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Farbiva bazy éiernej (Sambucus nigra)

I. Viastnosti a stanovenie farbiv bazy €iernej

MILAN DRDAK — GABRIEL GREIF — JANA FARKASOVA

Sthrn. Prdea je uvodnou studiou do problematiky vlastnosti a vyuzitia far-
biv bazy ¢iernej. Poddva sa informdcia o pouzitej metéde stanovenia antokydnov
v surovej $tave bazy ¢iernej, o vplyve pH na absorpciu roztokov farbiv a o pod-
mienkach pre posudenie farebnej stability meranej na pristroji Momecolor D.
Uviddzaju sa zdkladné udaje o degraddcii farbiv na podklade pouzitia pH dife-
rentnej metdédy stanovenia antokydnov pocas zahrevu pri réznom pH modelo-
vych roztokov.

(lielom stistredeného tsilia pracovnikov potravinarskeho vyskumu je znizit
podet a mnozstvo pridavkov cudzorodych latok do potravin. Vdaka mnohym
namietkam hygienikov sa presne vymedzil okruh pridavnych latok do potra-
vin. Vysledkom vyhrad proti pouzivaniu syntetickych farbiv, ktoré nie sa
prirodzenou st¢astou pozivatin je vzrastajici zaujem o ziskavanie farbiv
z prirodzenych zdrojov. Z tohto hladiska s plody bazy ¢iernej zaujimavou
surovinou.

Podstatnt cast farbiv bazy ¢iernej tvoria antokyany. K prvym pricam,
ktoré sa zaoberali farbivami bazy ¢iernej, patria publikdcie Karrera a Wid-
mera [1] a Nolana a Caseya [2]. Vysledkom ich préce je izoldcia sambucin-
chloridu (CayH31015C1), chryzanteminu a sambucinkyaninu (CazHs0026Clz6.
Posledny sumdrny vzorec predstavuje bimolekulovii zlifeninu zloZent
z chryzanteminu a kayanidinu, pentézy a glukézy. Daliie prace sa zaoberaji
upresnenim Struktary cukornej zlozky a aglykénu [3—8]. Zaklad cukornej
zlozky tvori 0-B-p-xylopyranozyl(l—2)-8-p-glukopyranéza a aglykén (anto-
kyanidin), teda zlozky, ktoré sa izolovali vo forme pikratu (obr. 1).

Ak R = glukéza R =H — chryzanteminpikrat,
R = sambidza, R =H — sambukyaninpikrat
R = R’ = glukéza — kyanidin 3,5-diglukozidpikrat.
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Obr. 1. Izolované farbiva bazy ¢iernej vo forme pikratov.
Fig. 1 The isolated dyes of common elder in the form of picrates.

Uspesna aplikdcia prirodnych farbiv vyzaduje poznat okrem zikladnych
stadif Struktary aj konkrétne reakcie a zmeny v prostredi, v ktorom sa budd
pouzivat, ¢o stcasne vyzaduje mat k dispozicii optimalne metédy na dokaz
a stanovenie sledovanej zlozky. Predkladand praca sa zameriava na vyber
vhodnej metédy stanovenia farbiv bazy ¢iernej, ako aj na ich zmeny vyvola-
né upravou pH prostredia a tcinkami teploty a casu.

Experimentalna ¢ast

Pouzity material

Plody bazy ¢iernej sa zberali pri optimilnej zrelosti (august, september).
Pri zbere sa bobule oddelovali od vrcholikov. Do spracovania sa plody skla-
dovali v polyetylénovych vreckach pri teplote — 18 °C. Rozmrazend surovi-
na sa po homogenizacii lisovala, stava sa odstredovala pri 3000 min—1 15 min,
pasterizovala v prietokovom pastéri (95 °C, 30 s) a ihned chladila. Ziskana
§tava sa po filtrcii a prislusnom riedeni tImivymi roztokmi pouzila vo vlast-
nej praci.

Tlmivé roztoky

Tlmivé roztoky s pH > 2 sa pripravili z monohydratu kyseliny citrénovej
(C¢HgO7 . H20) a dodecylhydratu hydrogénfosfore¢nanu sodného (NasHPO;, .
.12 H;0) a s nizSou hodnotou pH pridavkom HCI. Hodnota pH roztokov
sa merala na pH-metri (Acidimeter 323, Dropta, Praha).

TImivy roztok na stanovenie antokyanov pH 1 sa pripravil zmiesanim
roztokov KCl a HCl v pomere 25:67, ¢(KCl) = 0,2mol.1-1 a ¢(HCI) =
= 0,2mol .1-1; pH 4,5 zmiesanim roztoku octanu sodného, HCl a vody
v pomere 100 : 60 : 90, ¢(CH3COONa) = 1 mol . 1-1, ¢(HCl) = 1 mol . 1-1,
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Metdoda stanovenia farbiv

V prici sa overila vhodnost pouzivania pH-diferenénej metédy Fulekiho
a Francisa [9, 10] na stanovenie antokyanov bazy ¢iernej. Metdda sa zaklada
na merani absorbancie roztokov farbiv pri pH 1 a 4,5. Ak pozndme priemerné
absorpéné koeficienty A1 cm, obsah antokyanov vo vzorke sa vypocita podla
vztahov

X Ad . 100 AA = A1 — Ay
L I F R A1 = A . R,
Ass = A4 . R,

kde X je mnozstvo antokyinov (mg.1-1), 4; — absorbancia roztoku (pH 1)
v 1 em kyvete, 44,5 — absorbancia roztoku (pH 4,5) v 1 cm kyvete, 7,75 —
priemerny absorpény koeficient (47 %, cm) roztoku antokyénov pri pH 1,0
deleny 100, R — riedenie, 4 — absorbancia meraného roztoku (pH 1 alebo
4,5) merand v absorptnom maxime.

Postup: 10 ml vyéirenej stavy sa doplni tlmivym roztokom pH 1 na 250 ml
a tlmivym roztokom pH 4,5 na 500 ml, pricom sa upravi s presnostou 4- 0,1.
Absorbancia sa meria v ¢irych roztokoch po ustaleni rovnovahy v 1 cm ky-
vete v absorpénom maxime.

Meranie farby vzoriek

Na meranie farby vzoriek sa pouzil Momcolor D (MOM, Budapest). Me-
ranie sa realizovalo v prechadzajicom svetle v 10mm kyvetich, clone
10 mm oproti bielemu Standardu dodaného vyrobcom No. 78-57-00 s nor-
movanymi hodnotami trichromatickych zloziek X;= 63,55, X2 = 16,30,
Y = 82,16, Z = 97,84. Zmeny farby sa vyjadruji pomocou vypocitanej fa-
rebnej diferencie AEyyw vzhladom na pouzivany biely Standard

ABuovw = (AUR + (AV? + (AWPRE,

kde
= 13W(u — uyp), 14X
= 13W (v — o), U= X 15Y + 32"
1 r
W =25Y% — 17, s 91

X+1Y +Z°

kde g a vy st chromatické stradnice bieleho zmluvného svetla C.
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Vysledky a diskusia

Sledovanie vplyvu pH na absorpciu roztokov farbiv

Na priebeh absorpénych kriviek a polohu absorpéného maxima Amax ma
vplyv pouzité rozpustadlo. Struktira antokyinov a elektrénovy deficit na
flavyliovom jadre antokyanov spdsobuje vysoki reaktivitu tychto zlicenin
a vzdjomné premeny vplyvom meniacej sa hodnoty pH. Zmena pH znacne
vplyva na intenzitu absorpcie, t. j. moélovy absorpény koeficient (emax).
Obrazok 2 znazoriuje zmeny priebehu absorpénych kriviek (Spekord UV VIS,

40( 450 500 600 "rn

Obr. 2. Absorpéné krivky farbiv bazy éiernej pri roznom pH.
1—pHI1,1;2 —-pH1,93 —pH 234 — pH 2,7; 5 — pH 3,0; 6 — pH 3,3;
7 — pH 4,0; 8 — pH 4,5; 9 — pH 5,5.

Fig. 2. Absorption curves of common elder dyes at different pH.

Carl Zeiss, Jena) v zavislosti od zmeny pH. Z grafického priebehu je evidentny
vplyv pH na absorpeiu roztokov antokyidnovych farbiv bazy ciernej, ako aj
na polohu absorptného maxima, ktoré pri zvysenej hodnote pH je menej
ostré a je v Sirdej oblasti vinovych dizok. Zavislost zmeny absorbancie farbiv
bazy ¢iernej od zmeny pH znazoriiuje obrazok 3. Krivka ma typicky priebeh
pre antokyinové farbiva. Z obrazku vyplyva, Ze pri pH menSom ako 2 a vic-
Som ako 4 nesposobuje uz vyraznejsia zmena pH podstatni zmenu absorban-
cie ako v oblasti pH 2—4. Ukdazalo sa teda vyhodnym pouzivat metédu sta-
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novenia antokyanov podla Fulekiho a Francisa, pretoze v odportc¢ane] oblasti
merania absorbancie vysledky nie s zatazované prilisnymi zmenami absor-
bancie v zavislosti od dodrzania reilnych podmienok nastavenia hodnét pH
v meranych vzorkach. Najvic¢sia hodnota absorbancie bola namerani pri
pH 1, ked prevlada kationova forma antokyanov.

Stanovenie antokyanov

Na stanovenie antokyanov mozno pouzit dostupné metddy zalozené na
zmenach absorbancie pri zmene pH (10—12), odfarbenim oxidom siri¢itym
[13] alebo peroxidom vodika [14]. Vzhladom na dalsi ciel prace sa pouzila
metéda podla Fulekiho a Francisa [9, 10], ktori odporac¢aji meranie pri pH 1,
¢o zodpoveda Cervenej farbe flavyliového kationu antokyinov. Pri pH 4,5
prechadzaji antokyany na slabo fialovit pseudobazu.

Vyuzitie diferencidlnych metéd zmenou pH vyzaduji urcit c¢as potrebny
na ustdlenie rovnovdhy medzi farbivom a prostredim, ¢omu sme venovali
cast prace. Obrazok 4 zndzornuje ustalovanie rovnovahy v prostredi s hod-
notou pH 1 a 4,5. Z vysledku vyplyva, Ze na ustalenie rovnovihy treba do-
drzat cas 2 h pred meranim absorbancie po viprave pH. Po tomto ¢ase hod-
nota absorbancie pri nizsom pH sa zvysuje minimalne a rovnako iba ne-
patrne klesa pri vyssej hodnote pH. Absorbancia sa merala na Spekole (Carl
Zeiss, Jena) v 1 cm kyvetach, ked sa absorpéné maximum meranych rozto-
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Obr. 3. Zmena absorbancie roztoku farbiv bazy ¢iernej v zdvislosti od zmeny pH.
Fig. 3. A change of solution absorbance of common elder dyes in dependence on pH
change.

Obr. 4. Ustalovanie rovnovdhy roztokov bazy ¢iernej pri pH 1 a 4,5.
Fig. 4. Balance fixation of common elder solutions at pH 1 and 4,5.



kov upresnilo na 512 nm. Overenie vhodnosti a podmienok diferenciélne;j
met6dy stanovenia antokydnov poukazali jednoznacne na jej vyhodu a pou-
zitelnost najma pri kinetickych meraniach degradicie antokydnov. Postup
umoziuje s pozadovanou presnostou stanovit obsah antokyanov pri-prevza-
tom priemernom absorpinom koeficiente. Tejto metéde sme dali prednost
pred metédami, ktoré vyuzivaji premenu vsetkych foriem okyslenim na
¢ervenu formu flavyliového kationu [15] a st vhodné iba na zistenie mono-
mérnych foriem antokydnov (kondenzované, resp. polymerizované antokyany
davaja iba slabt reakciu). Priame metddy stanovenia neocakavaji teda in-
terferenciu roéznych hnedych degrada¢nych produktov vznikajicich z anto-
kyanov, pripadne dal$imi reakciami (neenzymatické hnednutie). Pouzita
metéda umoziuje este vypocitat tzv. degradacny index, ktory oznacuje
stupeil degradacie antokyanov vo vzorke. Pri stanoveni sa minimalizuji
vplyvy hnedo sfarbenych degradacnych produktov.

Ubytok farbiv a zmeny farby pocas zahrevu

Na aplikdciu farbiv bazy ciernej treba poznat ich stabilitu v zavislosti od
pH, teploty a ¢asu a mozné zmeny farby vyvolané ich ti¢cinkami. Na poside-
nie uvedeného sa pripravilo niekolko modelov pokusov.

V pripravenych sadach vzoriek z ¢erstvo vylisovanej stavy plodov Sambu-
cus nigra po Gprave pH na hodnoty 1,0, 2,0, 2,7, 3,0 a 4,5 sa sledoval abytok
farbiv (absorbancia pri 512 nm) a zmeny farebnosti pri teplotich 50, 60, 75,
80, 97 a 100 °C v pravidelnych casovych intervaloch (30 min) pocas 150 min.
Stdasne sa merali zmeny farby na Momecolore D. So zvysujacou sa teplotou
v jednotlivych ¢asovych intervaloch sa zaznamenal logicky ocakivany po-
kles absorbancie a farby vyjadrenej ako zmena farebnej diferencie oproti
bielemu $tandardu. K relativne vys$sim zmenam dochddzalo v roztokoch do
hodnoty pH 3 (prevlida katiénova forma). Pri vyssich teplotach je z techno-
logického hladiska dolezité vytvaranie hnedej zrazeniny (degraddcia farbiv
a vzajomné reakcie s ostatnymi zlozkami prostredia), a to v rozdielnych
casovych intervaloch a pH, napr. pri teplote 75 °C' asi po 90 min (katiénova
forma), kym pri 97 °C uz po 30 min. Pri priamom prifarbovani stavou bez
predchadzajiaceho tepelného zatazenia treba mat toto pri navrhu technoldgie
na zreteli. Pre ndzornost je na obrizku 5 zobrazena zivislost zmeny absorban-
cie roztokov farbiv bazy diernej pri réoznom pH a pri teplote 100 °C pocas
150 min. Graficky priebeh zavislosti /\ Evwv = f(z) pri sledovanych hod-
notach pH ma vo vsetkych pripadoch charakter podobny, ako maji zavislosti
As12 = f(c). Za urcitych zjednodusujicich predpokladov sa da teda ocakavat
priama zavislost zmeny farby od tdbytku antokyanovych farbiv. Vyzaduje
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to vsak dalsiu podrobnejsiu analyzu vzdjomnych zavislosti jednotlivych
farebnych parametrov, farbiv a farebnych kondenza¢nych produktov.

Posledna ¢ast prace sa zameriava na sledovanie ibytku antokyanovych
farbiv stanovenych na principe diferen¢nej metody [10] vo vzorkach z derstvo
vylisovanej §tavy s hodnotou pH 3,9 po konstantnom ¢ase zéhrevu 30 min
pri teplotach 50—100 °C.

Na obrazku 6 je zobrazena zavislost dbytku antokyanov (log X) pri rozli¢-
nych teplotach. I’betok farbiv po 30 min pri 80 °C bol 12,7 9,, kym pri
90 °C uz 24,6 9, a pri 100 °C to bola uz tretina pévodného mnozstva. Zvyse-
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Obr. 3. Pokles absorbancie roztokov farbiv bazy ¢iernej pocas zéhrevu pri teplote 100 °C.
Fig. 5. Absorption decrease of common elder dyes solutions during heating at
temperature of 100 °C.

) Obr. 6 Ubytok farbiv bazy ¢iernej po 30 min zdhieve pri roznych teplotach.
Fig. 6. Decrease of common elder dyes after 30 min of heating at different temperatures.

nie teploty z 50 na 60 °C, resp. na 70 °C sa prejavilo rovnomernym vzrastom
strat farbiv. Zvysenie teploty na 80 °C znamenalo nepatrny vzrast priemer-
nych tbytkov v porovnani s predchddzajicimi teplotami, no vyssia teplota
(90 °C) pri zvolenom ¢ase zdhrevu spdsobila zjavnd zmenu charakteru za-
vislosti, ¢o sa prejavilo aj vylaéenim jemnej zrazeniny, tak ako pri predchéadza-
jucich pokusoch. Vysledky poukazali na pomerne nizku stabilitu antokyano-
vych farbiv v Gerstvo vylisovanej §tave z plodov bazy ¢iernej pri prirodze-
nom pH.
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Kpacurenan 0y3unst yepuon (Sambucus nigra)
I. CBOYICTBA M OMPEALICHIIE KPACUTEICH OY3UHBI YEPHO

Peszwme

PafoTa mpejcTasiscT cO0O0IT BBEJICHIIE B NPOOJICMATUKY M3YUCHMS CBOJICTB M MCIIOJIB30-
painsg Kpacuredien 6y3iHbsl uepHoit. Ona uHdopmupycr 00 JCIOJb30BAHHOM METOJ{E OIpe-
JICAEHNA AHTOLMAHOB B CBLIPOM COKC OYy3MHBI YCPHOI, O BauaHun pH Ha abcopdipno
pacTBOPOB Kpacutescil, 00 YCIOBMAX JUISL OICHKI I{BETOBON YCTOMYMBOCTH, M3MEPSEMOII
Ha npudope Momcolor D. ITpuMBOJSATCH OCHOBHBIC JAHHBIE O JErpajalui KpacuTeaes Ha
OCHOBE wucHoJab30BaHus pPH jpudpdepeHnuanmoiHOro METoja OIPEJCNCHNS AHTOIMAHOB
B XOJ€ HArpeBaHMs IpY PasaMuHoM PH MOJICIBHBIX PACTBOPOB.

Common elder (Sambucus nigra) dyes
I. Characteristies and determination of common elder dyes

Summary

The work is an introductory study to the problems of characteristics as well as
utilization of common elder dyes. It gives information about the method used in deter-
mining the anthocyanins in natural juice of common elder, on the pH influence on ab-
sorption of dye solutions and about conditions for appreciation of colour stability measu-
red by Momeolor D instrument. Basic data on dye degradation on the basis of pH using
a differentiation method for anthocyanin determination during heating at different pH
of model solutions are given here, too,
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