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ANOTACE

Bakalatska prace pojednava o piirodnich barvivech ze skupiny betalaint, ktera se vyskytuji
v ¢ervené fep€. V praci je popsano slozeni ¢ervené fepy, jeji vyuziti jako zdroj potravinarského
barviva a ptiblizena problematika ptirodnich a syntetickych potravinaiskych barviv. Dale jsou
specifikovany Uc¢inky cervené fepy na lidské zdravi. V neposledni fad¢ jsou v praci popsany
metody pouzivané pro stanoveni betalainti v Cervené fep€, mezi které patii spektrofotometrie

a vysokoucinna kapalinova chromatografie.

KLICOVA SLOVA

betalainy, potravinaiska barviva, ¢ervend fepa, betanin, spektrofotometrie, HPLC

TITLE

Betalains, natural dyes contained in beets.

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with natural dyes from the group of betalains, which occur in beetroot.
The composition of beetroot and its use as a source of food dye is described in this work. The
issue of natural and synthetic food dyes is also mentioned. Further, the effects of beetroot on
human health are specified. Last but not least, the analytical methods used for the determination
of betalains, including spectrophotometry and high-performance liquid chromatography, are

described.
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UVOD

Cervena fepa je kulturni plodina, jejiz péstovani ma na izemi CR dlouholetou tradici. Svij
vyznam ma tato kofenova zelenina nejen v kuchyni jako nutricné bohatd potravina, ale i jako
pramyslova surovina pro ziskavani ¢erveného potravinaiského barviva. Cervena fepa obsahuje
betalainy, skupinu pfirodnich barviv se specifickym rozsifenim v rostlinné isi. Betalainy
zahrnuji dv€ rozmanité skupiny latek, zIuté betaxanthiny a Cervené betakyany. Betanin ¢i
betalainova ¢erveit ma oznaceni E162. Pfirodni barviva se t€si vzristajicimu zajmu, z diivodu

toxicity fady syntetickych barviv, avsak jejich pouziti ma i své nevyhody.

V rostlinach plni betalainy podobnou funkci jako anthokyany, jejichz zastoupeni napiic¢
rostlinnymi druhy je mnohem dominantnéjsi. Otazkou zustava, pro¢ se u fadu hvozdikotvarych
rozhodla pfiroda pro betalainy a pro¢ vibec evoluce dospéla ke vzniku obou de facto

rovnocennych skupin barviv. Betalainy jsou obsazeny déle u n¢kterych stopkovytrusnych hub.

Betalainy jsou bioaktivni latky, které maji pozitivni u¢inek na lidské zdravi. Cervena fepa se
diky velkému obsahu téchto latek fadi mezi deset druhl zeleniny s nejlepSimi antioxidacnimi
vlastnostmi. Pravidelnd konzumace Cervené fepy poméhd organismus chranit pied vznikem

rakoviny, potlacuje rozvoj zanétl a ma pozitivni ucinky na ob&hovou soustavu.

Betalainy jsou ve vod¢ rozpustné slouceniny. K jejich stanoveni v ¢ervené fepé se pouziva
vysokoucinna kapalinova chromatografie. Identifikaci jednotlivych betalainli umoziuje také
jeji spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pro uréeni celkového obsahu betalaini je vhodnou

metodou spektrofotometrie v UV/VIS oblasti.
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1 Cervena repa

Cervena tepa (Beta vulgaris var. vulgaris) se diky ptiznivym G&ink@im na zdravi péstuje pro
konzumaci v domécnostech ¢i stravovacich zatizenich (Obr. 1). Slouzi k pfipravé salati,
ovocno-zeleninovych smoothie a tradi¢nich pokrmi, jako je bors¢. Nakladana fepa je chutnou
prilohou k masovym pokrmtim. Sviij vyznam ma Cervend fepa i v potravinaiském primyslu,

kde se vyuziva jeji nejvyznamnéji zastoupené ervené barvivo betanin, s oznacenim E162 [1].

Obr. 1: Cervena Fepa [2]
Cervena fepa je hojné péstovand kulturni plodina, ktera patii mezi rostliny &eledi
laskavcovitych (Admaranthaceae) [3]. Zemédélsky vyuzivané jsou podfazené taxony plané
rostouci fepy obecné (Beta vulgaris). Pro Ceskou republiku je tradiéni produkce fepy Eervené
neboli salatové (Beta vulgaris Vulgaris Group), fepy cukrovky (Beta vulgaris Altissima Group)
a tepy krmné (Beta vulgaris Rapacea Group). K hospodaiskym odridam patii dale u nas téméer
zapomenuty mangold (Beta vulgaris Cicla Group) (Obr. 2), ktery neni na rozdil od ostatnich

druhil péstovan pro koten, ale jako listova zelenina.

Obr. 2: Mangold [4]
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1.1 Péstovani

Jen béhem nékolika malo let 1ze sledovat jednoznacné zvySeni rozlohy osevni plochy cervené
fepy. Zatimco v roce 2018 byla v zemédélském sektoru oseta plocha 158 ha, v roce 2021 se
vySplhala na 261 ha, ¢imz ptekonala tfi roky starou hodnotu o 65 % [5]. Na jeden hektar ptidy
se vynosy pohybuji v rozmezi 50—60 tun, pfi¢emz obsah betaninu je 0,5 g na kg surové Cervené
fepy [6]. Pfi péstovani nemd specidlni pozadavky na druh pldy, prosperuje jak v tézkych
jilovitych, tak lehkych pis¢itych padach. Proto se ¢asto péstuje i na soukromych zahradkach
pro osobni potiebu péstitelti. Optimalni hodnota pH pudy je 6,5-7,5 [7]. V ptipad¢ hnojeni
kyselymi hnojivy (NPK) je vhodné ptadu pro udrzeni pH zéroven vépnit [8].

Vyslechténo je mnoho odrtd lisicich se tvarem, velikosti a barvou, pficemz zahradkati vybiraji
predevsim podle tvaru bulvy mezi kulatou a valcovitou. Vysev se provadi na jafe do radku
s rozestupy 3045 cm. Semena se vysévaji v 10cm rozestupech nebo se pozdéji hustota rostlin
upravuje protrhanim. Pfesazovani rostlin se zpravidla neprovadi, protoze je GspéSné pouze
u velmi mladych rostlin a pozdéji jej rostliny Spatné sndsi. Listy na salat se mohou sklizet
kdykoliv béhem ristu, avsak zaroveil musi byt ponechan dostatek zelenych listii pottebnych
pro riist. Zatimco prvni sklizeii nedorostlych bulv, které se konzervuji nekrajené jako ,,Baby
fepa®, nastava jiz po 40 dnech, bulvy v plné velikosti se sklizi az po dvou mésicich od vysevu.
Protoze s pfibyvajicim ¢asem bulva tvrdne az dfevnati, nem¢la by v zemi po ukonceni ristu

zustavat o mnoho déle [9; 10].

1.2 Slozeni

Cervena fepa je z prevladajici Gasti tvofena vodou, obsah susiny je okolo 13 %. Nejvice
zastoupenou skupinou organickych latek jsou sacharidy [11; 12]. Dominantnim disacharidem
je sachar6za, kterou doprovazi jeji stavebni jednotky, monosacharidy glukoéza a fruktdza [12]
a z polysacharidii zde miizeme najit Skrob. Vedle sacharidi se v bulvé fepy nachazi vlaknina,
proteiny, volné aminokyseliny a mastné kyseliny, jak nasycené, tak nenasycené

(1 polynenasycené) [13].

Z vitamint jsou v bulvé obsazeny vitamin A, vitaminy skupiny B (thiamin, riboflavin, niacin,
kyselina pantothenova a pyridoxin) a vitamin C [12]. Vitamin A se spole¢né s vitaminem K
nachazi v listech, které se u mladych rostlin vyuZivaji na salat [13]. Cervena fepa je rovnéz
vyznamnym zdrojem mineralnich latek, jmenovité sodiku, vapniku, zeleza, fosforu, drasliku,

hoic¢iku a zinku [11-13].
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Kromé¢ vitamin a minerdld obsahuje rostlina fadu bioaktivnich latek. Vedle bohaté
zastoupenych betalainii pfedstavuji druhou velkou a rozmanitou skupinu fenolické latky, které
se déli na flavonoidy a saponiny. Ob¢ skupiny jsou ¢etné zastoupeny v bulve i v listech. Tim
vycet fytochemikalii nekonci. Vedle fenolickych latek jsou v Cervené iepé prokazany

karotenoidy, alkaloidy, kumariny a dalsi [13].

Betalainy jsou skupinou barviv, které se dale rozdéluji na cervené betakyany a zluté
betaxanthiny, pfi¢emz vétsi podil na celkovém mnozstvi betalaini obsazenych v Cervené fepé
maji betakyany. Obsah betalainti se pohybuje v rozmezi 10-17 mg/g susiny a velkou mérou
zavisi na konkrétni odrid¢, avsak nejvyssi koncentrace byla stanovena ve slupce fepy [14-16].
Hlavnim betakyanem je betanin, ktery se vyskytuje spole¢né se svym izomerem isobetaninem
ajejich dalSimi derivaty. Celkovy pocet jednotlivych betalainli identifikovanych v ervené fepé

je vSak proménny [14].
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2 Betalainy

2.1 Sekundarni metabolity

Sekundérni metabolity jsou latky vznikajici v téle rostlin, které ale nejsou nezbytné pro jejich
zivot, protoze nejsou zdrojem energie. Zastavaji fadu rozmanitych funkci a poskytuji rostling
dodatecné vyhody a ochranu. Drahy sekundarniho metabolismu jsou rozmanité a specifické pro
jednotlivé rostlinné druhy. Pieménou toxickych latek na sekundarni metabolity se rostliny
vyhybaji jejich skodlivym uc€inkiim. Jiné zas chrani povrch listi pfed nadbyteénym
vypafovanim vody, dalsi pred poskozenim pletiv parazity. Mezi sekundarni metabolity patii

také barviva a vonné latky, diky kterym jsou kvéty pro opylovace dostatecné atraktivni [17].

2.2 Rostlinna barviva

Barviva se vyskytuji ve vegetativnich 1 generativnich organech. Lipofilni chlorofyly,
nepostradatelnd fotosynteticka barviva, a karotenoidy, chranici rostlinu ptfed poskozenim
fotooxidaci, se nachéazi v chloroplastech [18; 19]. V ovoci a zelenin¢ jsou karotenoidy obsazeny
v chromoplastech, av§ak samostatné¢ bez pfitomnosti chlorofylu [19]. Ve vakuolach jsou

obsazeny ve vod¢ rozpustné anthokyany a betalainy [18].

Zatimco anthokyany vytvaii Cervend, fialova a modra zabarveni [20], betalainy jsou zejména
cervené nebo zluté [21]. Barevné kvéty spolu s viini vabi opylovace a jsou tak dualezité pro
reprodukci hmyzosnubnych rostlin. Zbarvené plody poméhaji zvifatim urcit jedlou Cast

rostliny a podle barvy je mozné rozhodnout o zralosti plodu [18].

Kromé kvétl a plodl se barviva vyskytuji i v dalSich rostlinnych organech a maji spoustu
dilezitych funkci pro rist rostliny. Anthokyany chrani chloroplasty pied pfiliSnym svétlem a ke
stafi nahrazuji funkci chlorofylu, ktery je na podzim degradovan. Pomahaji rostlinam vyrovnat
se s chladem a suchem, navic jsou tkané obsahujici anthokyany odolngj$i proti napadeni

hub [18].

2.3 Betalainy vs. anthokyany

Pti pohledu na rozsifeni betalainli a anthokyani napti¢ kontinenty I1ze dospét k zavéru, ze ve
vetsing rostlin jsou pritomné anthokyany, jez jsou pouze u fadu hvozdikotvaré (Caryophyllales)
nahrazeny betalainy [21; 22]. Hvozdikotvar¢ Citaji 34 Celedi, z Cehoz prave polovina Celedi
produkuje betalainy [23]. Aby to nebylo tak jednozna¢né, maji zbarveni u Celedi
Caryophyllaceae (hvozdikovité) a Molluginaceae na svédomi opét anthokyany [22].

S betalainy se lze setkat i mimo rostlinnou fisi, u zastupct rodti stopkovytrusnych hub Amanita
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(muchomiirka), Hygrocybe (voskovka) a Hygrophorus (Stavnatka) [14]. Pro¢ v fiSi rostlin
béhem biologické evoluce doslo k vzniku obou skupin barviv, které se ve svych funkcich

zastupuji, neni zcela objasnéno [21].

Betalainy byly pro sviij obsah dusiku nejprve nespravné nazyvany dusikatymi anthokyany, aby
byl zdraznén rozdil od anthokyanti, které patii mezi fenolické latky. Soucasné pojmenovani
prifadili betalaintim roku 1968 Mabry a Dreiding, ktefi jej odvodili od kyseliny betalamové,

jejiz derivat (betanin) byl jiz dfive izolovan z Cervené fepy [21].

Oba typy barviv jsou morfologicky odlisné a k jejich syntéze v rostlinach dochazi jinymi
metabolickymi drahami. U hvozdikotvarych nedochézi k expresi genti koédujicich enzymy pro
vyrobu anthokyanti, proto se v jedné rostliné nikdy nenachazi oba druhy zaroven [22]. Pro
pochopeni souvislosti mezi rostlinami syntetizujicimi betalainy nebo anthokyany byly
provedeny experimenty, které demonstrovaly, Ze pomyslnou bariéru fungujici u rostlin
v pfirozeném prostiedi je mozné za uméle upravenych podminek piekonat. Bylo zjisténo, ze
rostlina, jez v pfirod¢ produkuje anthokyany, ma geneticky kodovany enzym vedouci ke vzniku
betalainti. Je-li tedy do jeji tkdn¢ uméle dodan meziprodukt betalainové syntézy, tento enzym
se aktivuje a dochazi k produkci betalainu. Tato provazanost byla pozorovana i u rostlin
produkujicich betalainy, nebot’ jejich enzym 6-O-glukosyltransferdza muze glykosylovat

1 anthokyany [21].

2.4 Rozdéleni betalainu

Obecné jsou betalainy dusikaté alkaloidy odvozené od tyrosinu [21; 22] a podle struktury se
déli na betaxanthiny a betakyany. Jejich spoleénym stavebnim kamenem je kyselina
betalamovd, systematickym nazvem 4-(2-oxoethyliden)-1,2,3,4-tetrahydropyridin-2,6-
-dikarboxylova kyselina (Obr. 3) [23]. Dosud bylo jednozna¢né¢ identifikovano 75 sloucenin
s riznou strukturou, jejichz spolecnym chromoforem je kyselina betalamova [23; 24]. Struktura
betalainti ovliviiuje interakci se svétlem, a tedy jejich barevnost. Zatimco betaxanthiny jsou

Zluté pigmenty, betakyany se zbarvuji do ¢ervena az fialova [14; 24; 25].
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Obr. 3: Kyselina betalamova
2.4.1 Betaxanthiny

Betaxanthiny vznikaji v rostliné spontdnni kondenzacni reakci aldehydové skupiny kyseliny

betalamové s aminovou skupinou dostupnych aminti nebo aminokyselin (Obr. 4) [22].

Ry
o| e (COOH)
| Ry |
+ R, J‘\ —_—
| “NH Y (COOH) |
HO_ . 0 HO. . 0
T VY D
| | H
o) OH o OH

Obr. 4: Vznik betaxanthini
Absorbance betaxanthinil je nejvyssi pfi vlnové délce piiblizné 480 nm [22; 25], pfi¢emz jeji
hodnota zavisi na navdzané¢ aminokyseliné a pouzZitém rozpoustédle [24]. V piirod¢ se
betaxanthiny nachazi vedle betakyanli v Cervené fep€, avsak jejich vyskyt je vyznamny hlavné
v plodech pitayy a opuncie. Nazvy jednotlivych betaxanthini se vytvari systematicky
doplnénim ndzvu piislusné aminokyseliny, nicméné u téch cast&jSich jsou oblibené trividlni
nazvy, napf. vulgaxanthin I (betaxanthin glutaminu), ktery je nejvyznamnéj$im betaxanthinem
vyskytujicim se v ¢ervené fepé [ 14] nebo indicaxanthin (betaxanthin prolinu, Obr. 5), ktery byl

poprve izolovan z pitayy [23].
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Obr. 5: Indicaxanthin

2.4.1.1 Fluorescence betaxanthini

O fluorescenci betaxanthint se dlouho nevédélo a k jejimu objevu doSlo aZ nahodou v roce
2005, kdyz pti snaze zakoncentrovat ziedény roztok barviva vymrazovanim doslo k zesileni
fluorescence, kterd pak byla snadno pozorovatelnd pouhym okem [26]. Nejvyssi intenzity

fluorescence se u betaxanthin dosahuje pii 550 nm.

Betaxanthiny fluoreskuji za fyziologickych podminek i v ptirodé€, kdy fluorescence mize
slouzit jako doplnkovy signal pro opylovace, pokud ji ov§em vnimaji. V piipad¢ netopyru, ktefi
opyluji kaktusy, je pravé tato fluorescence dulezita, nebot’ jejich oci jsou citlivé na vinové délky

emitované betaxanthiny [26].

Tento jev byl vyuzit pii stanoveni betaxanthini pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), nebot’ s fluorescen¢ni detekcei byla tispéSné snizena mez jejich detekce
[26]. Dale lze fluorescenci betaxanthinll vyuzit ve fluorescencéni mikroskopii [26], kdy je mozZné
pozorovat fluoreskujici vakuoly, v nichz se nachazeji ve vod& rozpustnd barviva vcetné
betaxanthint, a umisténi nefluoreskujicich jader v rostlinnych bunkach. Pozorovany mohou byt
také lidské buiky, ve kterych neni vyskyt betaxanthini ptivodni. Z betaninu syntetizovany
betaxanthin je vhodnym nastrojem pro velmi rychlou identifikaci malarie z krevniho vzorku,
proto muze byt Uspé$nd diagnostika provedena jesté diive, nez propukne onemocnéni v plné
sile [26]. T¢€zi se ze schopnosti barviva prochazet sténou cervenych krvinek, a tam se navazat

na parazitujiciho prvoka (zimnicku).

Reakce kyseliny betalamové s aminokyselinami za vzniku fluoreskujicich betaxanthind 1ze
vyuzit 1 pfi stanoveni aminokyselin a proteinii pomoci gelové elektroforézy [26]. Pro snizeni
nakladl na stanoveni 1ze standard kyseliny betalamové nahradit §t'avou z cervené fepy, ze které

je kyselina betalamova uvolnéna degradaci pfimo v gelu.
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2.4.2 Betakyany

Druhou velkou skupinou betalainovych barviv jsou ¢ervenofialové betakyany [14; 25], jejichz
absorpni maximum je pii vinovych délkach okolo 536 nm [21; 22]. Jejich schopnost
fluoreskovat je daleko nizs$i nez u betaxanthinii a nemé praktické vyuziti [26]. Spole¢nym
stavebnim kamenem betakyant je opét kyselina betalamova, ktera je navazana na cyklo-3,4-
-dihydroxyfenylalanin (cyclo-DOPA) [14; 23]. V piipadé, ze na tomto zakladnim skeletu neni

navazana zadna dalsi skupina, jedna se o zakladni betakyanin a tim je betanidin (Obr. 6) [23].

R0

R,0 N

HO_ .
7
O

Obr. 6: Obecna struktura betakyani (betanidin: Ri=R.=H)

Podle polohy a charakteru funkénich skupin (Obr. 6) lze betakyany rozdélit do Etyt skupin.
Ukazka zastupct téchto skupin je uvedena na (Obr. 7). U skupiny betaninu je R; glukéza nebo
jeji derivat a R je vodik. Amaranthinova skupina ma v zdkladni podob¢ na misté Ry glukozu,
na kterou je navazana kyselina glukuronovéa a R» je opét vodik. Gomphreninova skupina je
podobna betaninové, pouze poloha substituentdl R; a R» je obracend, tzn. R; je vodik a R» je
glukoéza nebo jeji derivat. Posledni skupina jsou bougainvilleiny, které se dale d¢li na dva typy
slouCenin: bougainvilleiny-r, které maji glukézu s navazanou kyselinou glukuronovou

pfipojenou na misté R a bougainvilleiny-v, které maji tento substituent na misté Rz [23; 24].
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Obr. 7: Zastupci betakyani

Betakyany jsou cCasto pojmenovany podle botanického druhu, ze kterého byly poprvé
izolovany. Betanin je nejvyznamnéjsim betakyanem Cervené fepy (Beta vulgaris), amaranthin
se ziskava zlaskavce (Amaranthus), gomphreniny vybarvuji kvéty pestrovky kulovité
(Gomphrena globosa) a okrasnou dfevinou s rizovymi kvéty je bugenvilea lysa (Bougainvillea

glabra) [24].

2.5 Funkce betalainii

Ptitomnost betalainll v kvétech a plodech rostlin napomaha k reprodukei, protoze zatraktiviiuji
jejich generativni organy pro okoli. Stejné tak se betalainy vyskytuji i ve vegetativnich organech
véetné neosvétlenych ¢asti rostlin. Betalainy svoji interakci se svétlem chrani chloroplasty pred
poskozenim, které je zpisobeno dlouhodobym vystavenim slune¢nimu zéfeni, a proto je jejich
syntéza stimulovana pfi expozici svétla a UV zateni [21; 24]. Dalsi ochranné funkce spociva
v redukci reaktivnich forem kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species), které vznikaji béhem

metabolické pfemény a pii jejich nadbytku dochazi k poskozeni bunéénych struktur [21].

Rostliny z fadu hvozdikotvarych ¢asto osidluji suché oblasti a nachazi se mezi nimi 1 halofilni
rostliny rostouci na zasolenych pidach. Tyto nepifiznivé podminky vyvolavaji v rostlinach
zvySenou produkci betalaini [21; 24], diky které rostliny pravdépodobné lépe odolavaji

nedostatku srazek nebo nadbytku soli. Betalainy dale mohou fungovat jako prostfedek v boji
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s biotickymi faktory, znichZ je pro rostliny ohrozujici napadeni bakteriemi, plisnémi,

poptipad¢ viry [11; 24].

2.6 Vyskyt a zdroje betalaini

Hvozdikotvaré rostliny jsou celosvétove rozsiiené, pri¢emz v nasich podminkach se nejcastéji
vyskytuji zastupci z Celedi laskavcovitych, mezi které patii hospodarsky vyznamné plodiny
jako fepa cukrovka a krmnd fepa. Kulturnimi plodinami jsou dale Cervend fepa, mangold
a Spenat. Mnoho laskavcovitych rostlin (lebeda, laskavec, merlik ¢i bfist’) patii naopak mezi
plevely. Na zahradach mé své misto pestrokvéty nevadlec nebo bytel, ktery je péstovan jako

nahrada tji [3].

Betalainy, urcené k pouziti jako ptirodni potravinarské barvivo, se ziskavaji jen z nékolika malo
druhii. Dominantni postaveni na celosvétovém trhu maji betalainy extrahované z ¢ervené fepy,
které tvoii 99,99 % produkce, ktera ¢ini 96,8 Gt za rok [23]. Vzhledem k tomu, Ze z Cervené
fepy je mozné ziskat betalainy jen urcitych barevnych odstint, hledaji se i dalsi pfirodni zdroje
betalainti. Vyznamnou skupinu piedstavuji barviva ziskavana z barevnych plodt kaktusovitych
rostlin, napt. plody opuncie a pitayy, znamé jako draci ovoce [14; 23; 24]. Nevelkou mérou
ptispiva do celosvétové produkcee laskavec, ktery obsahuje betalainy v celé rostlin€ a je mozné

je extrahovat ze semen, kvétenstvi, listl, stonki 1 kofene [23].

2.6.1 Biosyntéza betalaini

Biosyntéza betalaint zahrnuje n¢kolik krokt od formace stavebnich jednotek az po zavérecnou
glukosylaci. Schématické znazornéni biosyntézy betaninu je uvedeno na Obr. 8. Na rozdil
od betaxanthinii, které se tvofi spontanni kondenzaci kyseliny betalamové s aminem nebo
aminokyselinou, u betakyant je i1 posledni krok fizen enzymaticky [22; 24]. Reakce probihaji

v cytoplazmé a v endoplazmatickém retikulu [24].

V prvnim kroku syntézy betaninu (Obr. 8) se pomoci enzymu tyrosindzy hydroxyluje L-tyrosin
na 3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Tvorba L-DOPA je kli¢ova, nebot’ dal§imi pochody
zng vznika kyselina betalamova a cyclo-DOPA [22; 24]. Pii tvorbé kyseliny betalamové
dochazi nejprve za pomoci enzymu 4,5-DOPA-extradiol-dioxygenazy k oxidaci L-DOPA na
meziprodukt 4,5-seco-DOPA, jenz poté samovoln¢ pfechazi na kyselinu betalamovou [22; 24].
Diky enzymu cytochrom P450 je L-DOPA pieménovan na cyclo-DOPA. Jeho naslednou
kondenzaci s kyselinou betalamovou vznikd v ¢ervené tfepé betanidin. [22; 24]. Ke vzniku
betakyanti zbyva posledni krok, kterym je pfipojeni molekuly glukézy na jeden

z hydroxylovanych uhlikt betanidinu. Aby probéhla reakce na vybraném uhliku, je zapotiebi
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vysoce specifickych enzymii. Cilovym mistem pro vznik betaninu je uhlik Cs, enzym

umoznujici navazani na tuto polohu se nazyva betanidin-5-O-glukosyltransferdza. Vyse

popsany mechanismus je jen jednou z moznych cest biosyntézy betakyant [22; 24].

Rozmanitost betakyanti napti¢ rostlinnymi druhy je zajiSténa navazanymi glykosidy, jejich

derivaty a dostupnosti piislusnych glykosyltransferaz. Cetné piipady nasobné glykosylace jeste

rozsiiuji okruh vznikajicich sloucenin, ptikladem je bugenvilea lysa, ve které bylo rozpoznano

na 140 rtiznych betakyant [24].
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Obr. 8: Biosyntéza betaninu
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3 Pridatné latky v potravinach

Pouzivani ptidatnych latek neni pievratnym objevem poslednich desetileti, tzv. aditiva se do
potravin piidavala odjakziva. V dobach, kdy chladnicky a mraznicky nebyly béznym
vybavenim domacnosti, zaruCovaly trvanlivost potravinam konzervacni ptisady, piikladem

muze byt soleni masa nebo konzervovani zeleniny pomoci kyseliny octové [1].

Oproti tomu vyskyt ,,E¢ek” v potravinach je relativné novodobou zaleZitosti. Znadeni aditiv
pismenem E s trojmistnym nebo Ctyfmistnym cCiselnym kodem na obalech potravin bylo
v Ceské republice zavedeno a upraveno na zacatku roku 2008 Vyhlagkou &. 4/2008 Sb. [27].
Toto oznadeni se pouziva v celé Evropé (proto ,,E). Pfesto, Ze se vétsina lidi Edek dési,
a vyrobci radéji do slozeni na etiketach vyrobkl vypisuji celé slovni ndzvy, oznaceni E piinasi

zaruku bezpecnosti aditiva [28].

Pouziti jakychkoliv aditiv se fidi pfedpisy a k jejich pouziti musi byt divod. Bezpecnost latek
je posouzena Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin (EFSA) [29]. Pokud jsou shledany
jako vhodné do potravin, dostanou se na ,,E seznam®, toto postaveni vSak neni neménné, jejich
bezpecnost je stale prehodnocovana [30]. Pro konkrétni aditivum jsou vzdy stanovené vybrané
druhy nebo skupiny potravin, ve kterych se mohou pouzit, a v nich maximélni pouzitelné

mnozstvi. Pokud neni limit stanoven, pouzije se aditiva jen nezbytné nutné mnozstvi [1; 31].

Mezi aditiva nepatfi pouze vySe zminéné konzervanty, ackoli se spolecné s barvivy
a antioxidanty s pojmem ,,E¢ka‘ nejbéznéji asociuji. Aditiva jsou riizné latky, které maji mnoho
funkci, diky nimZ jsou uspokojena oc¢ekavani zdkaznikl. Zajist'uji hygienickou nezédvadnost
produktli, zvySuji dostupnost mimosezonnich potravin a prodluzuji dobu trvanlivosti.
Vyrobclim zarucuji vys$si prodejnost zbozi diky atraktivnéj$i barve, nadychanégjsi struktuie
a vyrazng&j$i chuti. Na etiketach jsou nejCastéji znacena sladidla, kyseliny a regulatory kyselosti,
protispékavé latky, lestici latky, Zelirujici latky i stabilizatory [1; 31]. Mezi aditiva patii také
plyny, které se vyuZivaji pii baleni vyrobk a jejich pouZiti doprovazi na obalu povinné sdéleni:

,.Baleno v ochranné atmosféie* [1].

3.1 Barviva v potravinach

Uzivani konzervantll a antioxidantll v potravinafstvi ma své opodstatnéni, chrani potraviny pied
mikrobialni nebo oxida¢ni zk4dzou. S barvivy je to vSak jiné, i bez jejich pouZiti se potravina

dostane zdrava a neporusend k zakaznikovi. Jak potom ale bude vypadat?
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Zrakovy vjem je totiz primarnim faktorem vybéru potraviny pii ndkupu, ¢ich a zejména chut’
se uplatni az pti konzumaci. Pro vyrobce je tedy ptidani barviv do produkti mnohdy nezbytné.
Jednak se kompenzuji rozdily v barvé surovin, kterd mize zaviset na sezonnich vlivech
a skladovani nebo dochazi k obnové barvy, ktera byla zménéna béhem zpracovani. Dale se
barviva pouzivaji pro dodani vzhledu jinak nevyraznym vyrobkiim, vytvari veselé cukrovinky,
napiiklad proména Zelatiny v détmi milované gumové medvidky. Casto barva patii k zazité
identité vyrobku, proto se u produkti s pfimési nebo ptichuti ovoce ocekava barva daného
ovoce. Pokud ovocna slozka nedoda vyrobku (napt. jogurtu) dostatecnou barvu, je povoleno

barvivo pfidat [1].

Pro nékteré kategorie potravin je vSak pouziti barviv zakazano. Nesmi se dobarvovat med,
potraviny uréené pro vyzivu kojencti a malych déti, neochucené mléko, maslo, maso, ryby,

kava, Caj, kofeni, ovocné $tavy a dalsi [1; 31].

3.1.1 Prirodni vs. synteticka barviva

Barviva se rozdé€luji na ptirodni a syntetickd. Pfirodni barviva se nachazi v télech rostlin
a zivoCichti, znichz se pro potravinaiské ucely nejcastéji ziskdvaji extrakci. Zastupcem
barviva zivo¢is§ného pivodu je karmin ziskavany z tél samic¢ek hmyzu nopalovce karminového
(Dactylopius coccus) [32]. Rostlinné karotenoidy vSak mohou byt syntetizovany 1 bakteriemi,

kvasinkami ¢i plisnémi [19].

V soucasné dob¢ jsou pro svou zdravotni nezdvadnost mezi spotiebiteli preferovana piirodni
barviva [1; 33; 34], u kterych neni stanovena maximalni davka pouZiti, i pfesto se pouzivaji
pouze v nezbytné nutném mnozstvi [1; 31]. Prace s pfirodnimi barvivy vSak neni jednoducha,
mnohdy byvaji nestabilni a jejich odstin se mlize liSit v zavislosti na podminkéach péstovani
rostliny, ze které se ziskavaji. Disledkem mize byt nestejnorodost jednotlivych vyrobenych

Sarzi. Dal$i nevyhodou je moZnost ovlivnéni chuté a viin¢€ produktu pfiddvanym barvivem [1].

Oproti tomu synteticka barviva jsou zpravidla stabilni latky, které neovliviiuji chut’ a vini
produktu, jejich odstin je staly a nové odstiny lze ziskat kombinaci barviv. K vy¢tu jejich vyhod
je nutné zminit pfiznivou cenu. Na druhé stran¢ se u nich ¢asto vyskytuje zdravotni zavadnost,

a proto je nutné definovat jejich nejvyssi ptipustné mnozstvi [1].

Je ztejmé, Ze v riiznych ¢astech svéta se pravidla pro pouzivani aditiv a konkrétnich barviv lisi,
vetsinou jsou vSak piisnéjsi predpisy v zemich Evropské unie. Vyskytuji se ale i néktera barviva

v EU povolend (Amarant E123), kterd jsou naopak zakazana ve Spojenych statech [33].
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Povolené mnozstvi aditiv v potravinach je odvozeno od akceptovatelného denniho piijmu
(ADI, Acceptable Daily Intake), coz je mnozstvi, kterému se 1ze denné po cely zivot vystavovat,
aniz by mélo negativni vliv na naSe zdravi [34]. ADI se vyjadiuje v jednotkach mg/kg télesné
vahy. Pfestoze jsou maximalni povolen¢ limity piidavku syntetickych barviv dodrzovany, miize
po konzumaci vyrobkti dochazet k nezddoucim koznim reakcim jako je kopfivka, ekzém, ¢i
dermatitida. Vzacnéji mohou syntetickd barviva zpusobovat alergické reakce, astma nebo

hyperaktivitu [1; 33].

Prozatim neni provedeno velké mnozstvi studii zamétfenych na toxicitu a vedlejsi ucinky
syntetickych barviv pfijimanych z potravy. Z toho divodu vytvotila Evropskd unie seznam
nejpodezielejSich barviv, na kterém se nachdzi tartrazin (E102), karmoisin (E122), chinolinova
zlut' (E104), zlut SY (E110), ponceau 4R (synon. konSelinova Cerven A, E124) a Cerveil
allura AC (E129) [1]. Vyrobky s obsahem nékterého z téchto barviv, musi mit na obalu

upozornéni: ,,Mohou nepfiznivé ovlivitovat ¢innost a pozornost déti* [1; 35].

Prvnim na tomto seznamu je citronové zluty tartrazin (E102) [1], ktery se pfidava nejen
do potravin, ale i do produkti kosmetického a farmaceutického pramyslu. Jeho ucinky na
lidskou DNA byly studovany v praci Floriano a kol. [36]. Cytotoxicita ani mutagenita nebyla
prokazéana, avSak pfi koncentraci 70 pg/ml doslo ke znatelnému poskozeni DNA leukocytt.
Dalsi studie [37; 38] jeho bezpecnost potvrdily, a to 1 pfes potenciondlni genotoxicitu
azoskupiny v molekule tartrazinu. Tato skute¢nost ovSem plati pouze pro tartrazin pifijimany

z potravin, kde je jeho obsah vzdy velmi nizky [37; 38].

Velmi diskutovanym tématem je vliv konzumace syntetickych barviv na chovani, zv1asté u déti.
Bylo zjisténo, Ze konzumace tartrazinu nezptisobuje pfimo hyperaktivitu, ale u nékterych déti
vyvolava zmény chovani — podrdzdénost, neklid a poruchy spanku [39]. S rostouci dadvkou
tartrazinu se doba projevil prodluzuje. U déti s diagnostikovanou poruchou pozornosti ¢i
s hyperaktivitou (ADHD, Attention Deficit Hyperactivity Dissorder) doSlo po dieté, ktera
spocivala v omezeni piijmu syntetickych barviv, ke zmirnéni klinickych projevi v 8 % piipad
[38]. Mnozstvi piijatych barviv u déti reguluji alespon v predSkolnim véku predevsim rodice.
Méla by byt sledovéana ptitomnost barviv v bonbonech, zelé a dal$ich cukrovinkach, ale nemélo
by se zapominat ani na ,,détska piticka“ a ,,dzusiky*, protoZe napoje pro déti jsou témét vzdy

kiiklave zluté, oranzové nebo Cervené [33].

Dal8im takto evidovanym syntetickym barvivem je karmoisin (E122), u nas Castéji uvadény

pod nazvem azorubin [1; 35; 38]. Pti sledovani jeho vlivu na meristematické pletivo kotfene
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cibule kuchyniské, vykazoval dokonce silngjsi genotoxické ucinky nez metanilova zlut’, ktera
v zemich EU zakéazana je. Ob¢ barviva jsou hojn€ pouziva v Indii a dal$ich rozvojovych zemich
[40]. Nicméné karmoisin, ktery je pfitomny v potravindch v nizkych davkach, neptedstavuje

riziko, pouze vzacné muize zpuisobit kozni a respiracni obtize [38].

3.2 Prirodni barviva

Ptirodni barviva jsou vétSinou zdravotné nezadvadna, ba dokonce zdravi prospésnd, kuptikladu
pod oznacenim E101 se ukryva riboflavin neboli vitamin B2 [1]. Je potieba rozliSovat ptirodni
barviva ziskdvana technologickymi postupy z pifirodnich materidli a barviva pfirodnim
identicka vyrabéna synteticky [38]. Podle zaznamii jsou zdravotné¢ zcela bezproblémové
extrakty z ¢erné mrkve, Cervené fepy i slupek hroznového vina [33]. V potravinafstvi se

z prirodnich barviv nejvice vyuzivaji anthokyany, karotenoidy, betalainy a chlorofyly [41].

3.2.1 Anthokyany

Anthokyany jsou rostlinné pigmenty modré nebo Cervené barvy v odstinech od rizové po
fialovou [41]. Maji pozitivni G€inky na zdravi, plsobi jako silné antioxidanty, zlepSuji zrak
a podporuji mozkovou ¢innost [42]. Redukuji aktivitu krevnich desticek a srazeni krve, ¢imz
a tromboembolické stavy [20]. Proto je nanejvySe doporu¢ena konzumace tedkvicek,
cerven¢ho zeli, cerného a Cerveného rybizu, malin, ostruzin, borivek a dal§itho ovoce [41].
NejcastéjSim zdrojem barviva pro ucely potravinarského primyslu je ernd nebo fialova mrkev.
Obsah barviva miize u n¢kterych odrid fialové mrkve dosahnout az 191 mg anthokyani/ 100 g
syrové mrkve [42]. Ve vinafskych zemich jako zdroj anthokyanti dobte poslouzi slupky
hroznového vina nebo kaly z hroznoveé $t'avy [43]. Po porovnavani ptirodnich a syntetickych
barviv stejnych odstinli pfedstavovaly anthokyany nejudrZitelnéjsi zdroj barviva pii zvazeni

nejriznéjsich hledisek [44].

3.2.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou velkou skupinou ptirodnich barviv, které proptjcuji svym nositeliim Zlutou,
oranZzovou nebo cervenou barvu. Nachdzi se v mrkvi, pomeranc¢i, melounu, paprice ¢i papaji
[41]. Karotenoidy pusobi v téle jako antioxidanty, zvlasté lykopen, obsazeny v rajcatech, je
spojovan s prevenci vzniku rakoviny. Karotenoidy dale chrani nasi kiizi pted u€inky UV zafeni

a zajist'uji dobrou kondici o¢i i1 ve vys§im véku [19].
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3.2.3 Karmin

Ze suSenych tél samicek nopalovce karminového (Dactylopius coccus) se extrakénimi
technikami ziskava karmin (E120), ktery je z pfevazné ¢asti tvoien kyselinou karminovou [32;
45]. Nejobvyklejsi barva je Cervend, ale v zavislosti na pH mutze prechazet do zluté [45].
Ptidava se do alkoholického napoje Campari [46], nealkoholickych napojt, jogurtd, nanukd,
marmelad a cukrovinek [45], dal$i uplatnéni mé& v kosmetice a farmacii [32]. 1 pfes svij
prirodni ptivod je vSak karmin zdravotné zdvadny [32; 45]. Po jeho poziti byly zaznamenany
ptfipady vzniku alergii s rozmanitymi projevy, od koptivky, otoktli, dychacich a zazivacich
potizi az po ztraty védomi a anafylakticky Sok [46]. Alergie miize byt vyvolana také proteiny,
které se do karminu dostanou z téla nopalovce, nebo miize byt barvivo znecisténo ionty tézkych
kovl [32]. Citlivost na karmin je Castd u déti s atopickym ekzémem [33], byla zjiSténa
iu pracovnikil ve vyrobné barviva, dokonce byly zaznamenany i ptipady profesniho astmatu
zpisobeného inhalaci karminového prachu [47]. Diky jeho snadné rozpustnosti ve vodé,

oxidacni, tepelné a svételné stabilite je vSak stale pouzivan [45].

3.3 Betanin v potravinarstvi
Pouziti betaninu, stejn¢ jako ostatnich barviv, je fizeno legislativou, ktera rozdéluje potraviny
na dv¢ kategorie — potraviny, které lze dobarvovat, a potraviny, které nelze dobarvovat. Stejné

tak urcuje jednotlivé potraviny, do kterych je mozné konkrétni barvivo pridat [1; 31].

Betanin je jedinym zastupcem betalainli pouzivanym v potravinaistvi [24]. Jeho stabilitu
ovlivituje hodnota pH prostiedi, teplota béhem zpracovani a skladovani, ¢1 pfitomnost kysliku
a svétla [26]. Betalainy vykazuji stabilitu v rozmezi pH 3-7 [24; 48], proto se v ptirod¢
akumuluji ve vakuolach, jejichz prostiedi je kyselé [23; 26]. To jim dava vyhodu pted
anthokyany, které jsou pii zménach pH nestalé [24; 48; 49]. Betalainy se 1épe rozpoustéji ve
vodé a maji vys$si barvici silu, proto jich staci pfidat mensi mnoZstvi k dosaZeni stejné sytého
odstinu [24]. Jedinou nevyhodou betaninu je jeho tepelnd nestabilita, kterd limituje vyuziti

u tepeln€ upravovanych potravin [49].

Podle natizeni Komise EU €. 1129/2011 Ize betanin pouzit vyhradné do zavatenin z Cervené¢ho
ovoce, do konzervované nebo nakladané zeleniny (kromé oliv), do dZzemd, rosoli a marmelad
a do snidanovych cerealii s ovocnou ptichuti. Déle lze pfidavat betanin do uzenin z tepelné
opracovaného i tepelné neopracovaného masa, do pastik a terin, do past z ryb a korysi a do

pfedvarenych korysh [50].
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V zadné z téchto kategorii neni stanoveno maximalni mnozstvi barviva, opatieni je nahrazeno
pravidlem ,,quantum satis®, tedy pouzit jen mnozstvi potfebné k dosazeni pozadovaného efektu.
U vétSiny aplikaci nelze betanin kombinovat s dal§im barvivem, vyjimkou je piipad
dobarvovani snidanovych ceredlii, u kterych je mozné barviva E162 (betanin), E163

(anthokyany) a E120 (karminy) pouzit jednotlivé, ale i v kombinaci [50].

3.3.1 Ziskavani potravinarského betaninu

Barvivo E162 (betanin) ptivodem z ¢ervené fepy je komerc¢né dodavano v nékolika podobach,
kterymi jsou nejcCastéji praskovy extrakt z cervené fepy, lyofilizovand Cervend fepa, susena
Stava z Cervené fepy ziedénd dextrinem, pfipadné Cerstva stava z Cervené fepy [S51; 52].

PraSkovy extrakt z ¢ervené fepy zachycuje Obr. 9.

Obr. 9: Praskovy extrakt z ¢ervené repy [S3]

Betanin se v primyslovém meéfitku tradicné ziskava maceraci bulvy Cervené fepy vodou za
pokojové teploty. Extrakt s moznym ptidavkem kyseliny citronové je nejprve hrubé filtrovan,
poté je kapalna faze zakoncentrovana ultrafiltraci a vysledny produkt je pasterizovan. Tento
extrakt obsahuje 0,5-1 % betaninu, spolu s malym mnoZstvim vulgaxanthinu, cukru a dalSich
ve vod¢ rozpustnych latek. Ptfi pouziti moderni mikrovinné extrakce nebo extrakce

vysokotlakym oxidem uhli¢itym je v§ak dosazeno mnohem uspokojivéjSich vytézki. V ptipadé

vodnych extraktl Ize koncentraci zvysit s vyuZzitim preparativni chromatografie [52].
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4 Fyziologické ucinky betalaint na zdravi

Fytochemické latky obsazené v rostlinach jsou dilezité jednak pro rostlinu samotnou, pro jeji
vyvoj a ochranu, ale i pro ostatni zivo€ichy, ktefi ji konzumuji. Mnoho rostlin ma pozitivni
ucinky na lidské zdravi, a to od preventivnich uc¢inkt, kdy se vyuzivaji pro podporu zdravi, az

po ucinky lécebné, kdy potlacuji projevy jiz vzniklé nemoci.

V Cervené fepé se nachazi celd fada fytochemikalii, betalainy jsou vSak z hlediska zastoupeni
i uc¢inkl nejvyznamnéjsi. Obé skupiny betalainli, betaxanthiny a betakyany, jsou studované

v extraktech, §tave, susenych prascich nebo v bulvé fepy.

Po konzumaci €ervené fepy setrvava prevazna ¢ast betalainil v trdvicim traktu. Ke vstfebavani
do krve dochazi sttevnim epitelem, kdy jsou transportovany v nemetabolizované podobé¢, diky
¢emuz je zachovana jejich aktivita [13]. Moc¢i neni vylouceno vice nez jedno procento

z ptijatého betaninu [54; 55].

4.1 Antioxida¢ni vlastnosti

K oxida¢nimu stresu dochazi v téle pti nadbytku radikali, které sice vznikaji pfirozené béhem
metabolickych reakci, avsak jejich pocet je potieba redukovat, nebot’ pti nadbytku poskozuji
biomolekuly. K eliminaci vznikajicich radikald ndm slouzi antioxidanty, které jsou vice ¢i
méné soucdasti bézné potravy. Bohatymi zdroji antioxidantl jsou pfedevSim ovoce a zelenina,
bylinky, zeleny ¢aj a mnoho dalSich potravin. Mezi deset druhli zeleniny s nejlepSimi
antioxida¢nimi vlastnostmi se diky vysokému obsahu betalainii fadi 1 Cervena fepa [14].
Antioxidacni aktivita betaninu je za jistych podminek dokonce témeér dvojnasobnd nez
u anthokyanii [56]. Stava z Eervené fepy ma vyssi antioxidacni aktivitu neZ pomeranéové dzusy
a jiné ovocné ¢i zeleninové $tavy. LepSim antioxidantem nez Cervena fepa je pouze granatoveé

jablko [13].

Jiz v nizkych koncentracich dokazi betalainy chranit hem, barvivo ¢ervenych krvinek, pied
rozkladem [25] a nizkodenzitni lipoproteiny pfed oxidacnim poSkozenim [13]. Podle studii
provedenych na potkanech dokéze §t'ava z ¢ervené fepy obnovit funkci antioxida¢nich enzymu
v jatrech, navic dokéaze chranit pfed xenobiotiky a jimi vyvolanym oxidacnim stresem [57].
Vyss8i mastné kyseliny mohou byt v disledku reakce s volnymi radikédly poskozeny. Pfi této
reakci, tzv. lipoperoxidaci, vykazuji betalainy opét své protektivni vlastnosti [25; 58]. Vliv
betalaini na buiky tradvici soustavy je pozitivni, nebot’ potlacuji poskozujici ucinek

lipoperoxidaz [25].
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4.2 Protizanétlivé vlastnosti

Tvorba zanétli je ve své podstat¢ obrannym mechanismem organismu, ale pii chronickém
pribéhu ptsobi Skodliveé. Na lidskych bunkach imunitniho systému bylo demonstrovéano, ze
extrakt z cervené fepy pusobi protizanétlive a potlacuje nezadouci aktivaci imunitniho systému
[54]. Protizanétlivé vlastnosti betalainli, obsazenych v Cervené fepé jsou rovne€z prezentovany
v mnoha dalSich studiich [13; 55; 57; 59; 60]. Ve vyzkumu zaméfeném na problematiku
neurodegenerativnich onemocnéni, jezZ mohou byt zplisobena zdnétem nervovych bunék, bylo
dokazano, Ze betanin z Cervené fepy mél inhibicni efekt na aktivované mikroglie, jez jsou
imunitnimi bunikami centralni nervové soustavy a vyskytuji se v nervové tkani. Konkrétné byla
u mikroglii utlumena produkce mikroglidlnich radikalt, faktoru nadorové nekrozy

a interleukinu [59].

4.3 Protinadorové piisobeni

K dal$im benefitim ¢ervené fepy patii jeji aktivita proti tvorbé nddorovych onemocnéni [13;
56; 57; 60]. Pii vyzkumu provadéném na potkanech s indukci rakoviny ktuze a jater bylo po
jejich krmeni betaninem prokdzano snizeni vyskytu nddort [13]. Podobné ucinky byly
potvrzeny i u lidi, kdy podavani samotného betaninu vyvolalo apoptézu lidskych nddorovych
bun¢k plic [13]. Protirakovinné uc¢inky se netykaji pouze izolovaného betaninu, nybrz
i samotného extraktu z Cervené fepy. Pii eliminaci lidskych nadorovych bunéénych linii
slinivky, prostaty a prsu podpofila jeho pfitomnost U¢inek chemoterapeutik [57]. Nejen tyto
vyzkumy ukézaly, Ze betanin potlacuje ucinek karcinogend a tim redukuje vznik a rozvoj

nadorovych onemocnéni [56-58].

4.4 Kardioprotektivni vlastnosti a vliv na sloZeni krve

Onemocnéni srdce a cév neboli kardiovaskularni choroby vznikaji nej€astéji vytvorenim
trombodzy, kterd posléze vede k infarktu myokardu, mozkové mrtvici nebo zilni tromboze.
K rizikovym faktorGm patii zvySena hladina cholesterolu v krvi, zvySena sraZlivost krve,
zangty, oxidacni stres, obezita a nedostatecna fyzicka aktivita. Betalainy maji kardioprotektivni
efekt, poc€inaje protizanétlivymi a antioxidacnimi vlastnostmi. Podle studii in vitro ptinos
betalainii spoc¢iva 1 ve schopnosti snizovat aktivitu krevnich desti¢ek a potlaceni shlukovani
trombocytli [20]. Konzumace cervené fepy vede k efektivnimu snizeni systolického
a diastolického krevniho tlaku, které je ovSem zptsobeno spise vysokym obsahem dusi¢nani

[13; 54; 56].
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Cervena fepa ma pozitivni vliv na sloZeni krve, nebot’ snizuje hladinu krevniho cukru [11; 13;
58], a zlepsuje lipidovy profil krve [11; 54; 58]. V ptipad¢ konzumace $tavy z Cervené fepy
spolecné s glukdzou byla zjisténa zvySena citlivost inzulinu ke glukoze, ktera byva pii obezité
a cukrovce utlumena [13]. Souhrnem téchto vlastnosti spoletné s jiz zminénymi
protizanétlivymi a antioxidacnimi vlastnostmi by Cervend fepa méla pomahat v boji proti

obezité, ktera je dal$im rizikovym faktorem vzniku kardiovaskularnich chorob [13].
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5 Analytické stanoveni betalainii v ¢ervené repé

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni betalainti se provadi jak ve vzorcich syrové ¢ervené fepy,
tak blanSirované ¢i konzervované fepy [61]. Pro analyzu se vétSinou vyuziva celd bulva Cervené
fepy [16; 59; 62—66], ale v n¢kterych studiich byla pozornost vénovana pouze jeji ¢asti, napf.
centralni ¢asti [15] nebo koncentrickym vrstvdm bulvy [14] nebo byly analyzovany pouze

slupky [67].

5.1 Priprava vzorku k analyze

Vzorky ¢ervené fepy je potieba pied vlastni analyzou nejprve upravit. Zpravidla dochazi v prvé
fad¢ k omyti bulvy Cervené fepy, aby se zbavila povrchovych necistot [62; 63; 68]. Poté se
bulva oskrabe [62; 68], nicméné hojné vyuzivanou variantou je pouziti ¢ervené fepy i se
slupkou [16; 63; 65; 66; 67]. Nasleduje rozmélnéni na mensi ¢asti, ruéné napiiklad pomoci tieci
misky a tloucku [62], Castéji ptistrojove, pomoci mixéru [61; 63; 64] nebo odstaviiovace [69].
Modernim piistupem ke zpracovani vzorku Cervené fepy a Stavy z Cervené fepy je suSeni
vymrazovanim. Vzorky Cervené fepy jsou po nasekani na malé kousky hluboce zmrazeny
v plastovych saccich a lyofilizovany v proudu kapalného dusiku [15; 65]. VysuSené

lyofilizované vzorky jsou rozemlety na jemny prasek [14; 15; 65].

Z takto upravenych vzorkl ¢ervené fepy jsou betalainy extrahovany rozpoustédlem, kterym je
nejbéznéji vodny roztok ethanolu nebo methanolu [59; 62; 67]. Rozpoustédla Ize pro vétsi
ucinnost slabé okyselit kyselinou citronovou, mravenci ¢i askorbovou [14; 59; 62; 65; 67]. Pro
zvySeni ucinnosti se extrakce provadi pomoci orbitalni tiepacky ¢i v ultrazvukové lazni. Poté
nasleduje centrifugace a odebrani supernatantu [14; 63—65; 67]. Pro dosaZeni optimalni

extrakéni GiCinnosti se ¢asto provadi vicenasobna extrakce [14—16; 63—65].

Pro oddéleni pevnych ¢astecek se misto centrifugace mize vyuzit i filtrace. Pfi starSim postupu
piipravy vzorku byla k filtraci mixované Cervené fepy vyuZivana kiemelina [61]. Pokud je
vzorek cervené fepy pripraven na odstaviiovaci, byva St'ava centrifugovana a filtrovana pies
filtra¢ni papir [51; 69]. Pro roztoky vzniklé rozpusténim lyofilizované Cervené fepy ¢i prasSku

betaninu ve vod¢ je pouzivan PTFE filtr s velikosti porti 0,45 pm [51].

Upravené vzorky cervené fepy se az do analyzy zpravidla skladuji pii 4-8 °C [68].
Lyofilizované vzorky jsou obvykle skladovany v temnu ve vzduchotésném obalu pii pokojové

teploté [67], ale n€kdy jsou uchovavany pii teplotich —20 °C a nizSich [14; 15; 69].
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Zmrazen muze byt také supernatant ziskany centrifugaci a filtraci, pouZzitelny pro pozdé¢jsi

analyzu [51; 69].

5.2 Spektrofotometrie

Pii molekulové absorpcéni spektrometrii se ke stanoveni latek vyuziva jejich interakce
s elektromagnetickym zafenim. Spektroskopie v blizké ultrafialové (UV) a viditelné (VIS)
oblasti vyuziva zafeni vinovych délek 200400 nm (UV) a 400-750 nm (VIS). Zavislost
absorbance monochromatického zafeni na koncentraci absorbujicich Castic popisuje

Lambert-Beeriiv zdkon a ke kvantitativnimu stanoveni se zpravidla vyuziva metoda vnéjsiho

standardu s kalibra¢ni kiivkou [70; 71].

Kvantitativni spektrofotometrickd analyza je mozna pouze u organickych latek, které obsahuji
volné  elektrony. Barevnost zvysuji chromofory, tj. substituenty s volnymi elektronovymi pary
(—-OH, —NH>) nebo elektrofilnimi skupinami (—NO,, =CO, =C=NH). Latky vidime barevné
pravé podle doplnkové barvy k té, ktera je absorbovana, napt. zluty roztok vulgaxanthinu I

absorbuje barvu modrou [70; 71].

5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni betalaina

Nejjednodussi a nejpouzivanéjsi metodou pro stanoveni betalainii je spektrofotometrie.
Vyznamnou piednosti stanoveni je, Ze roztoky neni nutné pied analyzou piecistit [15; 62; 67;
68; 72; 73]. Nutnym krokem spektrofotometrické analyzy je natedéni vzorkd, aby se hodnota
absorbance betalainti pohybovala v rozmezi 0,4-0,5 [51]. Metoda ke spoleénému stanoveni
betakyantl a betaxanthinli ve §t'avé z ¢ervené fepy bez predchoziho precisténi byla v roce 1970
navrzena Nilssonem [61] a pro stanoveni betalainii v ¢ervené fepé se pouziva dodnes. Toto
stanoveni vSak neni vhodné pro plody kaktust, ve kterych jsou ve vétsi mife zastoupeny

betaxanthiny [51].

Absorbance méfenych roztokli se prométuje pii vinové délce absorpéniho maxima, ktera je pro
betakyany nejcastéji 536 nm [51; 68; 69] a pro betaxanthiny 486 nm [68; 73]. Méfeni obvykle
probiha pii pokojové teploté [51; 68]. Priklad absorpéniho spektra vodného extraktu Cervené
fepy zobrazuje Obr. 10.
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Obr. 10: Absorp¢ni spektrum vodného extraktu cervené iepy [73]

Obsah betalainii se udava na jednotku hmotnosti Cerstvé cervené fepy nebo susiny cervené fepy,

ptipadné vysuSeného (lyofilizovaného) vzorku.

Pro vypocet plati vztah:

A-Fye MBK/BX " Viz

€BK/BX * I my,

(1

Mpk/Bx =

kde mgg,px je hmotnost betakyani (BK) nebo betaxanthind (BX) ve vzorku [mg/g], 4 je
nam¢&fena absorbance, Fy; je faktor ziedéni, Mgy /px je prime&rnd molarni hmotnost betakyant
nebo betaxanthinii [g/mol], ;,, je objem pfipraveného roztoku [l], €gx /px je molarni absorpéni

koeficient betakyanii nebo betaxanthini [I'mol '-em™], I je délka kyvety [cm] am,, je

hmotnost vzorku [g] [15; 62; 67; 68; 73].

Druhou moznosti je vyjadfeni vysledkli v mg betalaini v jednotce objemu roztoku
ptipraveného extrakci praSkového vzorku nebo roztoku ze §t'avy cervené fepy. Obsah betalainti

se vypocita pomoci vzorce:

A - FZf“ - MBK/BX - 1000

2

MpK/BX = q
€BK/BX

kde mpg/gx je hmotnost betakyanii nebo betaxanthini ve vzorku [mg/l], ostatni veli¢iny

a jednotky se shoduji s pfedchozim vzorcem (1) [15; 72].
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Pomoci danych vztahl se spocitd zvlast obsah betakyant i betaxanthini a nasledné je urcen
celkovy obsah betalaintl, pouhym sou¢tem obou hodnot. Pii vypoctu obsahu betakyanii se za

molarni absorpéni koeficient ezx dosazuje hodnota 60 000 I'-mol !-cm™

a za Mgy se dosazuje
molarni hmotnost betaninu (550 g/mol), mnozstvi betakyant je tedy vyjadieno jako ekvivalent
betaninu [15; 62; 67; 68; 72; 73]. Pro vypocCet mnozstvi betaxanthini se dosazuje hodnota

' a za Mgy molarni hmotnost

molarniho absorpéniho koeficientu egy 48 000 I'mol '-cm™
indicaxathinu (308 g/mol) [68; 73] nebo vulgaxanthinul (339 g/mol) [15; 72]. Zatimco
v hodnotach molarnich absorpcnich koeficientll se literatura shoduje, hodnoty vinové délky

absorp¢niho maxima jsou v zavislosti na pouzitém literarnim pramenu odlisné.

5.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie je nejrozSifenj$i analytickou separani technikou. Za zakladatele
chromatografie je povaZovan rusky biolog Michail S. Cvét, ktery aplikoval chromatografii
k separaci rostlinnych barviv. Kolonova chromatografie se dockala velkého rozvoje a rozsiteni

v 60. letech minulého stoleti a od té¢ doby se stale vyviji [74].

HPLC je separacni technika s Sirokym rozsahem pouziti. Latky naddvkované na kolonu jsou
unasené mobilni fazi, pricemz rychlost pohybu zalezi na jejich afinité ke stacionarni a mobilni
fazi [75]. V pribéhu analyzy je mozné ménit podminky separace, kdy se nejcastéji méni slozeni
mobilni faze, potom mluvime o tzv. gradientové eluci. Pii izokratické eluci je sloZeni mobilni
faze konstantni. Na konci kolony se nachazi detektor registrujici latky prochazejici kolonou.
Informace z detektoru jsou zpracovavany softwarem a prezentovany v podob¢ chromatogramu.
Podle signalu, ktery detektory zaznamendvaji, rozliSujeme detektory spektrofotometrickeé,
refraktometrické, elektrochemické ¢i fluorescencni. V poslednich letech je velmi oblibené

spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem [75; 76].

V prubéhu poslednich let dochazi v chromatografii k miniaturizaci. Zpravidla se zmensuje
velikost ¢astic tvoricich napli kolony, spolu s primérem a délkou kolon, coz vede ke zkraceni
doby analyzy a sniZeni spotfeby mobilni faze, a tedy k mensi z4tézi jak ekonomické, tak
ekologické. Pro ndpliové kolony s poréznimi sorbenty je typickym nosi¢em silikagel, jehoZ
¢astice maji nejCastéji pramér 3 a 5 pm. Neporézni a povrchove porézni sorbenty maji na rozdil

od poréznich sorbentli nepropustné jadro s vrstvou stacionarni faze na povrchu [77].

V systémech s obracenymi fazemi se pouZzivaji nepolarni stacionarni faze, nejcastéji chemicky
vazany oktadecyl silikagel (C18) nebo oktyl silikagel (C8). Kromé toho jsou na trhu dostupné

ruzné modifikované stacionarni faze s navazanymi alkyly ¢i aryly. Pro separaci riznych skupin
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latek 1ze vyuzit riznou stacionarni fazi, napf. pro separaci velmi nepolarnich latek, jako jsou
karotenoidy, se vyuzivaji stacionarni faze s uhlovodikovym fetézcem C30 a pro separaci

polohovych izomert jsou s uspéchem vyuzivany pentafluorfenylové faze [77].

Pro uspé&$nou separaci je nutné zvolit vhodné podminky. Casto je pro optimélni separaci nutné
upravit pH mobilni faze, jenz musi byt v rozmezi, pii kterém je stacionarni faze stabilni. Teplota
nehraje v HPLC tak vyznamnou roli jako u plynové chromatografie, ale mize ptispét k vysSimu
rozliSeni separovanych latek. Zvysenim teploty dochazi zpravidla ke snizeni viskozity mobilni

faze a je dosazeno rychlejsi separace pii niz§im pracovnim tlaku [77].

Z hlediska tzv. green chromatografie je snaha o jiz zminénou miniaturizaci v HPLC, ktera vede
ke snizeni mnozstvi pouzitych organickych rozpoustédel, které zatézuji zivotni prostredi.
Predevsim se jedna o acetonitril, jehoz vyroba i likvidace jsou velmi nakladné. Ekologicky

pfijatelngj$i je substituce acetonitrilu za jina rozpoustédla, kterd vSak nemusi byt tak

univerzalné pouzitelnd, napt. aceton je nevhodny pfi spektrofotometrické detekei [78].

V soucasné dob¢ jsou k detekci latek ve spojeni s kapalinovou chromatografii stale vice
vyuzivany hmotnostni spektrometry. Latky opoustéjici kolonu jsou zpravidla detekovany
nejprve spektrofotometrickym detektorem a poté je eluat veden do hmotnostniho spektrometru.
Na zdkladé¢ informaci ziskanych z hmotnostnich spekter je mozné stanovenou latku
identifikovat a poté i kvantifikovat. Hmotnostni spektrometry lze také vyuzit pro urceni
struktury latek. Podle relativnich intenzit iontovych fragmenttli 1ze posoudit izotopové sloZeni

prvku [70; 79].

Vzorek pfi prichodu hmotnostnim spektrometrem prochazi postupné tfemi hlavnimi ¢astmi
pfistroje. Nejprve dochdzi k ionizaci latky pomoci nékteré z ionizacnich technik a vzniklé
ionizované fragmenty jsou separovany v analyzatoru podle poméru hmotnosti a naboje, m/z.
Nakonec rozdélené fragmenty dopadaji na detektor, jehoz podstatou je elektronovy nésobic, na
kterém dochazi k zesileni elektrického signalu. Vystupem je hmotnostni spektrum, ze kterého
1ze zjistit molarni hmotnost analyzovanych latek a takeé relativni intenzitu jejich protonovanych

¢i deprotonovanych molekul [70; 79].

Pro stanoveni betalainli je pro ionizaci vyhradn€ pouZivéna ionizace elektrosprejem (ESI,
Electrospray lonization), ktera patii mezi mékké ionizacni techniky [79]. Tento zplisob ionizace
pracuje s kapalnym vzorkem a vede také ke vzniku vicendsobné nabitych iontl, coZ jej €ini
vyjimecnym. Vzorek vstupuje tenkou kovovou kapildrou, na kterou je vlozeno napéti. Mezi

kapilarou a druhou elektrodou, jez se nazyva protielektroda, je vytvaieno elektrické pole
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o obvyklé¢ intenzité¢ 106 az 107 V/m. Zatimco anionty jsou pfitahovany ke kovové kapilare, na
niz dochazi k jejich oxidaci, pfebytek kladného naboje je pritahovan k protielekrodé. Vlivem
povrchového napéti kapaliny se vytvoii Tayloriv kuzel, na jehoz konci uz sila elektrického
pole pievazi povrchové napéti a odtrhujici se kladné nabité kapicky putuji od kapilary smérem
k protielektrod¢. Kapicky jsou po odtrzeni vlivem piebyteéného naboje nestabilni. Rozpadaji
se na mensi, tim se zvétSuje plocha a néboj je 1épe rozprostren. K protielektrodé doputuje vzorek
ve formé elektrospreje. Probihajici redukce na protielektrodé pak uzavird elektricky obvod.

Ionizace elektrosprejem tak ptipomina elektrolyticky systém [80].

Z analyzatoru je velmi ¢asto pouzivany kvadrupol, ktery se sklada ze ¢tyt hyperbolickych tyci
s dokonale vodivym povrchem, na néz je vloZeno stiidavé napéti a zaroven na protilehlé dvojice
ty¢i je vlozeno stejnosmérné napéti riizné polarity. Analyzatorem projdou pouze ionty, které se
pii dané kombinaci stejnosmérného a stiidavého napéti budou pohybovat po stabilni trajektorii

[70].

Dal$im vyuzivanym analyzdtorem je analyzator doby letu. Principem je zdznam rychlosti
pohybu iontii v evakuované letové trubici po dodéani urcité kinetické energie. Nejrychleji trubici

YV

putuji nejlehéi ionty, nejpomaleji nejtézsi ionty [70].

5.3.1 Stanoveni betalaini vysokoticinnou kapalinovou chromatografii

HPLC analyza betalainti je zpravidla provadéna v systémech s obracenymi fazemi na kolonach
plnénych C18 stacionarni fazi [14-16; 51; 59; 63-66; 69; 81]. Mobilni faze vhodné polarity
a elucni sily je tvofena kombinaci dvou rozpoustédel. Jednim z rozpoustédel je acetonitril [15;
16; 59; 66; 81] nebo jeho vodny roztok [14; 51; 63; 64; 69]. Druhym rozpoustédlem je voda
s ptidavkem kyseliny mravenci, ptipadné fosfore€né nebo trifluoroctové. V nékterych
ptipadech jsou okyseleny ob¢ slozky mobilni faze. Pro separaci betalaini se zpravidla pouziva
gradientova eluce, kdy je postupné zvySovana koncentrace organického rozpoustédla
(acetonitrilu) v mobilni fazi [14-16; 51; 59; 63—66; 69; 81]. Pro snizeni spotieby rozpoustédel
se kromé klasickych analytickych kolon mohou vyuzit mikrokolony [14; 64].

Eluat z kolony je veden do detektoru, kterym tradicn€ byva spektrofotometricky detektor
pracujici v UV/VIS oblasti. Pfi stanoveni betalainti se vétSinou zaznamendva absorbance pti
vlnové délce okolo 538 nm [59; 81]. V piipadé vyuziti spektrofotometrického detektoru
s diodovym polem (DAD) je mozné zaznamenat libovolné mnozstvi vinovych délek, protoze
se vdobé eluce piku snima celé spektrum. Zpravidla néds zajimaji vlnové délky blizké

absorpnimu maximu betaninu a betaxanthind, 535 a 470 nm [65]. Pro identifikaci riznych
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derivatl betaninu se vyuziva spojeni s hmotnostnim spektrometrem s ionizaci elektrosprejem

a zpravidla pfi snimani kladnych iontd [14; 15; 63; 65; 66; 69; 81].

Koncentrace betalainli ve vzorcich se vétSinou stanovuje metodou kalibracni kiivky s vnéjSim
standardem [14; 51; 63-65], pficemz jednim ze zpusobl pfipravy standardniho roztoku
betaninu je ptecisSténi Cervené fepy pomoci flash chromatografie. Struktura betaninu a jeho
Cistota byly poté potvrzeny pomoci HPLC aultraafinné kapalinové chromatografie
s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (UPLC-HR-MS) [63]. Dale je mozné vyjadrit
obsah betaninu, isobetaninu, vulgaxanthinu a dalSich betalainti relativn¢ v procentech plochy

piku slouceniny k celkové plose vSech piki [15].

Protoze hmotnosti spektrometr nedokaze rozlisit izomery se stejnou molarni hmotnosti, neni
mozné s hmotnostné spektrometrickou detekci rozlisit isobetanin od betaninu a dal$i izomery
betalainii [66]. Proto je k jejich kompletni analyze nutnd kvalitni chromatograficka separace,
kterd umoziuje separaci jednotlivych izomernich forem betaninu [14; 15; 63; 65; 66; 81].
V systémech s obracenymi fazemi je zpravidla eluovan nejprve polarngjsi betanin ¢i jeho
derivaty a poté teprve isobetanin a jeho derivaty [14; 15; 51; 63; 65; 66; 81]. Nékteré izomery
betakyanti maji stejné retencni vlastnosti a nelze je od sebe odliSit ani chromatograficky [14;

15; 63; 65; 81].

Pomoci HPLC-MS bylo mozné v ¢ervené fep¢ identifikovat celou fadu betalaind, které jsou
pro piehlednost uvedené v Tabulce 1. Identifikace novych sloucenin byva provedena na
zakladé informaci ziskanych z hmotnostniho spektra, tandemového hmotnostniho spektra, dale

na zakladé retencniho chovani a absorp¢niho spektra [14—16; 63; 65; 81].

W

5.4 Betalainy stanovené v ¢ervené repé
Pomoci spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektroskopii bylo v rdmci rtiznych
studii [14; 15; 63; 65; 81] identifikovano celkem 30 betakyani a jejich derivath

a 30 betaxanthinti (Tabulka 1). V nejnovéjsich studiich byly identifikovany nové slouceniny

ey e

detekovany. Bylo zjisténo, ze béhem purifikace vzorkli mize dochdzet ke zmén¢ slozeni,

a proto je nejvhodnéjsi podrobit vzorky analyze neprodlené po piiprave [81].
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Tabulka 1: Betalainy identifikované v ¢ervené repé

Identifikované betakyany a jejich derivaty Literarni zdroje
1 Betanin [14; 15; 63; 65; 81]
2 Isobetanin [14; 15; 63; 65; 81]
3 6’-O-feruloyl-betanin/isobetanin [14; 15; 63; 65; 81]
4 17-dekarboxy-neobetanin [14; 15; 63; 65; 81]
5 2-dekarboxy-neobetanin [14; 15; 63; 65; 81]
6 Betanidin [14; 15; 63; 65; 81]
7 Neobetanin [14; 15; 63; 65; 81]
8 Isoprebetanin [14; 15; 65; 81]
9 2,17-bidekarboxy-neobetanin [14; 15; 65; 81]
10 | 2-dekarboxy-2,3-dehydro-neobetanin [15; 63; 65; 81]
11 | 17-dekarboxy-betanidin [14; 63; 65; 81]
12 | 17-dekarboxy-isobetanidin [14; 63; 65; 81]
13 | Prebetanin [14; 63; 65; 81]
14 | 17-dekarboxy-betanin [14; 63; 65; 81]
15 | 2"-O-glukosyl-betanin [15;63; 81]
16 | 2,17-bidekarboxy-2,3-dehydro-neobetanin [15; 63; 81]
17 | 6"-O-feruloyl-2"-O-glukosyl-betanin [15; 65; 81]
18 | 6"-O-feruloyl-2"-O-glukosyl-isobetanin [15; 65; 81]
19 | 17-dekarboxy-isobetanin [14; 65; 81]
20 | 2-dekarboxy-isobetanin [14; 65; 81]
21 | 2-dekarboxy-betanin [14; 65; 81]
22 | 15-dekarboxy-betanidin [14; 65; 81]
23 | 2'-O-glukosyl-isobetanin [15; 81]
24 | 2-dekarboxy-betanidin/isobetanidin [65; 81]
25 | 2,17-bidekarboxy-betanin/isobetanin [14; 65]
26 | 15-dekarboxy-betanin [81]
27 | 2,17-bidekarboxy-betanidin/isobetanidin [81]
28 | Isobetanidin [81]
29 | 2,15,17-tridekarboxy-2,3-dehydro-neobetanin [81]
30 | 15-dekarboxy-isobetanidin [14]

Identifikované betaxanthiny Literarni zdroje

1 Vulgaxanthin I (betaxanthin glutaminu) [14; 15; 63; 65; 81]
2 Betaxanthin kyseliny y-aminomdselné [14; 63; 65; 81]
3 Vulgaxanthin IV (betaxanthin leucinu) [14; 63; 65; 81]
4 Isoindicaxanthin (isobetaxanthin prolinu) [15; 63; 81]

38




5 Indicaxanthin (betaxanthin prolinu) [15; 65; 81]
6 Betaxanthin isoleucinu/ isobetaxanthin leucinu [15; 65; 81]
7 Isobetaxanthin valinu [14; 15; 81]
8 Isobetaxanthin fenylalaninu [14; 15; 81]
9 Vulgaxanthin II (betaxanthin kyseliny glutamové) | [63; 65; 81]
10 | Betaxanthin valinu [63; 65; 81]
11 | Betaxanthin fenylalaninu [14; 65; 81]
12 | Betaxanthin tryptofanu [14; 65; 81]
13 | Isobetaxanthin isoleucinu [15; 81]

14 | Miraxanthin V (betaxanthin dopaminu) [65; 81]

15 | Portulacaxanthin II (betaxanthin tyrosinu) [65; 81]

16 | Vulgaxanthin III (betaxanthin asparaginu) [14; 65]

17 | Miraxanthin II (betaxanthin kyseliny asparagové) | [14; 65]

18 | Betaxanthin threoninu [14; 65]

19 | Miraxanthin III (betaxanthin tyraminu) [14; 65]

20 | Betaxanthin 3-methoxy-tyraminu [14; 65]

21 | Isobetaxanthin glutaminu [63]

22 | Isoportulacaxanthin II (isobetaxanthin tyrosinu) [81]

23 | Musca-aurin VII (betaxanthin histidinu) [65]

24 | Betaxanthin serinu [65]

25 | Betaxanthin argininu [65]

26 | Betaxanthin ethanolaminu [65]

27 | Portulacaxanthin III (betaxanthin glycinu) [65]

28 | Isoportulacaxanthin III (betaxanthin isoglycinu) [65]

29 | Betaxanthin alaninu [65]

30 | Betaxanthin methioninu [65]

ruznych odrid Cervené fepy, coZ ma vyznamny vliv na obsah barviva. Déale maji na obsah
betalaini vliv podminky b¢hem riistu rostliny, které jsou v riznych zemich jiné a 1i8i se
1vramci raznych let. Publikované vysledky se dale 1i§i 1 formou vyjadfovani vysledki,
nicméné pro orientacni pfepocet mezi obsahem vztaZzenym na Cerstvou vahu nebo na suSinu

vzorku lze vyuzit poznatku, Ze Cerstva Cervena fepa je z ptiblizné 87 % tvotena vodou [11; 12].

Obsah celkového mnozstvi betalainti stanovenych v Cervené fepé se pohybuje v rozmezi

4,62—-17,15 mg/g suSiny [14; 73], Cemuz odpovidaji vysledky dalSich studii, které¢ udavaji

-----

celkovy obsah betalainti 0,32—-2,70 mg/g Cerstvé vahy [14; 51; 64].

39




V jedné z polskych studii [14] byla za nejlepSi odriidu s nejvysSim obsahem betalaind
(17,15 mg/g susiny) oznacena odrida Crosby, zatimco v Rakousku to byla odriida Mona Lisa
s obsahem 1 309 mg betalaint v litru stavy [72]. Vliv podminek péstovani na obsah betalaina
byl studovan Bucurovou a kol. [73], kdy byl pozorovan vyrazny rozdil mezi obsahem betalainii
u jarni a podzimni sklizné stejné odridy cervené fepy. Zatimco pro jarni sklizeil byl obsah

8,38 mg/g susiny, pii podzimni sklizni to bylo pouhych 4,62 mg/g susiny.

Ackoli celkovy obsah betalaini napti¢ odridami je proménlivy, vzajemny pomér betakyanti
a betaxanthinii z0stdva zachovan [72]. Betakyany tvoii zpravidla okolo 60 % z celkového
obsahu betalainii [65; 68; 72; 73]. Jako konkrétni piiklad Ize uvést dalsi polskou studii
provedenou Kusznierewiczem a kol. [65], ktefi se zabyvali stanovenim fytochemikalii
v ¢ervené fepé a jeji antioxidaéni aktivitou. V 1 gramu suSiny Cervené fepy bylo stanoveno

10,28 mg betalaint, se zastoupenim 6,49 mg betakyant a 3,79 mg betaxanthini.

Obsah samotného betaninu v Cervené ftepé se vramci studii pohyboval v rozmezi
2,62-7,6 mg/g susiny [14; 16]. Wang a kol. [63], ktery se vénoval rozdilim mezi konvenéné
a organicky péstovanou ¢ervenou fepou, shledal v organicky péstované Cervené tepé trikrat
vys$si obsah betaninu (0,756 mg/g Cerstvé vahy) nez v konvencné pestované fepé (0,26 mg/g).
Tomuto vysledku se blizi Nouairi a kol. [62] s obsahem betaninu 0,342 mg/g Cerstvé vahy,
avSak Ahmadi a kol. [59] stanovili 5 mg/g Cerstvé vahy, pticemz takto vysoky vytéZek betaninu
vysvétluje jeho zvlasteé vysokym zastoupenim ve vzorku Cervené fepy zakoupené v mistnim
obchodé na jihu franu. Betanin je v nepatrném, jindy az vyznamném mnozstvi doprovazen
isobetaninem, jehoZ obsah je koncentrovan pfedevsim ve slupce. Kujala a kol. [16] zjistili, Ze
pravé ve slupce bylo obsaZzeno vysoké mnoZstvi isobetaninu, a to v odriidé Forono 3,1 mg/g
susiny, koncentrace betaninu byla stanovena na 7,6 mg/g suSiny. Obdobné¢ho vysledku obsahu

1sobetaninu dosahl Sawicki a kol. [14], ktery stanovil ve slupce Cervené fepy 2,35 mg/g suSiny.

Kromé betaninu byl ve ¢tyfech odriidach Cervené fepy stanoven vulgaxanthin I (betaxanthin
glutaminu) spole¢né s vulgaxanthinem II (betaxanthin kyseliny glutamové) [16]. Jejich
koncentrace se pohybovaly v rozmezi 1,4—4,3 mg/g suSiny a dosahovaly tak poloviny mnoZstvi
pfitomného betaninu. Vulgaxanthin I je sice nejvyznamnéjSim betaxanthinem, ale takto vysoky
obsah byl spiSe vyjimkou. Sawicki a kol. [14] udava v 1 g suSiny slupky Cervené fepy 1,17 mg

vulgaxanthinu I soucasné s 5,32 mg betaninu.
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ZAVER

Cervena fepa je hlavnim zdrojem komeréniho betaninu, ktery se vyuziva jako potravinaiské
barvivo piedevsim v Evropé a v Americe. U nas slouzi k dobarvovani zavatenin z ¢ervené¢ho
ovoce, nakladané zeleniny, dzemii a marmelad, dale se ptidava do uzenin a pastik. Vzhledem
k sou¢asnému uptednostiiovani prirodnich barviv v potravinafstvi je zajem ziskavat betalainy
kromé Cervené fepy i z dalSich rostlinnych zdroji. U betalaini je vSak velmi omezeny vybér,

protoze se vyskytuji pouze u fadu hvozdikotvarych.

Krom¢ betalainii obsahuje Cervend fepa fadu prospéSnych mineralli, vitamini a dalSich
fenolickych latek, coz z ni ¢ini velmi oblibeny pokrm zvlasté u ptiznivcl zdravého stravovani.
Diky vysoké antioxidac¢ni aktivit¢ dokaze regulovat oxida¢ni stres organismu, ma protizanétlivé
ucinky a pomaha v boji s rakovinou. Déle zlepsuje lipidovy profil krve a snizuje riziko

trombozy.

Tato bakalafska prace popisuje metody stanoveni betalainl, jako hlavni skupiny barviv
obsazenych v Cervené fepé. Hlavnimi metodami vyuzivanymi pro jejich stanoveni je
spektrofotometrie v UV/VIS oblasti a vysokot¢inna kapalinovd chromatografie.
Spektrofotometricky se zpravidla stanovuje celkovy obsah betalaini, kapalinova
chromatografie naproti tomu umoziuje jednotliva barviva rozd¢lit a stanovit individudlné.
Pro soucasnou identifikaci a kvantifikaci velkého mnozstvi sloucenin obsazenych v ¢ervené
fep€ se v dnesni dob& pouziva spojeni kapalinové chromatografie s hmotnosti spektrometrii.
Pro stanoveni se zpravidla vyuZiva §tava z Cervené fepy, lyofilizovana ¢ervend fepa ¢i vhodné
upraveny extrakt. Celkovy obsah betalaini se pohybuje v rozmezi 4,62—17,15 mg/g susiny

cervené fepy, pricemz betakyany tvoti okolo 60 % celkovych betalaint.
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