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Farbiva bazy ¢iernej (Sambucus nigra)
VI. Izoldeia frakeii farbiv a ich vlastnosti

MILAN DRDAK — RENATA VORSOVA

Sthrn. Farbivéd po izoldcii na polyvinylpyrolidéne — Polvelar AT sa rozdelili
na tenkych vrstvdch mikrokrystalickej celulézy. Opakovanym delenim sa ziskali
styri frakeie, ktorych identita sa porovndvala so zndmymi farbivami v baze ¢ier-
nej. V prici sa dalej sledovala stabilita dvech zdkladnych frakeii ziskanych po pr-
vom rozdeleni na zdklade kinetickych merani. Stabilita frakeii sa porovnavala so
vzorkou pred jej chromatografickym delenim.

V predchadzajtcich pracach [1—>5] sme sa zaoberali viastnostami a stabilitou
eelého komplexu farbiv v baze ¢iernej. Na zdklade kinetickych merani sme po-
rovnali stabilitu farbiv vo vylisovanej stave z plodov tohto vydatného zdroja
prirodnych farbiv, ako aj v koncentrite farbiv vyrobeného podla nami vypra-
covaného postupu [17]. Rovnako sme sa zaoberali moznostami vyuzitia kon-
centratu farbiv v potravindrskom priemysle. V predkle danej prici sme sa za-
merali na rozdelenie a izolaciu jednotlivych frakecii farbiv v baze &iernej a na
skimanie ich stability a zadkladnych charakteristik.

Experimentélna ¢ast

Materidl a metddy

Ziskanie a dprava Stavy = bazy ciernej. Bobule bazy ¢iernej sa do spracovania
skladovali pri teplote

18 °C. Po rozmrazeni sa vylisovana §tava odstredovala,
5 min pri frekvencii 3000 min~! a pasterizovala pri teplote 85—90 °C v prieto-
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kovom pastéri. Dalifm tkonom bola fermentécia pri 28 °C (48 h) kvasinkami
Saccharomyces oviformis Tokaj 76 D & adstredenie. Ziskané $tava sa skladovala
pri teplote 0 °C. Uvedeny postup zaruoval spracovanie priemernej vzorky,
zvySend stabilitu pocas skladovania a odstranenie niektorych latok, ktoré
urychluja destrukeiu farbiv [1, 2].

Tzoldcia antokyaninov. Farbivd zo stavy sa izolovali na polyvinylpyrolids-
ne — Polyclar AT, a to jeho pridevkom v mnozstve 2 g na 10 ml §avy alebo na
stipei Polyclaru AT (150 X 15 mm). Opakovenym premytim odfiltrovaného
polyvinylparolidénu (PVP) alebo stipea destilovanou vodou a metanolom
sa odstranili latky, ktoré sa nezachytili na PVP. Antokyénové farbiva v dosled-
ku tvorby pevnych vodikovych mostikov proténu hydroxylovej skupiny ostali
viazané na PVP. Pigmenty so potom eluovali metanolom s pridavkom 0,1 9,
kyseliny chlorovodikovej. Ziskené eludty sa koncentrovali na rotaénej valkuovej
odparke pri teplote do 40 °C.

Chromatografické delenie antokyaninov. Izolované antokyaniny sa delili na
tenkych vrstvach pripravenych z mikrokrystalickej celulézy LK a LT a z pras-
kovej celulézy Whatman. Suspenzia celulézy na pripravu tenkych vrstiev z ce-
lulézy LK se pripravila mieSanim s vodou v pomere 1 : 4, LT v pomere 1 : 6.
Préskové celuléza sa pouzila v zmesi s mikrokrystalickou celulézou LT v po-
mere 1: 2. Na uréenie Rf hodnét jednotlivych oddelenych frakeif sa pouzili ko-
meréne vyrabané vrstvy mikrokrystalickej celulézy Lucefol. Ako vyvijacie
zmesi sa pouzili BAW (6 : 1 : 2) a WHCIP (10 : 2 : 3) (B — n-butanol, A — ky-
selina octové, HCl — kyselina chlorovodikovéd, W — voda, P — kyselina pro-
pidnova).

Stanovenie antokydnovijch farbiv. Antokyinové farbivéd sa stanovili pH di-
ferenénou metédou podla Fulekiho a Francisa [5, 6]. Stabilita oddelenych frak-
cii sa porovnzla na zdklade kinetickych merani po zataveni do sklenych ampu-
liek pri teplotach zahrevu 70, 80 a 90 °C v termostate s reguldciou teploty
40,5 °C. Zo stanovenych hodnot obsahu farbiv po odobrati vzoriek, ich ochlade-
ni a filtracii sa vypocitali rychlostné konstanty, poléas rozkladu a hodnoty
Qyo- Dalej sa urdils aktivatné energia a aktivaénd entropia za predpokladu
platnosti Arrheniovej rovnice pre sledovené reakeie destrukeie antokyédnov
[2, 7—10]. Absorpéné spektrd sa merali na pristroji Specord UV/VIS (C. Zeiss,
Jena) & pH hodnots na pH-Acidimetri typ 323 (Druopta, Praha).

Vysledky a diskusia

Na postdenie viastnosti antokydnovych farbiv v baze ¢iernej vzhladom na
ich stabilitu treba skdmat ich spravanie za pravdepodobnych podmienok ich
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uplatnenia v potravinarstve, a to ake prirodzenej sicasti produkeie alebo ako
farbiva pri prifurbovent niektorych vyrobkov. V predchédzajdcich pracach sme
poukézali na odliSnosti v chemickej Struktire a v zastipeni jednotlivych ento-
kyénovych farbiv v skimanom materiali. Strukitra ldtok vplyva na reaként
rychlest edbirania farbiv a na mozné reakeio s dzifimi ldtkami. Poznatky o sta-
bilite jednotlivych furbiv, resp. frakeil umoziiujt postudit celkovia steabilitu
farbiaceho preparatu, pripadne ndsledne zameraf usilie na zniZenie obsahu naj-
mene]j stebilnej zlozky v preparéate.

V prvej Casti experimentélne] price sme sz zamerali na chromatografické
delenie antokyaninov bazy ¢iernej. Pigmenty izolované na Polyclare AT sa
po skoncentrovani delili na tenkych vrstvich pripravenych z réznych drubov
mikrokrystalickej celulézy. Najlepsie oddelenie sa dosiahlo na tenkej vrstve
z praskovej celulézy Whatman & mikrokrystalicke] celulézy LT po zmicSant
v pomere 1 : 2 v stistave BAW (6 : 1 : 2). Odportc¢and stistava BHCIW (5 : 2 : 1)
sa ukézale ako nevhodnéd. Aj sustava BWA (4 @ 1 : 5) poskytovela dobré
vysledky. Chromatografické delenie za uvedenych podmienok umoznilo odde-
lenie dvoch frakeii, ktoré dalej oznacujeme ako frakeie A o B.

Frakcie A a B sme eluovali postupne z adsorbenta tenkych vrstiev 0,01 9
HCl v metanole, koncentrovali pri teplote do 40 °C (v atmosfére N,) o opit
rozdelili na tenkych vrstvach celulézy v stistave WHCIP (10 : 2 : 3). Frokeia
A sa rozdelila na d:lSie frakeie Ay, A,, Aj. Frakeia B sa dalej nerozdelila.

Na porovnanie R; hodnét ziskanych frakeif s idajmi v literattre sme pouzili
komeréne vyrdbené tenké vrstvy mikrokrystalickej celulézy Lucefol, pretoze
R;hodnota je parameter, ktory okrem inych faktorov znaéne zivisi aj od hribky
a rovnomernosti nanesene] vrstvy. V tabulke 1 uvadzame prehlad o rozde-
lenf antokyaninov na Lucefole v pouzitych ststavach, ako aj tdaje o R; hod-
notéch jednotlivych frakeif. V tabulke 2 je prehlad o B; hodnotéch antokyani-
nov podla doteraz publikovanych tdajov o zloZeni farbiv bazy ¢iernej [11—13].
Na ziklade farebnosti (absorpénych maxim) a porovnania R; hodnot s tdajmi

Tabulka 1. Prehlad o rozdeleni antokyaninov bazy ¢iernej na Lucefole a ich Ry hodnotéch
Table 1. Separation of antocyanines of black elder on Lucefol and their Ry values

2 4
Skvrnat (sBﬁsz) Farba® | Skrvnal (Vl‘;}Fg’_Pw Farba? Identifikécia’
A, 0,66 Cy-3-sambubiozid®
0,26 éerveno- A, 0,25 modro- Cy-3-glucozid®
fialovas Ay 0,08 fialova” | neidentifikovan®
B 0,13 B 0,84 Cy-3-sambubiozid-3-gluko-
zid®

1Stain; 2Composition n-butanol—acetic acid—water; 3Dye; ‘Composition water—hydrochlo-
ric acid—propionic acid; SIdentification; *Reddish violet; "Bluish violet; $Cy-3-sambubioside;
9Cy-3-glukoside; 1*Unidentified ; 1'Cy-3-sambubioside-3-glucoside.

2217



Tabulka 2. Udaje o Ry hodnotach antokyaninov [11]
Table 2. Data on Ry values of antocyanines [11]

. BAW WHCLIP?
1
Pigment 6:1:2) (10 : 2 : 3)
Cy-3-glukozid* 0,26 0,29
Cy-3-sambubiozid-5-glukozid® 0,15 0,81
Cy-3-sambubiozid® 0,25 0,65

1Pigment; 2Composition n-butanol—acetic acid—water; *Composition water—hydrochloric
acid—propionic acid; *Cy-3-glucoside; °Cy-3-sambubioside-5-glucoside; ®Cy-3-sambubioside.

v literatire sme pre dant chromatografickid ststavu identifikovali jednotlivé
antokyinové frakeie ako kyanidin-3-sambubiozid, kyanidin-3-glukozid, kyani-
din-3-sambubiozid-5-glukozid. Frakcia Aj ostala blizsie neuréend, ale vycha-
dzajtc z poznatku, ze glykozidicia zvysuje E; hodnoty vo vodnom rozpuastadle,
mozno predpokladat, ze ide o kyanidin vzniknuty hydrolyzou pocas koncen-
trovania eludtov a potas fermentacie. Identifikéciu farbiv pokladéme za orien-
taént vzhladom ns dostupné a pouzité metédy.

V prici sme sa dalej zamerali na izolované frakecie A a B v prvej chromato-
grafickej ststave. Oznadenie frakeil budeme pouZivat nadalej, pretoze sa iden-
tita farbiv inymi metédami ani porovnanim so Standardmi blizsie nepotvrdils,
a naviac frakcia A sa sklad4d z niekolkych farbiv. Percentuédlne zastipenie
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Obr. 1. Absorpéné spektra frakcie A v zd- Obr. 2. Absorpéné spektra frakcie A v zd-
vislosti od pH roztoku. vislosti od pH roztoku.
Fig. 1. Absorption spectra of the fraction A Fig. 2. Absorption spectra of the fraction A
in dependence on pH of the solution. in dependence on pH of the solution.
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frakei{ v eludte sme stanovili podla Lambertovho—Beerovho zikona pre
viac zloziek, podla ktorého je celkovd absorbancia si¢tom vetkych absor-
bancii patriacich kazdej jednotlivej zlozke. Z eluovaného mnozstva farbiv po
ich rozdeleni na tenkej vrstve predstavovala frakeia A 75,3 9, a frakeia B
24,7 %,. Premeranim absorpcénych spektier frakcie A a B v 0,01 9, roztoku ky-
seliny chlorovodikovej v metanole sa upresnilo absorpéné maximum pre zlozku
A pri 526 nm a pre zlozku B pri 524 nm, ¢o potvrdzuje predpoklad, ze ide
0 3- a 3,5-substituované antokyanidiny.

Obrazky 1—4 znazoriujd vplyv zmeny pH na priebeh absorpénych spektier
vo viditelnej oblasti. Izolované frakcie tenkovrstvovou chromatografion po
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Obr. 3. Absorpéné spektré frakcie B v zé-
vislosti od pH roztoku.
Fig. 3. Absorption spectra of the fraction B
in dependence on pil of the solution.

Obr. 4. Absorpéné spektra frakeie B v zd-
vislosti od pH roztoku.
Fig. 4. Absorption spectra of the fraction B
in dependence on pH of the solution.

koncentrovani na rotaénej vikuovej odparke sme rozpustili v tlmivyeh roz-
tokoch s pH hodnotami: 1,01, 2,04, 2,5 3,0; 3,5; 4,5 5,0 a 6,1. TImivé roztoky sa
pripravili z monohydritu kyseliny citrénovej a dodecylhydrétu hydrofosfo-
retnanu sodného. Roztoky s pH 1 a 2 sa pripravili pridanim kyseliny chlorovo-
dikovej do tlmivého roztoku s pH 2,5 (¢/HCl) = 1 mol.1-1). Zivislost zmeny
absorbancie od vinovej dizky a pH, 4 = f(pH, ) sa zaznamenala na spektro-
fotometri Specord UV VIS vo viditelnej oblasti v rozsahu vinovych dlzok
400—700 nm. Medzi frakciami sa zaznamenali podstatné rozdiely v posune
absorpéného maxima. V oboch zlozkéch absorbancia klesala s rasticou hod-
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notou pH, o spbsobuje ibytok éervenej katiénovej formy a zvySenie obsahu
pscudobézy. Poloha absorpéného maxima pri pH 1—3 bola v oboch pripadoch
blizko 512 nm, pri pH 3.5 2 4,5 v rozmedzi 514—516 nm a pri pH 5 & 6 pri 518—
—522nm.

Dolezitym ukazovatelom stability farbiv sd kinetické meranie dbytku farbiv
s néslednym vypoétom uréujtcich frktorov na posidenie rychlosti chemickej
reakeie. Izolované frakecie A a B sme zahrievali pri teplote 70, 80 a 90 °C. Na
porovnanie ich stability sme podrobili stiéasne rovnakému tepelnému zataZeniu
vzorku pred chromatografickym delenfm. Ubytok farbiv sme sledovali pH
diferenénou metédou. Priebeh zdvislosti zmeny koncentricie farbiv od &asu
zéhrevu pri kons§taninej teplote sme posudili ne zéklade vypoéitanych korelad-
nych koeficientov (r) za predpokladu lincérnej zévislosti log (X/X,) = f(z)
a pre 1/X = (). Hodnoty korelaénych koeficientov za predpokladu linedrnej
zévislosti obcch nezévisle premennyceh beli v previddajicom pobte vySSie
pre prvy vzteh, ¢o potvrdilo spravnoest predpokladu pricbehu reakeif 1. po-
risdlku. Hodnoty korelatnych koeficientov pre dany polet experimentélne na-

v

meranych ddajov boli vo vietkych pripadoch vyssic ako kritické hodnoty. Aj
pri testovani korela¢ného koeficientu ¢-testom sa vypoéitali hodnoty niekolko-
nésobne vyssie alko hodnoty ¢ uvddzané v tabulkéch [14].

Na ilustréciu zndzornujeme pricbeh bytku farbiv vo frakeii B na obrizku 5.
Smernica zavislosti log (X/X,) = f(z) pri konStantnej teplote, vypotitané
metdédou najmensich Stvrcov pre regresni priamku (predpoklad reakeie 1.
poriadku), je rychlostné konstanta k. V tabulke 3 uvddzame hodnoty korelad-
ného koeficientu pre uvazovant zavislost, rychlostné konstanty, poléasy roz-
klaedu a hodnoty @,, pre vzorku upravenej bazovej $tavy, frakeie A a frakecie B.
Frakeiu A sme zahrievali pri réznych hodnotach pH. Potvrdil sa vplyv tejto

logX
095,
00
-0,2
-04
-06
-08
Obr. 5. Destrukeia farbiv vo frakeii B podas
zéhrevu.

Fig. 5. Destruction of dyes in the fraction B
while tempering.
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Tabulka 3. Hodnoty rychlostnych konstént, poléasov rozkladu a hodnoty @,, pre bazovi stavu,
frakcie A a B
Table 3. Values of rate constants, separation half-times and @, for black elder, fractions A and B

t log (X/X,) = f(7) k.10° 71/
1 2
Veorkat | PR pop | T, | o« [s] mf | Qo
Stava? 25 | 70 | —0,9625 } —0.,0002 6,77 25,00
2.5 | 80 | —09287 | —0,0005 11,92 10,03 2,43
2,6 90 —0,9228 | —0,0017 16,53 2,95 3,49
Frakcia A3 1,5 | 70 | —0,9806 —0,0018 6,91 2,79
: 1,5 80 —0,9680 | —0,0037 | 14,20 1,36 2,05
25 | 90 | —0,9941 —0,0031 | 11,9 1,62
Frakcia B* 2,56 70 —0,9836 —0,0162 62,18 0,31
2.5 80 —0,9782 —0,0323 | 123,98 0,16 1,94
2,5 | 90 | —0.9793 —0,0641 246,04 0,08 2,00

1Sample; 2Juice; *Fraction A ; *Fraction B.

hodnoty na rychlost odbtrania antokyénovych farbiv. Preto v tabulke nsuvéa-
dzame hodnotu @, pre zmenu teploty z 80 °C na 90 °C.

Z porovnania vysledkov vyplyva, Ze frakcie A a B si v porovnani so vzorkou
pripravenou na chromatografické delenie menej stabilné. Postupom izoldcie
farbiv a ich rozdelenia na tenkych vrstvach sa odstrdnia litky, ktoré mozu
ovplyvnit rychlost reakeie v pozitivnom i negativnom zmysle. Postup zislkania
frakeii separaénymi postupmi koncentrovania je znaéne zdlhavy, a preto pri
pouziti dostupnej metodiky je velmi pravdepodobnd hydrolyza v kyslom pros-
tredi za vzniku nestéleho aglykénu. Namerané rychlostné konstanty v porov-
nani s adajmi v literattre st vyssie [15, 16]. Pretoze 3,5-substituovené anto-
kyanidiny sd menej stabilné ako 3-substituované antokyanidiny, mozno
z porovnenia stability frakeii A a B usudzovat, ze frakeiu B tvori 3,5-substi-
tuovany aglykén v stlade s identifikdciou na zédklade hodndt R;.

Tabulka 4. Hodnoty aktiva¢nej energie, aktivacne] entropie a frekvenéného faktora (hypote-
tick4d rychlostnd konstanta)
Table 4. Values of activation energy, activation entropy and frequency factor (hypothetic rate

constant)
A Ea S
T
Vzorka [s~1] [kJ . mol-1] [J.K-1.mol1]
Stava? 3,1.10° 75,78 — 146,62
Frakeia B3 0,7.108 13,48 — 161,45

Standardn teplota na vypodet entropie je 80 °C. A — frekvenény faktor (hypoteticks rychlost-
né konstanta), Bo — aktivaénd energie, S — aktivaénéd entropia.?

1Sample; 2Juice; *Fraction B; The standard temperature for entropy computation is 80°C.
A — frequency factor (hypothetic rate constant), £/o — activation energy; S — activation entro-
Py-
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Tabulka 4 uviddza tdaje o vypocitanych hodnotéch aktivaénej energie na
zéklade Arrheniovej rovnice & hodnoty aktivaénej entropie a frekvenéného
faktora pre frakeiu B pre nerozdelent vzorku. Na vypocet entropie sa uvazovala
ako Standardnd teplota 80 °C. V stlade s prechadzajicimi zdvermi je aktivacna
energia vysSia pre vzorku pred jej rozdelenim na frakcie, ¢ize pédvodné vzorka
pripravend fermentéaciou je stabilnejsia proti zahrevu ako izolovana frakeia B.
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Kpacnrems Gysunnr uepuoit (Sambucus migra)

VI. Msonanua @paxu#ii kpacAaTeleil ¥ ux CBOHCTBA
Pesome

Rpacirreian nmociie M30iANMN Ha N0JuBIHIANIpoInjioHe — Polyelar AT pauevﬂ"mcb Ha
TOHKHX C;10fIX MMKPOKpHCTA/IIMYECKOM 110151501035l [lyTeM MoBTOpHOrG pasjieseHnd OBl
TIOJTYUeHLL UeThIPe (I)par{unu HJICHTHYHOCTE KOTOPLIX CPABHHBAJIACH ¢ M3BECTHBIMII Kpach-
Te M B uepHOd Oysume. B pabore nm3ywaercd jasiee YCTOHYMBOCTH JBYX OCHOBHBIX (I)pah—
I, DOTYUeH HEIX IOCe HepBOTO pasiiesienisa Ha OCHOBAHMHM KUHETHYCCKUX U3MEpeHuii.

YeToiunBoCTh ])pdl\HHu CpaBHHBAETCA ¢ ()l‘pd3[[0'\( 0 ero \pOMdTOI‘pa(bH‘IE(,}\OI‘O pasjeJie -
HuA.
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Dyes ol black elder (Sambucus nigra)

VI. Isolation of dyes’ fractions and their properties
Summary

After isolating the dyes. using polyvinylpyrolidone — Polyclar AT, these were separa-
ted on thin layers of microcrystalline cellulose. By repeated separation four fractions were
obtained identity of which was compared with the already known dyes of black elder.
Using kinetic measurements, stability of the two basic fractions obtained after the first
separation was also studied. Stability of fractions was compared with the samples before
its chromatographic separation.
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