxidazy, které¢ katalizuji oxidaci fenolickych sloucenin s o-
dihydroxyskupinami na o-chinony. Tyto o-chinony déle reaguji mezi sebou a oxiduji

anthokyaniny za vzniku hnédé¢ zabarvenych produkti. [24]
Odbarvovaci ucinek oxidu sific¢itého

Oxid sifi¢ity se v potravinaistvi pouZzivd jako inhibitor mikrobidlniho ristu.
Odbarvovani anthokyaninii je dano nukleofilni reakci, kdy oxid sifi¢ity atakuje
flavyliovy kation za vzniku bezbarvé hemiacetalové vazby. Uvadi se, Ze oxid sificity
pfednostné atakuje pozici C4. Okyselenim materidlu na pH = 1 lze eliminovat

odbarvovaci ucinek SO,, diky ¢emuz dochazi k regeneraci anthokyaninii. [24]
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Pusobeni teploty a svétla

Dalsi faktory zpusobujici degradaci anthokyaninli jsou teplota a svétlo.
Rozkladné reakce zavisi na teplot¢ i na struktufe barviva. Acylace anthokyanini zvySuje
stabilitu vi¢i témto vlivim. Jejich degradace mtze probihat dvéma mechanismy. Bud’
se pii tepelném rozkladu 3-glykosidii otevie heterocyklicky kruh karbinolové baze za
vzniku bezbarvého chalkonu, ktery se vzapéti méni na 3-glukosyl-5,7-hydroxykumarin.
Nebo se po hydrolyze glykosidické vazby anthokyanidin pfeméni na chalkon, ktery dale
vytvari a-diketon, ten se pak rozklada na ptislusné fenolové derivaty. Anthokyaniny se

nejlépe skladuji v chladnu a temnu. [24]
Zmény zpiisobené cukry a jejich rozkladnymi procesy

Cukry a jejich rozkladné produkty zvySuji destrukci anthokyanint. Slou¢eniny
jako furfural a 5-hydroxymethylfurfural, tvofici se prostfednictvim Maillardovy reakce
nebo oxidaci kyseliny L-askorbové, mohou s anthokyaniny kondenzovat za vzniku
hnédé zabarvenych produktii. Tyto slouCeniny urychluji rozpad athokyaninii uz pfi
nizkych koncentracich a jsou pfimo zavislé na teplote. Negativni uc¢inky vSech cukri se

zvySuji v ptitomnosti kysliku. [24]
Kondenzacéni reakce

Monomerni anthokyaniny se vyznacuji nestabilitou a reaktivnosti, jsou
odpovédné za barvu mladych vin. Jejich koncentrace prudce klesa se zranim cervenych
vin, misto nich se tvofi stabilnéjSi oligomerni a polymerni struktury. Polymerni
struktury anthokyaninli jsou méné citlivé na zmény pH a odoln&j$i vii¢i odbarvovani
v pritomnosti oxidu sifi¢itého. Nepifimé kondenzacni reakce anthokyaninti a polyfenolt
jsou ovliviiovany nizkymi koncentracemi acetaldehydu. Ten vznikd jako produkt
oxida¢né-reduk¢nich reakci napt. béhem zrani vina. Acetaldehyd tvofi vazebného
prostiednika mezi flavonoidy (plivodné bezbarveé) a anthokyaniny. Acetaldehyd se
chova jako elektrofil a reaguje s nukleofilnim barvivem v pozici C8 ¢i C6. Vznika
kopigmentacni sloucenina propojena skupinou CH3CH. Vznikly komplex stabilizuje
modrou chinoidni formu a zvySuje barevnou intenzitu roztoku. Dochdzi k tvorbé
polymert riznych stupnd, pfevazné dimerd a trimert, které zplsobuji batochromni

posun. [24, 27]
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Tvorba kovovych komplext

V dutsledku nestability anhydrobaze jsou anthokyanové roztoky bezbarvné pfi
pH 3-7. Diive uvadénd kopigmentace a kondenza¢ni reakce umoznuji stabilizaci
anthokyanint, stejného vysledku lze dosédhnout vytvofenim komplexni slouceniny
s ionty kovil. Barviva interaguji s ionty Zeleza, cinu, hliniku, hot¢iku ¢i médi. Na rozdil
od kopigmentace, pouze anthokyaniny, které maji v B cyklu o-hydroxylové skupiny,
jsou schopné se komplexné véazat s kovovymi ionty. Tyto komplexy muze tvofit
kyanidin, delfidin a petunidin, nikoliv vSak pelargonidin, peonidin a malvidin. Interakce
zpusobuji batochromni posun ve viditelné ¢asti spektra a stabilizuji modrou chinoidni

bazi. Kovové komplexy se vyskytuji predevsim v kvétinach. [24]

Zastoupeni anthokyaninll v ptirod¢ je velice variabilni. Rostliny obsahuji bud’
jeden typ anthokyaninti (napf. Petunia, jablka, lilek) nebo smés vice barviv (napft. rod
Rosa a Tulipa ¢i hrozny révy vinné). Obecné plati, Ze barviva okrasnych rostlin jsou
komplexnéjsi, nez u ovoce a zeleniny. Barviva kvétin zahrnuji produkty
polyglykosylace a polyacylace, dochdzi vnich také k vysoce regulované sérii
biochemickych pochodd, coz vede k saddm riaznych sloucenin, které jsou zdrojem

Siroké palety barev a odstint.

Anthokyaniny se vyskytuji pfedevsim ve slupkach ovoce, vyjimku tvoii tfesné a

jahody, u kterych se nachéazi v duziné.

Nejvyznaméjsim zdrojem anthokyaninl je réva vinnd. Jeji evropské odridy
obsahuji pouze 3-monoglukosidy. Distribuce anthokyanini v ¢ervenych hroznech je
velmi proménlivd, zavisi na druhu, odriid€ a celé fad¢€ dalSich podminek. Prevladajicim
pigmentem je malvidin (42,6 % malvidin-3-glukosid a 20,5 % malvidin-3-
acetylglukosid). V hroznech révy bylo identifikovano 5 aglykoni, kromé& malvidinu,
také kyanidin, peonidin, delfinidin a petunidin. Cervena barva mladych vin je dana
stejnymi barvivy jako v hroznech, z nichz se extrahovaly pfi fermentaci. B€hem zrani
dochazi k zmé&nam zabarveni. Reaktivni monomerni anthokyaniny mladych vin pfechazi
na stabilnéjSi oligomerni a polymerni struktury, ¢imz dochdzi ke stabilizaci tmavSich

cervenych pigmentd.

Anthokyaniny patfi mezi potravinarskd barviva, oznacuji se E134. Barviva jsou

vhodna jen pro kyselé potraviny, jelikoZ svoji intenzivni barvu maji jen v prostedi s pH
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< 3,5. Nejcasteji se pouzivaji barviva ziskavéana z hrozna révy vinné, u nichZ je obsah
anthokyanint 0,3-7,5 g/kg. Dalsim bohatym zdrojem jsou bezinky (plody bezu ¢erného,

cervené hlavkové zeli a ibisek. [51]

2.2.3 Azobarviva
Azobarviva jsou latky obsahujici funkéni azoskupinu R-N=N-R’, na niz jsou
navazané dva organické zbytky (alifatické, aromatické ¢i heterocyklické). Podle poctu

azoskupin se déli na monoazo-, bisazo-, trisazo- az polyazobarviva).

Vyroba barviv ma 2 faze: diazotaci a azokopulaci (obr. 17). K diazotaci se
pouziva tzv. aktivni komponenta — vétSinou aromaticky amin, piip. heterocyklicka
aminosloucenina. Jako pasivni kopula¢ni komponenta se pouziva napt. fenol, naftol,
aromatické aminy ¢i alifatické slouceniny s aktivni -CH skupinou. Kopulace probiha

zpravidla do para polohy, ale v pfipad¢ jejiho obsazeni do polohy ortho.

+ -
\H, N=N"CI
1. Na,CO,
2. NaNO ,, HC, 0-5°C
$0,H SO;Na
. HO
N=N"CI

OH N

1. NaOH //

+ _ N
2. NaCl

SO3Na

Obr. 17: Syntéza azobarviv
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Syntetickd azobarviva predstavuji zhruba 70 % vSech barviv pouzivanych
k dobarvovani potravin v potravinaiském priamyslu. PouZivaji se ptedev§im azobarviva

zlutého a Cerveného zabarveni, naopak odstiny modré a hnédé barvy jsou méné casté.

Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1333/2008 o
potravinaiskych piidatnych latkach musi byt potraviny obsahujici stanovena azobarviva
(konkrétn¢ — Tabulka 3) povinné oznacena upozornénim na obalu: ,,latky mohou

nepriznive ovliviiovat ¢innost a pozornost deti . [33]

Tabulka 3: Synteticka barviva uzivana pro barveni potravin

Azobarvivo E - kod
Azorubin E 122
Cerveii Allura E 129
Chinolinova Zlut’ E 104
Ponceau 4R E 124
Tartrazin E 102
Zlut SY E 110

Barviva tartrazine (E 102), ponceau 4R (E 124) a amaranth (E 123) vyvolavaji
fadu diskuzi. U citlivych osob mohou tato barviva zpiisobit fadu nezadoucich Gcinkii.
NesnaSenlivost barviv se mize projevit jako kopfivka, angioedém, sipani, bolesti hlavy

aj. [30]

Do potravin, stejné jako do textilii, hygienickych prostfedkt a hrac¢ek se nesmi
pridavat azobarviva, ktera pii $t€peni azoskupin uvoliuji aromatické aminy. [31, 32]

Proto je dilezité vytvofit metody pro identifikaci téchto latek.

T¢kava azobarviva (napt. dimethylova Zlut’ ¢i alizarinova Zlut' — Obr. 18, 19) se
nesmi pridavat do potravinarskych vyrobka. Tuto skupinu barviv lze snadno analyzovat

pomoci plynové chromatografie. [34, 35]
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Obr. 18: Dimethylova zlut Obr. 19: Alizarinova zlut
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2.3 POTRAVINARSKA LEGISLATIVA

Dodrzovani pravnich pfedpistt a nafizeni kontroluji v Ceské republice tyto
instituce: Statni zemédélska a potravindiska inspekce, Statni veterindrni sprava,
Hygienicka sluzba. Potravinarska legislativa je uzce spjata i se zdkonem o ochrané

spotiebitele.

Statni dozor dohlizi na dodrzovani stanovené legislativy — kontroluji, zda vyrobci
a distributofi dodrzuji pfislusna nafizeni ve vSech fazich vyroby, skladovani a
distribuce. Tyto organy maji v kompetenci ukladat pokuty a navrhovat vhodna opatieni
pii nedodrzovani pravnich predpisi, dle Natizeni 2004/882/ES o ufednich kontrolach.

Cilem legislativy je snizovani negativnich vlivli potravin na spotiebitele. [12]

Vyrobci potravin jsou omezeni vyhlaskou ¢. 4/2008 Sb., v aktualnim znéni, kterou
jsou stanoveny podminky pouziti pfidavnych latek pii vyrobé - povinnosti kazdého
vyrobce je zajistit nezdvadnost potraviny od vyroby az do momentu, kdy ji spotiebitel
koupi. VSechna tato aditiva musi vyrobce uvést na obale potraviny v potadi dle jeho
mnozstvi. Uvadi se cely ndzev nebo kod obsahujici 4-5 symbold, tento kod vzdy
zac¢inam velkym pismenem E a je ndsledovan 3-4 mistnym cislem. Tento kod tika, Ze je
dané aditivum evidovano v systému Evropské unie, takto oznacené latky jsou zdravotné
nezavadné a jsou povoleny v potravinach ve stanovenych koncentracich (jsou stanoveny

nejvyssi pfipustnd mnozstvi).

Potravinovy vyrobek musi pfed uvedenim do ob¢hu spliovat zékladni podminky
pro uvadéni do ob&hu (neplati tedy pouze pro vyrobcee, ale i obchodniky uvadéjici zbozi
na trh), tyto podminky definuje napt. zdkon ¢. 110/1997 Sb., o potravinich a
tabdkovych vyrobcich. Jsou zde stanoveny zdkladni povinnosti, napf. provozovatel,
ktery uvadi potraviny do ob€hu, musi skladovat potraviny v takovych prostorach a za
takovych podminek, které nijak neovlivni zdravotni nezadvadnost a jakost potraviny.
Déle je povinen zabezpecit, aby ve vSech fazich uvadéni potravin do obé&hu, byl k

dispozici doklad o ptivodu zbozi. [13]

33



2.4 ANALYZA BARVIV

Potravinova barviva lze rozd¢lit do dvou hlavnich skupin - synteticka a piirodni -

které se podstatné lisi v charakteru, struktufe a chemickych vlastnostech.

2.4.1 Analyza syntetickych barviv
Synteticka potravindiska barviva zarucuji intenzivni a stalé barevné zabarveni
potravinaiskych vyrobkl. Néaklady na produkci téchto barviv jsou podstatné nizsi ve

srovnani s barvivy ptirodnimi.

Izolace syntetickych barviv z potravin a népojit zac¢ind extrakci, po niz obvykle
nasleduje purifikace. Purifikace slouzi k odstranéni interferujicich latek a
zkoncentrovani vzorku, ktery se dale identifikuje. Nékteré typy vzorkd potravin je
potieba ,,predupravit“ pred samotnou extrakci. Preduprava vzorku zahrnuje napf.
odstranéni tukil a zfedéni cukri pomoci organickych rozpoustédel, tyto latky by jinak

branily extrakci kvili své ,,lepkavosti* a sklonu tvofit emulze.

Pro stanoveni syntetickych potravindiskych barviv byla vyvinuta fada
analytickych metod napf. tenkovrstevnd chromatografie, spektrometrie, voltametrie,
diferencné pulsni polarografie, kapildrni elektroforéza, vysoko Uc¢inna kapalinova

chromatografie a iontova chromatografie.

V minulosti se pro identifikaci barviv v potravinach pouZzivala predevSim
papirova chromatografie (PC), ktera stale nachdzi uplatnéni v nékterych laboratofich,

predevsim diky relativné nizkym nakladiim a jednoduché instrumentaci.

Nejjednodussi chromatografickou technikou pro analyzu smési barviv je
tenkovrstevna chromatografie (TLC). TLC je nejlepSim feSenim pro kvalitativni
analyzu, poskytuje uspokojivé vysledky v kratkém case. TLC s denzitometrickou
detekci se vyuZzivala pfedevSim pro stanoveni syntetickych barviv v alkoholickych 1
nealkoholickych napojich. V soucasnosti je tato metoda standardizovana normou ISO
13496:2000, kterd se zabyva detekci syntetickych potravinaiskych barviv v mase a
mastnych vyrobcich. [41, 42, 43]
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Syntetickd azobarviva jsou stanovovana nejcastéji kapalinovou chromatografii s
UV/VIS nebo MS detekci, dale pak UV/VIS a infracervenou spektrometrii ¢i GC/MS.
Napt. pro stanoveni sulfonovanych azobarviv, které se pouzivaji v potravindch a

napojich, se pouzivda HPLC v reverznim systému.

Mimo tyto metody se pro analyzu barviv v potravinach stdle vice vyuziva
elektromigracnich metod, pfedevSim pak kapilarni elektroforéza. Touto metodou je
mozné separovat kyseld aniontova barviva. Vyhodou metody je mala spotieba vzorku a
pufru ¢i kratkd doba analyzy. Stanoveni barviv touto metodou neni standardizovano (na

rozdil od HPLC). [36, 37]

2.4.2 Analyza prirodnich barviv
Chemicka rozmanitost pfirodnich potravinaiskych barviv, slozitost jejich
struktur a Siroky rozsah aplikaci v potravinach a népojich pfinaSi pestrou skalu

analytickych postupti.
Kurkumin (E100)

Metody pro stanoveni kurkuminu v potravinach jsou ,,vzacné“. Bylo vyvinuto
pouze nékolik citlivych analytickych metod pro stanoveni kurkuminu z biologického
materidlu, které slouzi ke studiu jeho biologickych ucinkli a farmakologickych
vlastnosti. Pro stanoveni kurkuminu v potravindch se nejcastéji pouziva HPLC s DAD

¢1 fluorescenéni detekei. [41]
Karotenoidy (E160a-f, E161b, E161g)

V dnesni dobé€ se v potravinaiském primyslu vyviji znacné Usili k tomu, aby se
karotenoidy nepouzivaly do potravin pouze jako barviva, ale hlavné diky svym
prospeSnym ucinklim na lidsky organismus. V dasledku toho je drtiva vétSina metod
extrakce a analyzy karotenii zaméfena na stanoveni konkrétnich karotenoidii v ovoci,
zeleniné aj. K dispozici je pomérné malo informaci o metodach pro jejich stanoveni

v potravinach, v nichZ se pfirozen¢ nevyskytuji. [41]
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Annatto (E160b)

Nejcastéjsi metodou pro stanoveni bixinu a norbixinu (a jejich izomert) je

HPLC.

vvvvvvvvvv

HPLC je predevsim univerzalni pouziti, Ize separovat iontova i neiontova barviva ¢i
nepolarni barviva (napf. polyeny - karoteny). Tato metoda je mezindrodn¢€ uzndvana a

komer¢né dostupna. Jednou z nevyhod je pomérné velka spotfeba rozpoustédel. [36]
Analyza anthokyanu (E163)

Stanoveni anthokyanini zahrnuje extrakci (z rostlinného materialu ¢i
potravindiského vyrobku), izolaci, pfecisténi a nakonec identifikaci jednotlivych
anthokyanini ve vzorku. Analyza anthokyanini je komplikovand, jelikoz tyto
slouceniny snadno podl€haji strukturdlnim zméndm a komplexaénim reakcim. Diky
podobné struktufe a reaktivnim vlastnostem je nelze snadno oddélit od ostatnich
flavonoidd. Pro piesnou kvantitativni analyzu je mozné vyuzit cCisté standardy

anthokyanint.

Struktura aglykonu je tvofena 3 aromatickymi jadry substituovanymi
hydroxylovymi a methoxy skupinami. Tyto substituenty spolu s cukernou ¢asti
molekuly zajistuji jeji polarni vlastnosti. Tradiéné se k extrakci pouzivaji polarni
rozpoustédla jako voda, methanol ¢i ethanol. Diky toxicit¢ methanolu se v
potravinaiském primyslu dava piednost extrakci smési ethanol:voda. Vzhledem k
nestabilit¢ molekuly se extrakce provadi pii teplot¢ do 30°C a nizkém pH. Vzorek se
nejdiive extrahuje za pouziti kyseliny chlorovodikové ¢i mravenci. Nejbéznéji
pouzivanou extrakéni technikou je extrakce na pevné fazi (SPE), méné pak extrakce
kapalina-kapalina (LLE). Pti LLE extrakci se jako rozpoustédlo pouziva aceton, ktery je

ucinngjsi a poskytuje reprodukovatelnéjsi vysledky.

V minulosti se pro identifikaci anthokyanint a barviv obecné pouzivala papirova
(PC) a tenkovrstevna chromatografie (TLC), postupné bylo tyto techniky nahrazeny
sofistikovanéj$imi metodami jako vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) a

kapilarni elektroforéza (CE).
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Papirova chromatografie byla jednou z prvnich metod pouzivanych pro izolaci a
precisténi nekterych anthokyaninti v zavislosti na konkrétnim vzorku a mobilni fazi. K
separaci latek dochazi na zadkladé jejich rizné pohyblivosti v systému dvou fazi
(stacionarni a mobilni). PC sice umoznuje dobré rozliSeni pro nékteré smeési pigmentd,
jeji nevyhodou je Casova narocnost. Zavedeni TLC poskytuje fadu vyhod oproti PC
napt. mensi mnozstvi vzorkd pro analyzu, kratSi doba eluce a lepsi rozliSeni. Obé¢ tyto
metody neumoziuji ziskat vétsi mnozstvi Cistych anthokyanint. I pfesto jsou stile
pouzivany v mnoha laboratofich (napf. v potravinafském pramyslu), diky nizkym

nakladiim na analyzy.

Obecné nejpouzivangjsi metodou pro stanoveni anthokyaninti je HPLC. Zéklady
kapalinové chromatografie polozil rusky botanik Cvet na pocatku minulého stoleti. K
rozvoji této metody vSak dochdzi az od padesatych let minulého stoleti. Metoda se
pouziva pro kvantitativni 1 kvalitativni stanoveni anthokyaninti. V dne$ni dobé se pro
HPLC pouzivaji pfedev§im reverzni stacionarni faze. Nejcastéjsi detekéni metodou je
UV/Vis spektrometrie. Anthokyany maji specifické absorpéni maximum pii ~ 520 nm.
Obecné plati, ze spektralni vlastnosti anthokyanind jsou ovlivnény poctem
methoxylovych a hydroxylovych skupin na aglykonu, stejné tak i cukernou ¢asti
molekuly. V poslednim desetileti se rozvinulo spojeni HPLC s detekci pomoci
hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS). MS je velmi citliva a selektivni metoda, ktera
umoziuje identifikaci a kvantifikaci neznamych sloucenin ve vzorku. Pro lepsi urceni
struktury molekul zkoumané latky se vyuZiva spojeni s nukledrni magnetickou

rezonanci (HPLC/NMR).

Dalsi béZnou technikou vyuzivanou pro stanoveni anthokyaninii je kapilarni
elektroforéza (CE). V poslednich letech roste vyznam této metody diky schopnosti
separovat sloZité smési anthokyaninii. Kapilarni elektromigracni techniky se déli podle
rizného principu separace analytti do 6 skupin. Pro separaci anthokyaninl se nej¢astéji
pouziva kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a miceldrni elektrokineticka
chromatografie (MECK). CE je tradi¢né spojena s UV/Vis detekci, stale Castéji vSak
vyuziva detekci MS. Pouziti CE/MS poskytuje jednoznacnou identifikaci.

Pro analyzu né¢kterych flavonoidii a anthokyanini Ize uplatnit také plynovou

chromatografii s hmotnostni detekci. GC/MS je citliva a selektivni metoda, ktera byla
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pouzita napt. pro identifikaci a stanoveni polyfenolii (pelargonidin, kvercetin, katechin,

epikatechin aj.) ve vzorku lidské moci. [48]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 CHEMIKALIE
e Aceton, p.a., Lach-Ner, CR
e BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilil)trifluoracetamid), p.a., Fluka, Svycarsko
e Destilovana voda
e Dichlormethan, p.a., Lach-Ner, CR
e Dusitan sodny, p.a., Lach-Ner, CR
e Ethylacetat, p.a., Lach-Ner, CR
e Hexan, p.a., Lach-Ner, CR
e HMDS (hexamethyldisilazan), p.a., Fluka, Svycarsko
e Hydroxid sodny (10 %), p.a., Lachema N.P. Brno, CR
e Kyselina chlorovodikova (36 %), p.a., Lach-Ner, CR
e Kyselina mravenci (99,5 %), p.a., Sigma-aldrich
e Kiyselina sirova (konc., 26 %), p.a. Lach-Ner, CR
e Kiyselina trifluoroctova, p.a., Sigma-aldrich
e Methanol, p.a., Lach-Ner, CR
e N-methylmocovina, p.a., Fluka, évycarsko

e Pyridin (99,5 %), p.a., Lach-Ner, CR

Standardy:

e Alizarinova zlut, p.a., Sigma-aldrich
e Dimethylova Zlut, p.a., Sigma-aldrich
e Methanilova Zlut, p.a., Sigma-aldrich
e Kbvercetin, p.a., Sigma-aldrich

e Fisetin, p.a., Sigma-aldrich

e Kyanidin, p.a., Sigma-aldrich

e Malvidin, p.a., Sigma-aldrich

e Pelargonidin, p.a., Sigma-aldrich
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3.2 POMUCKY A PRISTROJE

e Analytické vahy NewClassic MS205

e QOdstredivka Eppendorf 5702

e Ultrazvukova lazen Elmasonic

e Automatické mikropipety, plastové Spicky

e Termoblok Evaterm

e SPE kolonky SBD-L, HLB

e Laboratorni sklo, centrifuga¢ni zkumavky, laborarni stojan a drzéky, pipety
odmérné baiky, hodinové sklo, krimpovaci klest¢ a krimpovaci vialky,

headspace vialky, sklenéné ty¢inky a ocelové Spachtle, eppendorfky, pH metr

Chromatografické analyzy standardi a vzorkti byly provedeny na plynovém
chromatografu HP 6890 s hmotnostnim detektorem 5973N (Agilent, Palo Alto, CA,
USA) nebo plynovém chromatografu HP 7890A s hmotnostnim detektorem MS 5975C
(Agilent, Palo Alto, CA, USA). Byla pouzita nepolarni kapilarni kolona HP-SMS (30m
x 0,25mm x 0,25um). Nosnym plynem bylo helium (99.998 %; pritokova rychlost 0,9
ml/min). K vyhodnoceni dat byl pouzit program MSD ChemStation E. a elektronicka
databaze spekter NIST 08 Mass Spectral Library.

VétSina analyz byla provedena s linearnim teplotnim programem 50°C — 2 min -
10°C/min - 300°C — 15 min pfi teploté nastfikového prostoru 280°C. Pfi analyze
vysokovroucich latek (silanizované anthokyaniny) byla teplota nastiiku zvySena na
300°C a konecna teplota kolony na 320°C. Davkovan byl 1 pl vzorku s davkovacim
pulsem 140 kPa, 0,4 min.
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3.3 DERIVATIZACE VZORKU

Vétsina vzorki byla upravena jednoduchou derivatizaci (silylace, methylace).

3.3.1 Methylace diazomethanem

Jednou z nejrychlejSich esterifikacnich reakci je vytvofeni methylesteru
z kyseliny reakci s diazomethanem (obr. 20). Tato metoda je vyuzivané nejen proto, ze
je reakce rychla, ale také proto, ze ma velky vytézek a nevyskytuji se témét zadné
vedlejsi reakce. Reakce probihd za pokojové teploty (pro reakci neni tieba extrémnich

podminek).

R - COOH + CH;N; — R-COO - CH; + N»

Obr. 20: Schéma diazotace

Diazomethan je zluty plyn, karcinogenni, nestaly, pfipravovan a pouzivan
v malych mnozstvich. Explozivni, je tieba se vyvarovat ptehtati. Obvykle se pouziva
jako ethericky roztok. Diky zluté barvé plsobi jako svij vlastni indikator a jeho

pfitomnost je dobfe patrna.

Priprava etherického roztoku diazomethanu:

Diazomethan byl  pfipraven  alkalickou  hydrolyzou  N-nitroso-N-
methylmoc€oviny. 11,1 g N-methylmocoviny a 12 g dusitanu draselného se rozpustilo
v 80 ml destilované vody. K této smési bylo postupné piidavano, za stalého michani a
chlazeni, 25-30 ml 3,17 M H,SO,. Nésledné se roztok nechal 2 hodiny stat. Poté byla
zfiltrovdna vznikld N-nitroso-N-methylmocovina, opatrné¢ rozpusténa v 50 ml
diethyletheru a rozloZena ptikapanim 30 ml 40 % KOH. Po 10 minutiach byl odebran
ethericky roztok diazomethanu a uskladnén pii -20 °C. [28, 29]
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3.3.2 Silylace

S S

Jednou z nejbéznéjsich derivatiza¢nich reakci je silylace, diky které dochazi ke
vzniku t€kavych derivati TMS (obr. 21). Tyto derivaty jsou tepelné stabilni a méné

polarni ve srovnani s pivodni latkou.

BSTFA je velmi rozSifené a univerzalni Cinidlo pro trimethylsilylaci napf.
alkoholti, alkaloidi, aminii a biogennich amind, karboxylovych kyselin, fenolii a

steroida.

CH; CH, CH

| o Yo T

Vzorek—?=+CH3—Si—X —> [vzorek—O—Si—X] — vzorek — O — Si— CH; + HX

H CH3 CH3 CH3

X= CF3 -C=N- Sl(CH3)3

0]

Obr. 21: Schéma silanizace

Toto ¢inidlo plsobi na danou slouceninu a dochazi tak k nahrazeni aktivniho
vodiku v polarni skupiné trimethylsilylovou skupinou —Si(CHj3)s. Tyto reakce probihaji
nejcastéji v pritomnosti pyridinu. Pyridin plsobi, jako rozpoustélo a katalyzator.

Reakéni smés je tfeba zahtivat, teplota a doba zahtivani se 1i8i pro jednotlivé analyty.

Vyhodou  BSTFA a jeho  wvedleSich  produktd  derivatizace
(trimethylsilyltrifluoracetamid a trifluoracetamid) je znacna tékavost, coz zpusobuje

mensi interferenci latek v chromatogramu. [29, 38]
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3.4 POUZITE POSTUPY

3.4.1 Analyza semen annato
Ptiprava vzorku vychazela z ¢lanku [47]. Vzorek byl pfipraven ze semen annato

alkalickou hydrolyzou a naslednou derivatizaci diazomethanem.

Do zkumavky bylo navdzeno 250 mg semen annato a 1 ml 10 % NaOH. Extrakt
byl zahfivan po dobu 1 hodiny na 80°C. Po ochlazeni byl vzorek 3 minuty
centrifugovan. Poté byla odebrana vrchni alkalicka vrstva. Vzorek byl okyselen 4 ml
HCI. Nasledn¢ extrahovan 1 ml dichlormethanu a néasledné¢ 1 ml ethylacetatu. Odebrana
spodni vrstva extraktu do krimpovaci vialky a odpatfena do sucha. Nakonec byl vzorek
derivatizovan dvéma podily diazomethanu (2 x 1 ml), zakoncentrovan pomoci proudu

dusiku na objem 0,5 ml a analyzovan pomoci GC-MS.

3.4.2 Analyza azobarviv

2 mg barviva (dimethylova zlut’, alizarinova zlut’) byly extrahovany do 0,5 ml
methanolu. 100 pl roztoku dimethylové Zluti bylo odebrano do krimpovaci vialky a
doplnéno do 1 ml methanolem. Takto ptipraveny vzorek byl analyzovan. Z druh¢ vialky
bylo odebrano 100 pl roztoku alizarinové Zluti, ktery byl nésledné odpaften,
derivatizovan 1 ml etherického roztoku diazomethanu, znovu odpaifen a rozpustén v 1

ml methanolu.

3.4.3 Analyza kurkuminu

Pyrolyza kurkuminu: K 200 mg mleté¢ kurkumy (kofeni) byly pfidany 2 ml
methanolu. Roztok byl n€kolik minut umistén do ultrazvuku, poté byl zcentrifugovan.
Extrakt nad usazeninou byl odebran do cisté vialky. Extrakce se opakovala jesté 2x.

Z takto pfipraveného roztoku byl odebran 1 ml extraktu a zfedén 5 ml methanolu.

Vzorky ryze: Do dvou kadinek bylo navdzeno 30 g ryZe. Do prvni kadinky se
ptidalo 10 mg Safranu a 80 ml vody. Do druhé kadinky se pfidalo 100 mg kurkumy a 80
ml vody. Oba vzorky se 30 minut povaftily. Po ochlazeni vzorku se z kazdé kadinky

odebraly 3 g uvarené ryze, ptidaly se 4 ml methanolu a nechaly se v ultrazvuku 45 min.
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Poté se vzorky zcentrifugovaly. Extrak vzorkii byl odebran do krimpovacich vialek a
odpaftil se na 0,5 ml. Zbylou ryzi jest¢ extrahujeme 2 ml methanolu, extrakt ptiddme
k pivodnim vzorkim a opét odpafime na 0,5 ml. Takto pfipravené vzorky byly

analyzovany GC-MS.

3.4.4 Analyza kvercetinu

Vzorek cibule: K 100 mg suchych cibulovych slupek byly ptfidany 4 ml roztoku
fisetinu (vnitini standard, ¢ = 0,25 mg/ml) v methanolu. Roztok byl extrahovan lhod. v
ultrazvuku, poté byl extrakt pfeveden do 10 ml odmérné banky. Extrakce se opakovala
4x (4 ml, 3 ml, 2x 2 ml MeOH). Z celkového extraktu bylo odebrano 0,5 ml vzorku.
Vzorek se odparil a silanizoval 60 pul BSTFA a 60 ul pyridinu pti 80 °C 30 minut.

Nakonec se pridalo 880 pul hexanu a analyzovalo pomoci GC-MS.

3.4.5 Analyza anthokyaninu

Vzorky vina: K 5 ml vina bylo pfidano 5 ml 3M HCI. Roztok byl 1,5 hod.
hydrolyzovan pti 105 °C. Poté byly vzorky zchlazeny proudem studené vody a
zcentrifugovany. Odebral se kapalny podil vzorku. Sml extraktu bylo pievedeno do 50
ml odméré banky a doplnéno na definovany objem. Takto pfipraveny vzorek byl
nanesen na HLB kolonky. Kondicionace kolonky 2 x 1 ml 5 %HCOOH v MeOH, poté
1 ml 0,05 M HCI, nanést vzorek, poté¢ promyt 1 ml 0,05 M HCI. Eluce vzorku 4x 0,5 ml
5 % HCOOH v MeOH. Déle byl vzorek odpaten a silanizovan (100 pl pyridin + 100 pl
BSTFA), poté bylo pfidano 300 ul hexanu a vzorek byl analyzovan na GC-MS.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 ANALYZA BIXINU

Struktura bixinu je tvofena nenasycenym isoprenoidnim fetézcem s dvéma
karboxylovymi skupinami, z nichz jedna je esterifikovana methanolem a druha ziistava
volna (obr. 7) Vedle bixinu se vyskytuje i norbixin se dvéma volnymi karboxylovymi
skupinami (obr. 8). Pro izolaci téchto barviv se vyuziva hydrolyzy a extrakce
pusobenim roztoku alkalického hydroxidu. Pro analyzu pomoci GC/MS je mozné
s vyhodou pievést dikarboxylovou kyselinu, piipadné monomethyl ester, na spole¢ny
produkt — dimethylester, tzv. methylbixin. Hmotnostni spektrum methylbixinu je
popsano v literatuie [44]. Dominantnim iontem ve spektru je ion 145 m/z, dale 197, 349
m/z a molekularni ion 408 m/z (obr. 22). Pii analyze vzorku izolovaného ze semen
annato byl ziskdn chromatogram, kde podobné hmotnostni spektrum piislusi n¢kolika
pikiim eluovanym v ¢ase 24 az 27 min (Obr. 23). Lze predpokladat, ze uvedena serie
pikd pfislusi izomerim bixinu, které¢ pravdépodobné vznikly v disledku spontani
izomerace vlivem vysoké teploty béhem nésttiku a plynoveé chromatografické separace.
Vzhledem k zna¢nému poctu dvojnych vazeb v molekule (celkem 9 dvojnych vazeb
v uhlovodikové ¢asti molekuly) 1ze predpoklddat vznik velkého mnozstvi predev§im
geometrickych (cis — trans) izomert methylbixinu ¢emuz odpovida velké mnozstvi
detekovanych pikd s podobnymi hmotnostnimi spektry. Pro kvantitativni analyzu bixinu
by bylo nutné vyhodnotit piky vSech detekovanych izomert, coZ je pro praktické vyuziti
nevyhodné. Jistym feSenim by mohlo byt potlaceni izomerace peclivou optimalizaci
podminek a/nebo vhodnou chemickou konverzi analytu (naptfiklad katalytickou
hydrogenaci pfi nastfiku vzorku). Za danych podminek je metoda vyuzitelna spise pro

kvalitativni detekci bixinu ve vzorku.
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum methylbixinu
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Obr. 23: Iontovy chromatogram pro ionty 145 a 408 m/z; izomery bixinu po derivatizaci
diazomethanem
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4.2 ANALYZA AZOBARVIV

Azobarviva jsou diskutovanou skupinou barviv diky svym moznym nezadoucim
ucinkiim. Doposud nebylo prokazano, Ze by jednotlivda azobarviva nebo jejich
kombinace v mnozstvi ureném legislativou vyvolaly zévazné nezadouci uUc¢inky u

spotiebiteld. [5, 53]

Skupina azobarviv, kterymi se zabyva tato ¢ast prace, by se dle soucasné
legislativy neméla v potravinadch vyskytovat, tudiz analyzy neprobihaly na vzorcich

potravin, ale pouze na standardech barviv (Sigma-Aldrich).

V ramci této studie byly testovany tfi modelové slouCeniny reprezentujici tii
strukturni typy azobarviv: metanilova zlut’ (sulfonované azobarvivo), alizarinova zlut
(azobarvivo s karboxylovou skupinou) a dimethylova zlut' (azobarvivo bez kyselych
skupin). Sulfonované azobarvivo se za uvedenych podminek nepodafilo pfevést na
derivat vhodny pro plynovou chromatografii a b&hem experimentdlni prace se
nepodafilo nalézt podminky dovolujici detekci metanilové zluti. Naproti tomu
karboxylovou skupinu alizarinové zluti bylo mozno methylovat jednoduchou
derivatizaci a detekovat jako jediny pik s hmotnostnim spektrem odpovidajicim
ptislusnému dimethylderivatu (methoxy-methylester) (obr. 26 a 27). Dimethylova Zlut
bez dalSich polarnich (kyselych) skupin byla detekovana bez derivatizace a dalSich

uprav v nativni forme (obr. 24 a 25).
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Obr. 24: Hmotnostni spektrum dimethylové Zluti; porovnani s knihovnou spekter NIST

2008.
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Obr. 25: Tontovy chromatogram pro ion 120 m/z, dimethylova zlut’ (standard)
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Obr. 26: Hmotnostni spektrum alizarinové Zluti
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4.3 ANALYZA KURKUMINU

Kurkumin je barvivo intenzivni zluté barvy. Molekula kurkuminu obsahuje dvé
aromatickd jadra, spojend uhlovodikovym fetézcem a né¢kolik polarnich kyslikatych
skupin (hydroxylové, karbonylové a methoxylové skupiny). Kurkumin je cenény pro
své antioxidacni vlastnosti. V podminkdch plynové chromatografie ho vSak nelze
detekovat, jelikoz neni dostateCné¢ tepelné¢ staly. V chromatogramu extrakta
obsahujicich kurkumin je vSak mozné detekovat pik, jehoz hmotnostni spektrum
odpovida feruloylmethanu — predpoklddanému produktu pyrolytického Stépeni
molekuly kurkuminu. Feruloylmethan se zafind objevovat pii teploté nastiikového
prostoru 200°C a jeho mnoZstvi se zvySuje s rostouci teplotou nastfiku. Srovnatelné
velkd molekula curlonu (meziprodukt biosyntézy kurkuminu pfirozené se vyskytujci
v kurkumé a pfislusnych extraktech) je pfitom detekovana jiz pii teplotach nastiiku
okolo 100°C (obr. 29). Lze ptedpokladat, ze pokud by ve vzorku byla pfitomna
srovnatelnd molekula feruloylmethanu, méla by byt detekovana za srovantelnych
podminek. Jestlize se zacind objevovat teprve pii teplotach o 100°C vyssich, pak se
ziejmé jedna o latku, kterd ve vzorku pfitomna neni, ale vznikd v dasledku
pyrolytického rozkladu jiné slozky (kurkuminu) terpve pfi vysSich teplotach. Za téchto
podminek by bylo mozné povazovat pyrolyticky produkt za marker prokazujici

pritomnost kurkuminu ve vzorku.

Dtikaz kurkuminu zaloZeny na detekci feruloylmethanu byl vyuzit k odliSeni
dvou vzorkl ryze obarvenych v prvnim ptipad¢ vysoce cenénym Safrdnem a ve druhém
pfipadé¢ kurkumou jako ndhrazkovym barvivem. Na obr. 30 je zfetelné patrny pik
feruloylmethanu (reten¢ni ¢as 18,2 min) v extraktu ze vzorku ryze obarvené kurkumou,

zatimco v ryzi obarvené Safranem tento pik detekovan neni.
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Obr. 28: Zavislost plochy piku curlonu a feruloylmethanu na teploté nastiiku
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Obr. 29: Vznik feruloylmethanu v néstfikovém prostoru; pocatecni teplota nastiikového
prostoru 180 °C zvySujici se po 20 °C na kone¢nou teplotu 320 °C
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4.4 ANALYZA KVERCETINU

Kvercetin je jednim z nejrozsifenéjSich flavonoida v lidské stravé. Je to jeden
z nejsilngjSich antioxidantd mezi polyfenoly, také byly prokazany jeho antivirové,
obsazena v cibuli, jablkach, hroznech, ¢erveném vingé, cerném a zeleném caji [45, 46].
Struktura molekuly je tvofena tfemi aromatickymi jadry substituovanymi péti
hydroxylovymi skupinami. Diky pfitomnosti hydroxylovych skupin tvofi kvercetin

celou fadu derivatl, predevsim glykosidy a ethery. [49]

Pro izolaci barviva se vyuzila opakovana extrakce rozpoustédlem. Kvuli
polarnimu charakteru molekuly byl pro extrakci vybran methanol. Vysledny extrakt byl
odpafen, silanizovan pomoci silaniza¢niho c¢inidla BSTFA a analyzovan metodou
GC/MS. Dominantnim iontem ve spektru je ion 647 m/z a 559 m/z. Chromatogram
extraktu z cibulovych slupek a hmotnostni spektrum TMS derivatu kvercetinu (obr. 33 a

32).

Kvercetin byl stanovovan ve slupkach Cervené a zluté cibule. Pro kvantifikaci
cilové latky byla pouzita metoda vnitiniho standardu (ISTD). Jako vnitini standard byl
pouzit roztok fisetinu v methanolu o koncentraci 0,25 mg/ml. Pro vyslednou

koncentraci vzorku plati:

Vypoctené koncentrace byly korigovany odezvovym faktorem urenym
nezavislou analyzou standardu. Kalibrac¢ni zavislosti fisetinu a kvercetinu pouzité pro
vypocet odezvoveého faktoru jsou uvedeny na obr. 34. Hodnota odezvového faktoru
¢inila 0,48. Nalezené koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4. Z uvedenych hodnot je
zifejmé, ze Zluta cibule obsahuje vice kvercetinu nez cervena a slupky ze svrchni ¢asti
cibule (blize nati a fotosyntetizujicim pletiviim) obsahuji vét§si mnoZzstvi kvercetinu nez

slupky ze spodni ¢asti cibule (bliZze kofentim).
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Obr. 32: Hmotnostni spektrum derivatizované¢ho kvercetinu z cibulovych slupek
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Obr. 33: Chromatogram extraktu z cibule; celkovy iontovy proud
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Tabulka 4: Obsah kvercetinu ve slupkach ¢ervené a zluté cibule

Vzorek

Kvercetin (%, m/m)

Cibule cervend, vn¢jsi slupka z vrchni ¢asti cibule

Cibule ¢ervend, vnéjsi slupka ze spodni ¢asti cibule

Cibule ¢ervend, vnitini slupka z vrchni ¢asti cibule

Cibule cervend, vnitini slupka ze spodni ¢asti cibule

Cibule Zluta, vngjsi slupka z vrchni ¢asti cibule

Cibule zluta, vnéjsi slupka ze spodni casti cibule

Cibule Zlutd, vnitini slupka z vrchni ¢asti cibule

Cibule zluta, vnitini slupka ze spodni Casti cibule

0,81
0,31
0,77
0,66
3,55
0,28
0,96
0,25
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Obr. 34: Graf kalibra¢ni zavislosti kvercetinu a fisetinu
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4.5 ANALYZA AGLYKONU ANTHOKYANOVYCH BARVIV

Anthokyany jsou piirodni pigmenty, které proptjcuji rostlinnym pletiviim celou
Skalu barev od cervené pies fialovou az po modrou. V rostlinnych materidlech se
ziidkakdy vyskytuje samostatny aglykon, vétSinou je anthokyanidin glykosilovan pro
zvySeni stability molekuly. Jak uz bylo feCeno diive, tyto slouceniny maji silné
antioxidacni vlastnosti, coz je zplsobeno tim, ze maji ve své struktufe nedostatek

elektront, a tak jsou velmi reaktivni vici kyslikovym radikalim. [40, 50, 52]

V této studii jsem se zaméfila na aglykony pyranovych barviv, piesnéji
pelargonidin, malvidin a kyanidin. Tato barviva jsem vybrala na zakladé¢ podobné
struktury (vSechny vychazi z flavonoidového kationtu s riznym poctem navazanych

substituentt).

Pti ptipravé vzorkl se vyuziva toho, ze v kyselém prostiedi dochéazi k odstépeni
cukerné slozky molekuly a uvolnéni barviva, proto jsem pro izolaci barviv pouzila
roztok kyseliny chlorovodikové pti zvysené teploté (105 °C; 1,5 hod). V ptipadé téchto
vzorkl byla degradace umocnéna 1 tepelné (100°C). Poté byly vzorky zchlazeny a byla
odebrana kapalnd c¢éast vzorku, ve které se nachdzi uvolnéné aglykony. Déle byl
hydrolyzat purifikovan pomoci SPE extrakce. Protoze tato barviva nejsou tékava, bylo
potieba vzorky nasilanizovat pomoci BSTFA, coZ umozZnilo vzorky analyzovat pomoci

GC/MS.

Experiment byl provadén na vzorcich ¢erveného vina (odriidy Merlot, Frankovka,
Cabernet Moravia, Svatovaviinecké), ¢ervenych fazoli a kvétech pelargonie (obr. 35).
Tyto vzorky byly srovnany se standardy barviv. Na obr. 35 mzeme pozorovat standard
malvidinu (v retencnim Case 27,54 min.), pelargonidinu (v reten¢nim case 26,28 min.) a

kyanidinu (v reten¢nim ¢ase 26,89 min.).

Ze ziskanych hmotnostnich spekter byl vybran ion 395 m/z [CisH3,04Si5]", ktery
je spolecny pro vSechny tfi sledované aglykony. Jednotlivé aglykony lze rozlisit na
zakladé molekularnich iontl. Molekularni ion 560 m/z (obr. 36) pro pelargonidin,
molekularni ion 620 m/z (obr. 37) pro malvidin a molekuldrni ion 648 m/z (obr. 38) pro
kyanidin.
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I presto, ze se predpokladd, ze GC neni vhodné pro detekci anthokyanti, tato
studie prokazala, ze pfi dodrzeni postupu — hydrolyza, precisténi pomoci SPE,
silanizace — je stanoveni barviv pomoci této metody mozné. Ve vSech sledovanych
vzorcich byl detekovan nejvySe hydroxylovany (resp. methoxylovany) malvidin.
Nejmensi molekula pelargonidinu byla detekovana v kvétech pelargonie a ve slupkach
cervenych fazoli. Kyanidin byl nalezen jako pievladajici aglykon ve vzorcich vin,

s vyjimkou kabernetu, kde byl prevladajici slozkou malvidin.
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Obr. 35: Analyza trimethylsilylderivatd aglykont
(rekonstruované iontové chromatogramy pro ion 395 m/z)
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5 ZAVER

Tato studie si kladla za cil otestovat vybrané skupiny barviv uZzivanych
v potravinach metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Plynova
chromatografie se povazuje za metodu nevhodnou pro stanoveni barviv, proto byva
prvni  volbou metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie ¢i kapilarni
elektroforéza. Jelikoz tvoifi barviva pestrou skupinu latek s rGznymi chemickymi
strukturami, vybrala jsem takové skupiny, které se jevily jako vhodné po jednoduché

upraveé vzorku.

Teoreticka cast prace shrnuje zakladni poznatky o vybranych skupinach
zkoumanych barviv, jejich vyuziti v potravinafském primyslu a jejich stanoveni pomoci

riznych metod.

Praktickd Cast se zamétuje predevsim na extrakci, purifikaci a identifikaci barviv
(bixin, kurkumin, dimethylova a alizarinova Zlut’, kvercetin a aglykony anthoyanii —

malvidin, kyanidin, pelargonidin) pomoci metody GC/MS.

Bylo zjisténo, ze kvantitativni stanoveni methylbixinu v semenech annato je
problematické diky vzniku velkého mnozstvi geometrickych izomert. Za danych

podminek je metoda vyuzitelna spise pro kvalitativni analyzu.

Vybrand azobarviva (dimethylova a alizarinova zlut) bylo moZzné detekovat po
jednoduché upravé vzorku, pouze sulfonované azobarvivo se za danych podminek

nepodafilo pfevést na derivat vhodny pro GC.

Stanoveni kurkuminu bylo zalozZeno na detekci feruloylmethanu, coz bylo vyuZito k
odliSeni dvou vzorkl ryze obarvenych vysoce cenénym Safrdnem a kurkumou jako

nahrazkovym barvivem.

Kvercetin byl stanovovan ve slupkach cervené a Zluté cibule. Pro kvantifikaci
cilové latky byla pouzita metoda vnitfniho standardu (fisetin). Z naméfenych dat
vyplyva, ze nejvice kvercetinu obsahuji suché vné&jsi slupky zluté cibule odebrané

z vrchni ¢asti cibule.
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A¢ se to nepiedpokladalo, pomoci GC/MS byly detekovany 1 aglykony
anthokyanint (malvidin, kyanidin a pelargonidin) v ¢ervenych vinech, slupkach fazoli a

v kvétech pelargonie.
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6 SEZNAM ZKRATEK

ADI
BSTFA
CE
CZE
EFSA
GC
HPLC
LLE
MECK
MS
NMR
PC
SPE
TLC
TMS

piijatelna denni davka
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
kapilarni elektroforéza

kapilarni zonova elektroforéza

evropsky ufad pro bezpecnost potravin
plynova chromatografie

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
extrakce kapalina-kapalina

micelarni elektrokineticka chromatografie
hmotnostni spektrometrie

nuklearni magneticka rezonance
papirova chromatografie

extrakce na pevné fazi

tenkovrstevna chromatografie

trimethylsilylova skupina
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