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1. GVoD

Antokyany jsou pfirozend barviva vytvatejici Cervené
zbarveni potravindfskych v§robkli rostlinného piivodu,
napf. ovocnych nédpoji a vin, pokud zde oviem nebyly
simulovany syntetickymi barvivy. V £i8i fléry tvofi velmi
pestrou smés chemicky pfibuznych latek majicich spo-
leEny polyfenolovy zédklad, tzv. flavyliovy ion, ktery je
strukturné blizky katechinim a flavonoidiim. Pro jeho
oznaceni se pouZivd sprdvného nazvu antokyanidin, jeho
glykosylované formy se nazyvaji antokyaniny. Jejich
chemické vlastnosti jsou mnohotvarné a sloZité. Z nich
vyplyva i komplikovanost déjii, jimiZ se vytvafi, mé&ni
nebo zanikd pFirozené zbarveni ovoce a vyrobkid z ného,
ale také bohaty vy¢bér zpilisobd, jimiZ lze tyto latky roz-
lisit od jinych pfirozenych a od syntetick§ch barviv.

Pro stanoveni antokyanl v potravindch jsou uvedeny
laboratorni postupy v odbornych pfiruc¢kach [1, 2]; ty
jsou v3ak spiSe urteny pro analyzu ovocnych surovin a
nebyly zatim inovovdny v kontextu s vyvojem modernich
laboratornich prostfedklt a technik. Vypracovali jsme
proto metodu pro diikaz pFitomnosti antokyanli a pro
jejich kvantitativni stanoveni v né&kter¢ch potravinaf-
skych vyrobcich a zde uvddime postupy pfi hodnoceni
tervené zbarvenych nealkoholickych i alkoholick§ch né-
poji.

2. LABORATORNI CAST

Pri separaci a identifikaci antokyani v tekutych vy-
robcich se mohou uplatnit téméf vSechny znamé izola&ni
techniky, zejména chromatografické, véetné déleni elek-
troforetického, na molekulovych sitech a rozdéleni vy-
sokotlakou kapalinovou chromatografii (piehledn& zpra-
covand analytika antokyanii je napf. v pracich 3, 4, 5, 9).
Provéfovali jsme nékolik dostupnych metod s cilem najit
a popfip. modifikovat postupy pro rutinni pouZiti, jeZ
by vyhovovaly nezbytnym poZadavkiim na spolehlivost
stanoveni. Pozornost jsme zamé&fili zejména na separaci,
kvalitativni diikkaz a kvantitativni stanoveni v3ech ba-
revnych sloucenin s flavyliovym jddrem, tzn. jak agly-
konli (antokyanidini), tak i jejich glykosidli (antokya-
nind), které uvaZujeme sdruZené a spoletné je nazgyvame
antokyany.

2.1 Extrakce barviv

Z népojl intenzivn& barevnych (Cervend vina, ovocné
sirupy, dZusy apod.) se barviva adsorbuji na praskovy
polyamid (pro chromatografické Gely) nebo na poly-
vinylpyrrolidon (byl pouZivdn nerozpustny Polyclar AT,
virobce GAF, Rakousko). PFili§ husté nebo suché népojo-
vé vyrobky se pfedtim zfedi, popt. protfepavaji s nékoli-
kandsobnym objemem vody. Népoje slab& zbarvené (li-
monédy, mo3ty) se pro kvantitativnhi anal§zu zahu3tuji
ve vakuu pfi teploté pod 40 °C. Pro a&ely kvantitativniho
stanoven{ je nutné adsorpci 2—4krédt opakovat, popf. sus-
penzi sorbentu s népojem zahiffvat na 40°C, Operaci je

moZno provést ve zkumavce [5ml vzorku a 1g sorben-
tu); sorbent se oddéli odstfedénim nebo filtraci a pfed
eluci barviv se promyje vodou a metanolem, které od-
strani cukry a pfebytek vody. Antokyany se z né&ho
eluuji promytim metanolem okyselenym 0,1—0,5 % HCI
(vice okyseleny alkohol méa v&t3i eludni G&innost). Nesmi
se opomenout, Ze spolu s antokyany se uvedenym postu-
pem zCdsti separujf i syntetickd barviva, kterd se pro-
jevujf siln&jsi vazbou na sorbent.

Jinym pouZitelnym sorp&nim prostfedkem je Kkatex
Dowex 50W X 4 v H+-form& kter§ reverzibilng vaze
flavyliové kationty. Desorpci antokyanii lze i v tomto
piipadé provést okyselenym metanolem. Ze slab& zbar-
venych ndpoji je moZné antokyany izolovat sréaZenim
olovnatou soli [6]. Z precipitatu se uvoliiuji okyselenym
butanolem, pfevedou se do petroléteru a z ného se vy-
tfepou do malého objemu vody, v némZ tak jsou n&kolika-
ndsobné zkoncentrovany. AvSak ani pfi tomto postupu
nejsou zcela eliminovdna syntetickd barviva, z nichZ
zejména Viktoriarubin prechéazi ve velkém podilu do vy-
sledného extraktu.

2.2 Chromatografickd separace antokyanii ze smdsi s ji-
nymi prirozenymi a syntetick§mi barvivy

Z mnoha vyzkouSenych technik uvadime strudny
prehled téch, jeZ se nejlépe osvé&d&ily a jsou univerzalné
pouZitelné pro extrakty z nejrizngjSich druhii napoji.
Ovéfovédni téchto metod bylo provddéno s koncentrova-
nymi barevnymi roztoky (pfipravenymi postupy uvede-
nymi v kap. 2.1), jako standard bylo pouZivdno &isté-
nych extraktli z riiznych rostlinnych zdroji (kvéty riiZi,
slupky Fedkvifek, plody ¢erného jefdbu aj.). Spole&né
s nimi bylo hodnoceno chromatografické chovédni viech
Cervenych syntetickych potravindfskych barviv povole-
nych v CSSR.

Deéleni na tenkijch vrstvdch

Mikrokrystalicka celulé6za LT (Lachema Brno), vyvijeci
smeés & 1, 2, 3

Lucefol, vyvijeci smés ¢. 4

Silikagel (Kieselgel G, Woelm DC), vyvijeci smés &. 5,
a5

Silufol, vyvijeci smés €. 8, 9

Polyamid pro TLC, vyvijeci smés &. 10, 11

Smés polyamidu a mikrokrystalické celulézy LT (4:1),
vyvijeci smés €. 2, 11, 12

Polyvinylpyrrolidon, vyvijeci smeés ¢&. 11

Spheron S 1000 (kysely katex, glykolmetakrylatovy gel
se sulfonovymi skupinami, vyrobce Lachema Brno,
0,040—0,063 mm ), vyvijeci smés ¢. 2, 3

Alufol, vyvijeci smés €. 7

Déleni na sloupcich (50—150 X 5—12 mm)

Mikrokrystalicka celul6za LK (Lachema Brno), vyvijeci
smés &. 2, 13

Polyamid, vyvijeci smés € 2 (obsah alhokolu se postup-
né zvysuje na 70 a 90 %)
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Spheron S 1000, vyvijeci smés €. 2, 14, 15

Polyvinylpyrrolidon, vyvijeci smés €. 7, event. nasledné
¢. 16 a 17

Dowex 1X2 v acetatové forme, vymyvaci roztok ¢. 18

SloZeni vyvijecich smési

1-butanol — kys. octova — voda 6:1:2

etanol — voda 1:1

HCl — kyselina octovda — 1:2:8

1-butanol — 5% kyselina octovd 1:1
methylethylketon — 1-butanol — Kkys. mraven¢i —
volda's:-3:1:3

¢ 0 O 0 O
Genf® Rt 1" 1 g ™)
s W N =

¢. 6 dioxan — voda — Kkyselina octovd 6:3:1

€. 7 octan ethylnaty — kyselina mravenli — voda
70:15:15

¢. 8 1-butanol — etanol — kyselina octovd — voda
528022

¢. 9 aceton — octan ethylnaty — kyselina mravenéi —
voda 10:11:2:4

¢. 10 etanol (nebo metanol) — voda 1:1

¢. 11 etanol — methylethylketon — aceton — voda
19::155:5= 65

€. 12 metanol — voda — kyselina octova 7:2:1

€ 13 12g NaCl ve 200 ml 50% etanolu + 2 ml HCI

¢. 14 voda — HCI 100:1

¢. 15 voda HCI1O4 100:1

& 16 etanol — voda 10:5 + 1 % H,S0,

¢ 17 metanol — voda 1:1 + 0,1 % HCI, obsah alkoho-

lu se zvy3uje na 70 a 90 %; syntetickd barviva se
fixuji na hladiné sloupce a lze je desorbovat ace-
tonem nebo dioxanem okyselenym kyselinou siro-
vou (1 %)

& 18 0,02—0,1M HCI nebo 0,2—0,5M kyselina octova

Uvedené chromatografické postupy umoZiiuji dosta-
tecné vyrazné a rychlé rozdéleni antokyanovych od syn-
tetickych barviv a v mnoha pfipadech i rozdéleni jednot-
livgch antokyanii zastoupenych v analyzované smési.
U veétsiny popsanych typl sorbentii a pfislusnych vyvi-
jecich sm&si jsou antokyany nejpohyblivéjsi barevnou
latkou. Jejich chromatografické chovani vSak miZe byt
v nékterych pifpadech zcela odlisné. Je proto potFebné
ovéfeni druhu barviva, a to provedenim rychlé a jedno-
duché chemické reakce s jednotlivimi chromatograficky
rozdélenymi slozkami (tj. s eluaty pri sloupcové a s vy-
mytymi skvrnami p¥i tenkovrstvé technice).

2.3 Detekce antokyanii selektivnimi chemickymi reakcemi

Z potetné tady reakci, jimiZ se pozitivné projevuje
vétSina antokyanii a naopak jsou zpravidla inertni syn-
tetickd i jina pfirozena ervena barviva, se nejlépe osvéd-
cuji:

1. Zména zbarveni roztoku po alkalizaci; s amonia-
kem do pH 7 se odbarvuje, pfi pH 8—10 vzniké fialové
modré zbarveni, s louhem nad pH 10 se vytvoii Sedo-
modré a posléze Zluté (chalkonové) zbarveni; po oky-
selenf na pH 5 se obnovuje plvodni Cervena barva.

2. Reakci s oxidem siFi€itym (nebo hydrogensifiCita-
nem) se antokyany obvykle odbarvuji (reverzibilng).

3. Reakci s octanem olovnatym (8% roztok) v mirné
kyselém prostfedi vznika Sedomodrd sraZenina; rozpous-
ti se v koncentrované kyseling chloristé na ¢ervené& zbar-
veny roztok.

4. Z etanolového roztoku lze antokyany vysrdaZet 10na-
sobnym piebytkem diethyletheru.

5. Peroxid vodiku odbarvuje vétsinu antokyani.

6. Reakci antokyanii s hlinitou soli vznikaji silné
zbarvené Cervené komplexy.

7. Smisenim nékterych antokyanii s flavonolem, napf.
s rhamnetinem v poméru 1:3 vznikd kopigmenta&ni
efekt; projevuje se posunem vinové délky maximalni
absorbance o 20 nm a zvétSenim hodnoty extinkce o 200
az 250 %.

ProtoZe Zadnd z téchto reakci neni univerzdlné plat-
nd, je Zadouci pouZit k ovéieni antokyanového charak-
teru barviva sou¢asné& nékolika z nich. .

2.4 Kvantitativni stanoveni antokyanii

Provadi se kolorimetricky po chromatografické izolaci.
Zdrojem nesndzi je obtiZnd dostupnost Kkrystalickych
preparati pouZitelnych jako standardi. Je moZné postu-
povat nepiimo fotometrickym méfenim roztoku barviva
pfi dvou riznych hodnotdch pH; obsah latky lze vypo-
¢itat empirickymi vzorci, napf. podle Rayleigha [7].
Alternativni postup doporutovany Wrolstadem et al. [8]
spoéiva v diferentnim méfeni absorbance plivodniho
extraktu a extraktu odbarveného hydrogensiri¢itanem pfi
odli3nych hodnotach pH. K vypoé&tu slouZi op&t navrie-
ny vzorec. Podafi-li se na zdkladé chromatografického
chovani stanovit u izolovanych latek jejich pfisluSnost
k zdkladnimu typu antokyand (tj. kyanidin, pelargoni-
din, peonidin, petunidin, delfinidin, malvidin), je moZ-
no k vypoftu jejich koncentrace pouZit tabelovanych
hodnot molov§ch absorptnich koeficientd [8, 9, 10].

3. ZAVER

Popsané laboratorni postupy dovoluji izolovat antokya-
nova barviva od v3ech barevnych latek — prirodnich
i umélych — jeZ se mohou v napojich vyskytovat. Spo-
lehlivost stanoveni je zaloZena na chromatografické se-
paraci a navazujicich chemickych reakcich, jimiZz je
struktura téchto latek potvrzena. Piesné Kvantitativni
stanoveni antokyanii v napojich je sloZit&jsi, nebof jeho
predpokladem je dokonalé oddéleni a pouZiti srovnava-
ciho identického standardu. Neni-li tato podminka spl-
néna, je nutné vystatit s aplikaci absorp&nich koeficien-
ti anebo s diferenénim fotometrickym méfenim pfi
riznych hodnotdch pH roztoku a s vypocétem koncentra-
ce podle doporuéenych empirickych vzorci.

Urdeni pritomnosti a pribliZného mnoZstvi antokyant
v napojich umoZiiuje objektivn& posoudit, do jaké miry
je zachovéno prirozené zbarveni napoji a jaky je stu-
peii jeho nahrady barvivy syntetickymi, a tim i objek-
tivné zhodnotit senzorickou a fyziologickou kvalitu vy-
robki.
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V préci je popsano stanoveni pfitomnosti antokyanidind
a antokyaninii vedle jinych ptirozenych i umelych bar-
viv v ovocnych a zeleninovych napojich. Pracovni labo-
ratorni postup vychazi z extrakce barviv vhodnym sor-
bentem, nejast&ji polyvinylpyrrolidonem, polyamidem
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nebo pryskyfrici typu Dowex. Jeho téZiSté spoliva v sepa-
raci antokyanii metodou tenkovrstvé nebo sloupcové
chromatografie, nejcastéji na mikrokrystalické celuloze,
silikagelu, polyvinylpyrrolidonu a na gelu Spheron
S 1000. 1zolované antokyany jsou verifikovany chemicky-
mi reakcemi selektivnimi pro tuto skupinu pfirodnich la-
tek. Kvantitativni stanoveni antokyanl se provadi po
dokonalé chromatografické separaci kolorimetrickym
méfenim, k vypoétu jejich koncentrace se obvykle pouZi-
va doporu&enych empirickych vzorci.

3a0x, 3.: Jloka3aTeJbCTBO H ONpejieJeHHe AHTOLHAHOB
B IBeTHbIX HanuTKax. Ksac. npym. 31, 1985, Ne 3, ctp.
58—60.

B cratbe onucbiBaeTcs ONpejeJeHHe NPHCYTCTBHA aHTO-
UHAHHHHOB H AHTOINHAHHHOB PAJIOM C APYrHMH HaTypaJb-
HBIMH H HCKYCCTBEHHBIMH KPAaCAIUIHMH BellecTBaMH B (PpyK.
TOBBIX H OBOWHBIX HanHTKax. PaGounit JjaGopaTopHbIi
cnocob «HCXOAHT H3 3KCTparupoBaHHusa KpaCHT&JlEﬁ npH no-
MOILH noaxoasllero copﬁema. yalue Bcero ImnoJHBHHHJI-
NHPPOJAHJIOHA, NoJHaMHAA HAH cMoabl Thna Jlosekc. Llentp
TAXKECTH €ro COCTOHT B OT/AE€JeHHH AaHTOILHAHOB MEeTOJ10M
TOHKOCJOH HJH cTO.6LeBOH XpomaTtorpaduu, uaile Bcero
Ha MHKPOKDHCTA/IHYECKOH 1e/TI0103e, CHJAHKarese, mOJH-
BHHHANMHPpOanaone H Ha reae Coeporn S 1000. Hsouampo-
BaHHbE AHTOLHAHBLI MNOTBEPHKAAIOTCH NPH NOMOLLH XHMH-
YECKHX peakuH#i, H3OHpaTeJbHBIMH ISt STOH  TPynmbl
NpHPOAHLIX BelllecTs. KoamuecTBeHnoe onpejpesnenne aHTto-
UHAHOB TNPOBOAHTCA NyTeM HX COBepIIEHHOH Xpomarorpa-
(HuecKOH cenmapaluH TNPH TOMOLIH KOJOPHMETPHYECKOro
H3MepeHHsi, /i pacyera HX KOHIEHTPAUHH OGBIYHO MOJb3Y-
10TCA PeKOMEHYeMBIMH 3SMITHPHUYECKHMH (OpMyJaaMu.

Zloch, Z.: Proof and Determination of Anthocyans in Co-
lor Beverages. Kvas. priim. 31, 1985, No 3, pp 58—60.

*

A determination of anthocyanidins and anthocyanins in
addition to other natural and synthetic dyestuffs in fruit
and vegetable beverages is described. The first step of
the determination comprises an extraction of dyestuffs
using a suitable sorbens, e.g. polyvinylpyrrolidone,
polyamide or Dowex resin. Second step is the sepa-
ration of anthocyans by the TLC or column chromato-
graphy using microcrystallinic celluloses, silica gel,
polyvinylpyrrolidone and Spheron S 1000. Isolated antho-
cyans are verified by selective chemical reactions. The
quantity determination of anthocyans after their chroma-
tographic separation is made by the colorimetry. Empi-
rical formulae are used for the calculation of their con-
centrations.

Zloch, Z.: Beweis und Bestimmung der Anthocyane in
Farbgetrinken. Kvas, prim. 31, 1985, Nr. 3, S. 58—60.

In der Arbeit wird die Bestimmung der Anwesenheit
der Anthocyanidine und Anthocyanine neben anderen
natiirlichen und kiinstlichen Farbmitteln in Getrdnken
aus Obst und Gemiise beschrieben. Das analytische
Arbeitsverfahren besteht auf der Extraktion der Farb-
mittel durch geeignetes Sorbens, am h#dufigsten Polyvinyl-
pyrrolidon, Polyamid oder Harz vom Typ Dowex. Den
Schwerpunkt des Verfahrens bildet die Separation der
Anthocyane mittels Diinnschicht- oder Sdulenchrommato-
graphie, meist auf mikrokrystallischer Cellulose, Silika-
gel, Polyvinyl-Pyrrolidon und auf Gel Spheron S 1000.
Die isolierten Anthocyane werden durch chemische Re-
aktionen verifiziert, die fiir diese Gruppe von Natur-
stoffen selektiv sind, Die quantitative Bestimmung der
Anthocyane wird nach ihrer vollkoemmenen chrommato-
graphischen Separation mittels kolorimetrischer Messung
durchgefiihrt; zur Errechnung ihrer Konzentration wer-
den die empfohlenen empirischen Forme'n angewendet.
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