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ABSTRACT

Anthocyanins are natural colorants. They have [@wn to have some beneficial health effect.
Red and amber durum wheats contain as major xamtisppigments, carotenoids and flavones.
Blue and purple wheats are different from thoset tbantain another group of pigments,
anthocyanins. Grain from six wheat lines differingpigmentation was used in this study: “UC 660
49" (blue aleurone)A. Arraseita(purple perikarp), “TBS” (blue aleurone), “ANK 28Rpurple
perikarp), “N 67" (red pericarp), Heroldo (whiterfparp). Wheat grains were harvested every five
days begining 15 day post anthesis, ending once the grains reashygsiological maturity (40
day post anthesis), for a total six sampling dafesthocyanins were extracted with 10 mL
acidifield methanol (methanol and 1.0 N HCI, 85u%) and shaking on lka Ultra-Turrax® Tube
Drive, for 2x29 min. The filtred extract were evapted at 50 °C to dryness and redissolved in
acidifield methanol. Individual anthocyanins wereparated and and quantifield by high-
performance liquid chomatography (HPLC). Anthocyaooncentration increased rapidly during
grain development and then decreased before mat@yanidin 3-glucoside was the predominant
anthocyanin in purple wheat. Delphinidin 3-glucesiés the principal one in blue wheat.
Anthocyanins are considered to be physiologicaklyiva substances, whose importance in
promoting health and reducing the risk of chrongedse has been scientifically documented. This
means that the presence of wheat anthocyaningmapited wheat, can be a source of bioactive
compounds for use in the food industry.
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uvoD

Anthokyany jsou ve vadrozpustné firodni pigmenty, zodp@dné zacervené, fialové az modré
zabarveni kitd, plodi a jinychéasti rostlin. Aglykonova (necukern&st anthokyain se oznéuje
jako anthokyanidin (Obr. 1). Nigjsgji zastoupené sacharidy, které se vyskytuji v dntanech
jsou xyl6za, arabinéza, rhamndéza, glukéza, gat@kt@€ukry mohou byt acylovany organickymi
kyselinami. NejbzngjSi acyl&ni ¢inidla jsou kyselina octova, malonova, p-kumarokayova,
hydroxybenzoova. Mezi nejbrejsSi anthokyanidiny v rostlinnycltastech pat: pelergonidin,
kyanidin, peonidin, delphinidin, petulidin a malindEscribano-Bailén et al., 2004). Delphinidin je
zodpowdny za namodralou barvu, kyanidin a pelargonidid&d@aji rostlinam fialové &ervené
zabarveni (Hosseinian et al., 2008; Abdel-Aal,HQ003; Lee J. et al., 2005; Mazza et al., 2004).

Obrazek 1. Struktura anthokyanidinu (Castaneda-@weet al., 2008)

Isolace anthokyan z rostlinnych matric je po#mné slozitd diky jejich nestabilit a zvySené
nachylnosti k degradaci (Giusti, Wrostad, 2003)ab8ita anthokyafth se zvySuje s pibem
methoxy- skupin v kruhu B a klesa s¢pgm hydroxy- skupin. Nejstabijsi je malvidin, nasleduji
peonidin, petunidin, kyanidin a dephinidin. Obé&gqiati, Ze anthokyany jsou stabilnii fxyselém
pH. Glykosilace a acylace sachdrithké zvySuje stabilitu, proto jsou diglykosidykstagjSi nez
jejich odpovidajici monoglykosidy.iPanalyze je dlezité kontrolovat teplotu, jelikoz rychlost
rozkladu anthokyain stoupa se zvySujici se teplotou. Keotoho také sgtelné zéeni urychluje

odbouravani anthokyanEscribano-Bailon et al., 2004).

Funkce anthokyah v rostlinach jsou shodné s obecnymi vlastnostravdhoidi. Mezi jejich
vyznamné vlastnosti pat antioxida&ni aktivita, ktera hraje idezitou roli v prevenci
kardiovaskularnich a nadorovych onemérdn (Konczak , Zhang, 2004; Castaneda-Ovando et al.
2008). Byla prokazana jejich schopnost vazaké kovy, jako je Zelezo, zinek a&dh Pisobi také
jako induktory enzyrh glutathionStransferasy (GST) a superoxid dismutésy (SOD)
(Hosseinian et al., 2008).
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Hlavnimi pigmenty ervené a oranzové tvrdé pSenici jsou xantophylyotkaoidy a flavony.
Anthokyany jsou obsaZeny v ddiach modré a fialové pSenice. Modré pigmenty sehamwc
v aleuronové vrstv zrna, zatimco fialové pigmenty se sdedf ve vrstvach oplodi. Cyanidin-3-
glukosid byl nalezen jako hlavni anthokyan ve figlgSenici a jako druhy nigsgjsi v modré
pSenici. Delphinidin-3-glukosid je dominantni v méd pSenici, kde zaujima zhruba 41%
z celkového obsahu anthokyarfAbdel-Aal, Hucl, 2003; Abdel-Aal et al., 2006psseinian et al.,
2008). Koncentrace anthoky@aprudce vziista v ptibéhu zrani zrna, zatimco v dblralosti zrna
poklesne (Knievel et al., 2009).

Anthokyany jsou polarni molekuly, proto se pro akti obvykle pouzivaji vodné ssi ethanolu,
methanolu a acetonu. Pro zvySeni stability anthekyse do rozpoudtlla pridava malé mnozstvi
kyseliny (kys. trifluoroctva, kys. chlorovodikovidys. mravedi, kys. octova) (Castaneda-Ovando
et al., 2008; Barnes et al., 2009; Downeya , Rathfp2008; Tian et al., 2005; Huang et al.,
2009; Pati et al., 2009; Lee et al., 2008; McCalueh al., 2007, Hosseinian et al., 2008; Chun Hu
et al., 2007; Barnes et al., 2009). V posledniédbyly pro extrakci fenolickych sld@enin
zavedeny nové techniky, jako jsou extrakce urychtemokem rozpoustlla (PLE), superkriticka
fluidni extrakce (SFE) (Escribano-Bail6n et al. 02D nebo mikrovinna extrakce (MAE) (Yang,
Zhai 2010; Liazid et al., 2010). Tyto metody mohwmjt pouZity i pro extrakci anthokyanPro
izolaci a identifikaci se v s@asné dob negastji pouzivaji metody vysokaiinné kapalinové
chromatografie (HPLC). iled provedenim této metody se pri@isteni suroveho extraktu ize
pouzit extrakce na pevné fazi (SPE) (EscribanodBa#t al., 2004). V kombinaci s HPLC lze
zvolit celou fadu detektar. Giusti, Wrostad (2001) a Giusti, Wrostad (2003 & svych
publikacich zabyvali UV-Vis metodami pouzivanymoprharakterizaci a kvantifikaci anthokyan
V sowasné dob jsou vSak nejpouziv&jSimi technikami pro jejich identifikaci tandemy
HPLC-MS, HPLC-NMR (Castaneda-Ovando et al., 2008).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie, standardy

Jako standard byly pouzity standardni roztoky aydak (cyanidin-3-glukosid, delphinidin-3-
glukosid) od firmyExtrasynthese (Francie). Methamaistatni chemikalie byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA). Standardy bypyipraveny navazenim 1 mg skmniny do
100 ml methanolu a 1,0 M HCI, 85:15 v/v.

Realné vzorky

Pro analyzy byly pouZity obilky barevnych pSenitlC' 660 49 " (modry aleuron). Arraseita
(purpurovy perikarp), “TBS” (modry aleuron), “ANKBB” (purpurovy perikarp), “N 67 "dervena
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obilka), Heroldo (bila obilka). VSechny ddly byly vysety a sklizeny v arealu Mendelovy
univerzity v Brrg. Odebrany byly vzorky zrajicich obilek vzdy 105.,120., 25., 30., 35. a 40. den
post anthesisPro analyzu anthokyarbyly pouzity odiry 15. — 40. depost anthesigtedy celkem

6 odkErii na genotyp). Obilky byly rozdrceny teti misce.

Extrakce

Pro extrakci byly vybrany dvmetody: extrakce v ultrazvukové lazni (60 min)xérakce pomoci

homogenizatoru lka Ultra-Turrax® Tube Drive (2x2%jm Pro ol¥ extrakce byly pouzity vodné
smési methanolu (50: 50 v/v, 70:30 v/v, 90:10 v/v ,thamol a 1 M HCI, 85:15 v/v). Objem
solventu byl 10 ml. Pro optimalizaci metody bylyidy vzorky zralych obilek i nezralych obilek.
U vSech vzork se zkouSely navazky 20 mg a 50 mg.

Pro vlastni analyzu byla vybrana extrakce pomoaidgenizatoru lka Ultra-Turrax® Tube Drive
(2x29 min.). Jako rozpoustlo byl pouzit roztok methanolu a 1 M HCI, 85:1%.MDbjem solventu
10 ml. Pouzité navazky obilek jsou uvedenyfab. 1 Po extrakci byly vzorky iefiltrovany
a odpé&eny v proudu fedeltatého (50 °C) dusiku za pomoci bezkontaktniho systéOdpéené
vzorky byly az do provedeni chromatografické analidadovany ve tipti teplo 4 °C.

HPLC a MS/MS

Pro isolaci a identifikaci anthokyarbylo vyuzito gristroje Agilent 1200 Series Rapid Resolution
LC system (Agilent Technologies, Waldbronn, GermanyXistroj je vybaven on-line
odplynova&em, binarni pumpou, autosamplerem a kolonovym tetatem. Detekce separovanych
latek probihala pomoci UV-Vis detektoru s fotodie@im polem a MS detektoru Agilent
Technologies MSD 1100 Single quad LC/MS. Pro sepdrgla pouZita kolona Zorbax SB-C18
(30 x 2,0; 1,8 um velikostastic, Algient Technologies, USA). Rychlostijmku byla 0,7 I-mif.
Separace probihalaipteplot 40 °C. Gradientova eluce byladase 0 min 98 % vodné faze,
0,5 min 95 % vodné faze, 0,8 min. 50 % vodné f4z8,min. 98 % vodné faze. SloZeni mobilni
faze bylo acetonitril/0,3 % kyselina mravén Objem nastku byl 1-5 pl gedtni 1:100), 1 a 2ul
(fecéni 1:10) pro standardni roztok. Nélstrealného vzorku byl v rozsahu 0,5-5pl. Pro iifé@ci

a kvantifikaci latek je MS detektor vybaven elelt@govou ionizaci a specifické fragmenty jsou
néasled® analyzovany pomoci kvadrupélového analyzatoiistmj pracoval v negativnim modu.
Parametry hmotnostniho spektrometru byly: tepldawp 350 °C, pittok plynu 13 I-mif, tlak
nebulizéru 50 psi, n&f na kapilde 4000 V. Signal byl sniman v SIM modii m/z — 463 pro
delphinidin-3-glukosid a m/z> 447 pro cyanidin-3-glukosid.

VYSLEDKY A DISKUZE

Optimalizace metody zpracovani vzorku

Byla provedena optimalizacéznych parametrovliviiujicich extrakni proceduru, jako je sloZzeni
rozpoustdla, extrakni ¢as, mnozstvi vzorku a metoda extrakce. Vyslednarpeiry optimalizace
této metody jsou podroBrpopsany \asti M&M. Pro optimalizaci byly pouzity vzorky zsalh
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obilek odid Heroldo, ,ANK 28B“, UC 660 49 a nezralych obileklridy A. Arraseita Byly
testovany dva homogenigd postupy — extrakce v laboratorni ultrazvukovéni&-5LM (doba
extrakce 60 min.) a extrakce pomoci homogenizélicauUltra-Turrax® Tube Drive (2x29 min).
U vSech vzorl se pracovalo s navazkami 20 mg a 50 mg. P¥oeatrakce u vSech vzaikbyly,
jako rozpoustdla, pouzity vodné s&si methanolu (50: 50 v/v, 70:30 v/v, 90:10 v/v ,thaol
a 1,0 N HCI, 85:15 v/v). Objem solventu byl 10 ml.

Pro analyzu reélnych vzaikbyla vybrana extrakce pomoci homogenizatoru Ikaatfurrax®
Tube Drive,¢as 2 x 29 min., rozpou&tlo methanol a 1 M HCI, 85:15 v/v. Navazky reélnych
vzorkii pouzitych pro analyzu jsou uvedenyab. 1

Tabulka 1. Navazky vzatlpouzitych pro analyzu
Odrida 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Heroldo 0,08g 0,14g 0,09g 0,09g 0,09g 0,07¢g
UC66049 006g 009g 008g 009g 007g 007g
A.Arraseita 0,08g 0,07g 0,08g 0,05g 0,06g 0,08¢g

TBS 0,08g 0,08g 007g 007g 005g 005¢g
ANK 28B 0,08g 008g 0,07g 008g 009g 008g

N 67 009g 008g 009g 007g 005g 005g

Zmény obsahu anthokyani v pribéhu zrani obilky

U vSech vzork byl sledovan obsah dvou anthokyarfcyanidin-3-glukosid, delphinidin-3-
glukosid). Ri prvnim odiru (15. denpost anthesisbyly zjiStny nizké koncentrace anthokyan
u vSech Sesti ofld pSenic. Ke z#nam koncentraci dochazelo vipéhu zrani. Odidy Heroldo
(bila obilka) a N 67dervena obilka) obsahuji nizké koncentrace obowstrdych latek v gibchu
celého zrani. Cyanidin-3-glukosid byl identifikovgako dominantni anthokyanin u pSenic
s purpurovym perikarpem (A. Arraseita, ANK 28) akgadruhy nejastji se vyskytujici
anthokyanin u modré pSenice (UC 660 49, TBS), adpowida publikovanym vysledkn (Abdel-
Aal, Hucl, 2003; Abdel-Aal et al., 2006; Hosseinin al., 2008). Nejvice zastoupenym
antokyanem ve vzorcich modré pSenice je delphifiigiukosid. UC 660 49 (modry aleuron)
dosahuje nejvysSich koncentraci obou sledovanytk IBthem 35. dnepost anthesisv dok
zralosti (40. den) vSak obsah anthokyamudce klesa. Trend poklesu je podobny uiddrTBS
(modry aleuron) s rozdilem, Ze zde je nejvysSi blzsahokyafh zaznamenanchem 30. dngost
anthesis Odridy A. Arraseita a ANK 28B (purpurovy perikarp) obsahujzké koncentrace
delphinidin-3-glukosidu &em celého zrani. Koncentrace cyanidin-3-glukogedu A. Arraseita
nejvyssi Bhem 30. dnegpost anthesisu ANK 28 them 25. dne. U vzotkpSenic s purpurovym
perikarpem je row¥ patrny trend poklesu koncentrace cyanidin-3-gsidko v dolg zralosti zrna.
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Graf 1.(A) Cyanidinin-3-glukosid [ng.4 D], (B) Delphinidin-3-glukosid [ng.g DW]
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Analyze firodnich biologicky aktivnich latek v rostlinném teadalu by vzdy mila predchéazet
komplexni optimalizace pouzitych extraiich technik a sepamaich metod. SlozZitostifrodnich
matric a stopovd mnozstvi andlyv nich obsazenych vyZzaduje aplikadiepnych a citlivych
instrumentaci. V neposlediiad je nutnd znalost maximéalniho mnozstvi informacs$tauktue
matrice a lokalizaci analyzovanych latek u¥mitatrice.

Anthokyany jsou povazovany za fyziologicky aktividitky, jejichz vyznam v podge zdravi
a snizeni rizika chronickych onemdon je Wdecky dolozen. #omnost &chto latek
v potravinovych surovinach, jako jsou barevnéudgrpSenice, rize vyznams ovlivnit nutricni
hodnotu u vyslednych potravifskych produki.
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