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ANTOCYJANY ROSLIN WYZSZYCH

Wystepowanie

Najwazniejsze barwiki roélinne naleza do trzech rodzajow pcd wzgledem bu-
dowy chemicznej, a mianowicie chlorofili, karotenoidow i flawoncli. Barwa zielona
ro$lin warunkowana jest chlorofilami, barwa zélta kwiatow i owocow powodowana
jest przede wszystkim karotenoidami, natomiast wigkszo$¢ odcieni barwy czerwonej
i nicbieskiej taczy si¢ z wystgpowaniem barwikow flawonoidowych (tabela 1). Sa
to barwiki rozpuszczalne w wodzie. W komorce roslinnej zlokalizowane sag w soku
komoérkowym. Flawonoidy dziela si¢ z kolei na antocyjany, flawenole 1 flawony.

Flawonole i flawony wystepuja powszechnie w roélinach, warunkuj:c barwy jasno-
7o0tte i kremowe. W czgSciach zielonych roslin nie sa one widoczne, poniewaz sa
maskowane przez chlorofile.

Najwazniejszymi barwikami sposrod flawonoidow sa niewatpliwie antocyjany.
Warunkuja one barwy od pomaranczowej przez szkarlatna, karmazynowa, pur-
purowa i fiolkowa do niebieskiej. Wystepuja one rowniez powszechnie w ro$linach
wyzszych: w najwigkszych iloSciach gromadza si¢ w platkach kwiatéw i w owocach,
chociaz wystepuja rowniez w lisciach, korzeniach i w innych organach. Zazwyczaj
antocyjany wystepuja w liSciach w niewielkich ilosciach i nie sa widoczne wobec
przewazajacej iloSci chlorofili i karotenoidow; ich obecno$¢ ujawnia si¢ w lisciach
bardzo mlodych lub zamierajacych, a takze w liSciach form czerwonolistnych,
a wigc w takich lisciach, w ktorych zawarto$¢ barwikow zielonych i zottych jest
mniejsza.

Znaczenie barwy, zaréwno kwiatow jak i owocow, polega na ulatwianiu roz-
mnazania roslin. Warunkowane antocyjanami barwy, najcze$ciej jaskrawe, ulat-
wiaja zapylenie dzigki przywabianiu owadow. Niektorzy przyrodnicy uwazaja, ze
roéliny samopylne powstaty z roslin obcopylnych i zachowaly zdolnos¢ wytwa-
rzania barwy, chociaz nie jest juz ona im potrzebna do przywabiania owadow.
Barwne owoce przywabiaja natomiast ptaki i inne zwierzeta, przyczyniajac si¢ do
rozsiewania nasion.
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Antocyjany sa typowymi barwikami roslin wyzszych, a scisle mowiac — okryto-
zalazkowych. Obecno$¢ ich stwierdzono rowniez u nielicznych ro$lin nagozalaz-
kowych (np. Picea obovata), mchéw (Bryum) i prawdopodobnie u paprotnikow.
Wystepuja one u prawie wszystkich rodzin okrytozalazkowych. Do wyjatkow na-
lezy np. rzad Centrospermae, gdzie na dziesig¢ rodzin jedynie Carvophyllaceae
(gozdzikowate) zawieraja antocyjany. Pozostale rodziny tego rzedu zawieraja beta-
cyjaniny — barwiki, zawierajace azot.

TABELA |
Zalezno$¢ miedzy wystgpowaniem barwikow a barwg kwiatow

Barwa Barwiki i Przyklady

kos¢ sloniowa

flawony (np. apigenina) i /lub flawonole | odmiany Antirrhinum majus albo

i kremowa (np. kwercetyna) Dahlia variabilis
| zoita | a) same karotenoidy | zolte roze (Rosa)
b) same flawonole Primula vulgaris
¢) same aurony zolte odmiany Awutirrhinum majus
d) karotenoidy i flawonole " Lotus corniculatus
pomaranczowa a) same karotenoidy l Lilium regale
b) pelargonidyna i aurony Antirrhinum majus
szkarlatna a) sama pelargonidyna Pelargonium, Salvia splendens
| b) cyjanidyna i karotenoidy tulipany (Tulipa)
| ¢) cyjanidyna i flawonoidy Chasmanthe, Lapeyrousa
| brazowa cyjanidyna i karotenoidy Cheiranthus cheiri, Rosa, Primula

| karmazynowa

' sama cyjanidyna

Camelia hortense, Begonia

L rozowa | sama pconidyna Paeonia, Rosa rugosa
| fiolkowa | sama delfinidyna Verbena, Brunfelsia calycina
niebieska | a) cyjanidyna i kopigment | Meconopsis betonicifolia

 czarna (ciemno-

b) cyjanidyna w kompleksic

c¢) delfinidyna i kopigment

d) delfinidyna w kompleksic

¢) delfinidyna w zasadowym pH

| Centaurea cvanus

- Plumbago capensis
Delphinium, Lupinus
Primula chirensis

- delfinidyna w duzym stezeniu tulipany (Tulipa), Viola wittrockiana

purpurowa)

Badania barwikow roslinnych maja bogata histori¢. Zapoczatkowane zostaty one
w roku 1664. Stynny chemik Robert Boyle wykazal wtedy, Zze substancja barwna
u Viola tricolor wykazuje szczegdlne wlasnosci: w srodowisku kwasnym przybiera
barwe czerwona, natomiast w alkalicznym — zielona.

Nazwa ,antocyjaniny” wprowadzona zostala w roku 1835 przez Marquarta.
Chemia barwikow flawonowych i antocyjanidyn opracowana zostata na przefomie
obecnego stulecia przez Kostaneckiego, Willstdttera i Perkina. Data prze-
tlomowa w badaniach nad barwikami roslinnymi byt rok 1915, kiedy to Willstit-
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ter wyizolowal z kwiatow chabra blawatka, a nastgpnie oznaczyl strukture cyja-
nidyny.

W latach migdzywojennych barwiki byly przedmiotem intensywnych badan za-
rowno biochemikow jak i genetykow. Do czolowych placowek, zajmujacych si¢
barwikami, nalezat Instytut Johna Innesa w Anglii. Najwybitniejszymi badaczami
barwikéw byli: Robinson w Anglii, Karrer w Szwajcarii i Hayashi w Japonii.
Obecnie najobszernigjsze badania barwikéw flawonoidowych prowadzone sa
w Anglii pod kierunkiem J. B. Harborna.

Budowa chemiczna

Czasteczka antocyjaniny stanowi glikozyd czyli potaczenie czasteczki cukru
7 czasteczka antocyjanidyny (rys. 1). Antocyjanidyny réznia si¢ migdzy soba iloscia
grup hydroksylowych w pierécieniu B (ryc. 2). Pelargonidyna zawiera jedna grupe
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Ryc. 1. Wzor strukturalny antocyjanidyn

hydroksylowa, cyjanidyna — dwie takie grupy, a delfinidyna — az trzy grupy.
llo$¢ grup hydroksylowych wywiera decydujacy wplyw na barwe antocyjanidyn.
Ogolnie mowiac, barwa rozowa, szkartatna i pomaranczowa warunkowana jest
obecnoscia pelargonidyny, karmazynowa — cyjanidyny, fiotkowa i niebieska — del-
fimdyny.

TABELA II

Zaleznosé miedzy rodzajem antocyjanidyn a barwg kwiatéw u roslin Trynidadu

o Liczba gatunkow zawicrajgeych
Barwa kwiatow

Dp Dp  Cy Cy Cy+Pg Pg Ogotem
z0loczerwona _ 6 3 6 15
czerwona 7 6 S | 14 8 92
nicbiesk oczerwona 21 8 19 1 49
czerwononicbieska . 19 5 4 28
nichicska 11 ! 2 14

Wymienione trzy antocyjanidyny naleza do najczesciej spotykanych w kwiatach
(tabela 11). Wsrod 247 badanych gatunkéw roslin, barwa pomaraficzowa powodo-
wana byla obecnoscia pelargonidyny, czerwona — cyjanidyny, fiotkowa i niebieska—
delfinidyny. Podobne wyniki uzyskano, badajac roslinnos¢ Australii. Barwa nie-
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bieska kwiatow warunkowana byla obecno$cia delfinidyny u 909 rolin, a tylko

u 109% — kopigmentacja cyjanidyny.

Grupy hydroksylowe pierScienia B antocyjanidyny ulega¢ moga metylacji (ryc. 2).
Metylacja powoduje niewielka zmiang barwy w kierunku czerwonej; $wiadczyé

Lyon

pelargonidyna
OH UCHS
on Lo
cyjanidyna peonidyna
OH OCH,

OCH3
Lo

OCHg
malwidyna

Lo

delfimdyna

e
OH

petunidyna

Ryc. 2. Podstawniki w pierscieniu B u najczesciej wystepujacych antocyjanidyn

o tym moze niewielkie przesunigcie w widmie absorpcji (tabela I11). Sposrod anto-

cyjanidyn metylowanych, najczesciej wystepuja w roslinach malwidyna, peonidyna

i petunidyna.

Znane antocyjanidyny

i © Dlugosé

i | fali

| Nazwa i skrot Podstawniki w obu pierscieniach maksymalnej

| absorpcji

(my)

Apigenidyna (Ap) | 5,7,4"-tréjhydroksy 476
Luteolinidyna (Lt) @ 5,7,3",4-tetrahydroksy 493
Tricetinidyna (Tr) | 5,7,3,4',5"-pentahydroksy 520

| Pelargonidyna (Pg) | 3,5,7,4'-tetrahydroksy 520

| Cyjanidyna (Cy) 3,5,7,3",4"-pentahydroksy 535

Peonidyna (Pn) | eter Cy-3"-0-metylowy 532

| Rozynidyna (Rs) | eter Cy-7,3'-dwumetylowy 524

| Delfiridyna (Dp) 3,5,7.3',4",5"-heksahydroksy 546

| Petunidyna (Pt) eter Dp-3'-0-metylowy 546

. Malwidyna (Mv) | eter Dp-3',5-dwu-0-metylowy 542
Hirzutydyna (Hs) eter Dp-7,3",3",5"-troj-0-metylowy 536
Kapensinidyna (Cs) | eter Dp-5,3",5"-tr6j-0-metylowy 538

! Kolumnidyna | 5,7,8,3".4- albo 5,6,7.3',4"-penta-

| hydroksyflawylium 511

| Aurantynidyna | 6- lub 8-hydroksypelargonidyna 499
Pulchellidyna | eter Dp-5-0-metylowy 543

| Europinidyna 542

| eter Dp-5,3"-dwu-0-metylowy

TABELA 111

Barwa

pomaranczowozoita
pomaranczowa

szkarlatna
niebieskawoczerwona

purpurowoniebieska
purpurowa

niebiesk oczerwona
purpurowa

pomara ACZOWOCZErWOoNa

| purpurowa
| purpurowa
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Wszystkie wystepujace w przyrodzie antocyjaniny istnieja w postaci glikozydow.
Sa to polaczenia antocyjanidyn z cukrami, zarébwno jednocukrami jak i dwucukrami
i trojeukrami. Cukry przylaczane sa z reguty w pozycji 3 albo w pozycji 3 i 5 jedno-
cze$nie. Najczgsciej wystgpujacymi w antocyjaninach cukrami prostymi sa glukoza
i galaktoza, a sposrod dwucukréw — rutynoza, sambubioza i soforoza. Trzeba
zaznaczyC, ze glikozydacja nie wywiera wplywu na barwe antocyjanin.

Biosynteza barwikow flawonoidowych

Drobina antocyjanidyny sklada si¢ z pietnastu atomow wegla, tworzacych troj-
pierscieniowy szkielet typu C4C,-Cq oraz z przylaczonych do tego szkieletu pod-
stawnikow. Szkielet wgglowy obejmuje dwa szeScioweglowe pierécienie (zwane A i B)
oraz laczacy je mostek trojweglowy, ktory wraz z jednym atomem tlenu tworzy
pierscien $rodkowy (ryc. I).

Pierscien A powstaje wskutek potaczenia (kondensacji) trzech drobin acetylo-
wych lub malonowych. PierScien B wraz z trzema atomami wegla tworzacymi
mostek taczacy pochodzi z drobiny fenylopropanu (ryc. 3). Sa to najczgsciej takie
kwasy cynamonowe, jak kwas kawowy i kwas p-kumarowy.

@]
(O)\T//\'T/ ©)
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® jednostka fenylopropanu

A grupa karboksylowa octanu
(malonianu)

* grupa metylowa ocfanu
(malonianu)

Ryc. 3. Wzor strukturalny antocyjanidyn, pokazujacy pochodzenie poszczegdlnych atomow wegla

Ogolnie mowiac, nie zawierajace azotu zwiazki aromatyczne, do jakich naleza
zwiazki fenolowe, a tym samym antocyjanidyny, powstaja w roslinach dwoma spo-
sobami. W pierwszym przypadku substancja wyjsciowa sa octany z udzialem acetylo-
koezymu A malonylokoenzymu A. W drugim przypadku substancja wyjSciowa
jest glukoza, a szlak przemian prowadzi przez fosfoenolopirogronian, kwas 5-de-
hydrochinowy, kwas 5-dehydroszikimowy, kwas szikimowy, ktory w obecnosci
dalszych drobin fosfoenolopirogronianu daje kwas prefenowy. W tym miejscu szlak
metaboliczny rozdziela si¢, prowadzac do utworzenia dwu aminokwasow, fenylo-
alaniny i tyrozyny. Oba te aminokwasy stanowia punkt wyjscia do syntezy roslin-
nych zwigzkow fenolowych, w tym rowniez ligniny (ryc. 4). Przemiany tych amino-
kwasow prowadza najpierw przez dezaminacje i odpowiednie podstawianie do
utworzenia kwasow cynamonowych (a); dopiero z nich powstaja inne zwiazki,
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a mianowicie proste fenole wskutek utlenienia i dekarboksylacji (b); kumaryny
dzigki utlenieniu i utworzeniu laktonu (c); ligniny wskutek redukcji i polimeryzacji
(d) oraz flawonoidy wskutek polaczenia z trzema jednostkami octanu (e).
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Ryc. 4. Schemat podstawowych etapow biosyntezy roslinnych zwiazkow fenolowych

Nie zostalo roztrzygnigte, w jakim momencie przylaczaja si¢ podstawniki do
pierécienia B. Istnieja bowiem dwie mozliwoéci: 1) podstawniki pierScienia B to
niezmienione podstawniki kwaséw cynamonowych, tworzacych jednostki fenylo-
propanowe; 2) podstawniki zostaja przytaczone do pierscienia B juz po utworzeniu
podstawowego szkieletu pigtnastoweglowego.

Genetyka barwy

Rodzaj podstawnikéw w pierScieniu B antocyjanidyn (Rys. 2) decyduje o od-
cieniu barwy. Silniej utlenione sa bardziej niebieskie od stabiej utlenionych. Decy-
dujacy wplyw wywieraja podstawniki w pierscieniu B. Delfinidyna (3',4°,5'-troj-
hydroksyflawylium) jest purpurowa, cyjanidyna (3’,4’-dwuhydroksyflawylium) jest
czerwona, natomiast pelargonidyna (4’-monohydroksyflawylium) jest pomaranczowo-
szkarlatna. Metylacja grup hydroksylowych powoduje rézowienie antocyjanidyn.
Peonidyna (3’-metoksy-4’-hydroksyflawylium) jest bardziej rézowa od cyjanidyny.

Zaréwno hydroksylacja jak i metylacja antocyjanidyn warunkowana jest obec-
noscia odpowiednich genéw barwy. U jednych roslin formy silniej utlenione sa do-
minujace w stosunku do stabiej utlenionych, jak np. delfinidyna jest dominujaca
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w stosuku do cyjanidyny. Jednakze stwierdzono tez, ze niekiedy formy stabiej utle-
nione dominuja nad silniej utlenionymi. Tak np. u maku (Papaver rhoeas) obecno$¢
pelargonidyny dominuje nad wystgpowaniem cyjanidyny (tabela 1V).

TABELA 1V
Wybrane przyklady dziedziczenia barwikéw, warunkowanych jedna para alleli (wg Alstona 1964)

| Barwik dominujacy Barwik ustgpujacy | Przyklady
! : B - R ‘:
| cyjanidyna pelargonidyna Antirrhinum majus, Cheiranthus cheiri, Pharbitis nil |
| pelargonidyna | cyjanidyna Papaver rhoeas !
! delfinidyna cyjanidyna | Callistephus chinensis, Lathyrus odoratus, Streptocarpus |
delfinidyna | pelargonidyna Lathyrus odoratus, Pelargonium zonale, Primula sinensis l
| ! Verbena |
pelargonidyna delfinidyna Verbena |
dwuglukozydy | monoglukozydy | Callistephus chinensis, Streptocarpus, Verbena |
monoglukozydy | dwuglukozydy I Verbena |
odczyn kwasny odczyn zasadowy | Lathyrus odoratus, Papaver rhoeas, Primula chinensis,
| Verbena

| barwik acylowany | barwik nieacylowany | Papaver rhoeas

Dziedziczenie barwy bywa tez bardziej skomplikowane. U maku szereg genow
wywiera wplyw na syntez¢ barwikow. Gen F posiada efekt plejotropowy. Warun-
kuje on wystegpowanie pelargonidyny, a jednocze$nie wzmaga intensywno$¢ syntezy
wszystkich antocyjanidyn. Gen E powoduje wystgpowanie cyjanidyny obok pelar-
gonidyny, natomiast w obecnosci alleli ustgpujacych ee wytwarzana jest tylko pe-
largonidyna.

Ciekawa sytuacje zaobserwowano u mieszaficow werbeny (Verbena). Odmiany
szkarlatne zawdzigczaja swa barwe serii alleli P9, P i p, warunkujacych wystepo-
wanie monoglukozydow pelargonidyny i delfinidyny, oraz serii alleli M9, M i m,
warunkujgcych wystepowanie analogicznych dwuglukozydow.

U wielu roélin synteza antocyjanidow warunkowana jest obecnoscia dwu lub
wigkszej liczby par alleli o dzialaniu komplementarnym. U Pharbitis nil trzy pary
alleli komplementarnych warunkuja wystepowanie barwikéw antocyjanowych.
U Lathyrus odoratus dwie pary alleli odpowiedzialne sa za syntez¢ antocyjanéw.

Niekiedy dziedziczenie barwy kwiatow moze by¢ bardzo ztozone. U pierwiosnkow
(Primula sinensis) barwa warunkowana jest wieloma genami (tabela V). Do naj-
lepiej zbadanych roélin pod wzgledem dziedziczenia barwy kwiatéw nalezy wyzlin
czyli lwia paszcza (Antirrhinum majus).

U wyzlinu gen N warunkuje syntez¢ flawonoidéw w platkach, natomiast w obec-
nosci nn kwiaty sa biale (albinotyczne). Gen P warunkuje syntez¢ flawonoli i anto-
cyjanéw. Gen M powoduje hydroksylacj¢ antocyjanidyn i flawonoli w pozycji 3';
w jego obecnosci wystepuja wigc okre§lone barwiki, a mianowicie sposrod antocy-
janidyn — cyjanidyna, spo$réd flawonoli — kwercetyna, sposréd flawonoéw — lu-
teolina. W obecno$ci mm wystepuja zwiazki 4’-hydroksy, a wigc pelargonidyna
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spoérod antocyjanidyn, kampferol sposrod flawonoli, apigenina sposrod flawonow.
Oprocz tych gendw, wystegpuja u wyzlinu jeszcze inne, ktore wplywaja na iloS¢ wy-
twarzanych barwikéw. Tak np. gen Dil powoduje zwigkszenie ilosci wytwarzanych

barwikow.
TABELA V
Dziedziczenie barwy u Primula sinensis (wg Alstona 1964)
Gen =" b Efekt fenotypowy, barwiki oraz pH
barwy Dziaianic: EnN URIw w kwiatach mutantow
| K zmienia substrat antocyjanin w forme 3°,5"- | blady koral; monoglukozyd pelargonidyny; |
utleniona oraz metylowana typu malwidyny: | pH = 5,3;
B warunkuje wytwarzanie antoksantyn, beda- czerwony; primulina — monoglukozyd mal-
| cych kopigmentami antocyjanidyn; widyny; brak antoksantyn; pH -+ 6;
R 5 daje kwasne pH w platkach (procz genoty- | niebieski; primulina i antoksantyny; pH -
| | péow DG) oraz w czerwonych rurkach ko- 6,0; =
' rony kwiatow pp i gg;
i DD" . inhibuje synteze antocyjanin w platkach, biaty: antoksyny; pH — 6,0,
: | inhibuje dzialanie R
| »Dd” czesciowo inhibuje syntez¢ antocyjanin | odcien fuksynowy; pH — 6,0;
| i zmniejsza dzialanie R; [
! G | inhibuje synteze antocyjanin posrodku kwia- | czerwone znamiona, ciemny srodek (pH -
' | téw i wraz z D inhibuje dziatanic R w plat- 5,3), czerwone rurki (pH — 5,6);
| : kach: inhibuje syntezg antocyjanin i dziala-
; | nie R w rurkach;
| - : .
v intensyfikuje antocyjaniny; blade lub biate (pedy ziclone); pH - 54;
| | duzo antoksyn; prazkowany; pH - 5,5:
! E | warunkuje rozmieszczenie antocyjanow | prazkowany; pH — 5.5;
- | w platkach;
: H  warunkuje jednolitos¢ wybarwienia platkow; | , Arlekin™; obecnosc¢ antoksantyn;
1 intensyfikuje antocyjaniny; | Sirdar” (pedy zielone); pH | 5.8;
i I lekko rozcienicza antocyjaniny; | ciemna barwa; primulina;
B | ograniczenie barwikow plastydowych w ocz- | widoczne ,,oczko”, czerwona rurka, pH 5.7
| | ku; inhibicja antocyjanin i dziatania R |
| W rurce; |
| |
. ,,DzDz” . wytwarza 3-monoglukozyd pelargonidyny, | jaskrawy karmin; primulina oraz 3-mono-
| ktory nie jest zmieniany przez K; glukozyd pelargonidyny; pH | 5,3;
| |
.Dzdz” | wytwarza male ilosci 3-monoglukozydu pe- | karmin; gléwnie primulina; $lady 3-mono-

largonidyny, maskowanej lub inhibowancj
w obecnosci K;

| glukozydu pelargonidyny.

Geny barwy moga rowniez przejawiaé efekt addytywnosci, kiedy dziatanie ich
sumuje si¢. Ilosciowa zalezno$¢ procesu metylacji antocyjanidyn od obecnoscei alleli B
stwierdzono np. u pierwiosnkow (tabela VI).
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Zjawisko kopigmentacji czyli niebieszczenia barwy antocyjanidyn pod wplywem
substancji pokrewnych, jak np. flawony, wykryte zostato w roku 1931 przez Robin-
sona, a nastepnie przez Lawrence’a w roku 1832. Prawie niebieskie odmiany roz,
jak np. ,,Reine de Violette”, zawieraja barwik roz karmazynowych, 3,5-dwuglukozyd
cyjanidyny oraz duze ilosci kopigmentu — gallotaniny. Kopigmenty wystgpuja

TABELA VI

Wzgledne ilosci glikozydéw petunidyny

i malwidyny w réznych genotypach Primula
malcoides (wg. Seyfferta)

| | Wzgledne ilosci

]
CHmaie i petunidyny I malwidyny ]I
| bbbb | 100 | stady
| bbbB ‘ 0,63 | 0,37 .
| bbBB | 0,34 0,66 |
| bBBB | 008 | 092 |
| BBBB | Slady | -
|

1,00

w kwiatach takich roSlin, jak Primula sinensis, Lathyrus, Delphinium consolida.

Obok kopigmentacji, wazng role w ksztaltowaniu barwy kwiatow odgrywa zja-
wisko tworzenia kompleksow chelatowych z jonami metali. Najlepiej poznanym
przykladem jest barwa kwiatow u Centaurea cyanus, (chaber blawatek). W tym
przypadku 3,5-dwuglukozyd cyjanidyny, warunkujacy normalnie barwe czerwona,
tworzy kompleks z jonami zelaza, glinu i magnezu, dajac barwe niebieska. Podobnie
u lubinu (Lupinus) niebieszczenie powodowane jest utworzeniem kompleksu del-
finidyny z zelazem 1 glinem.

Mniejsza role, niz sadzono dawniej, odgrywa pH. Stwierdzono bowiem, ze pH
soku komorkowego w platkach kwiatow jest lekko kwasne (okoto 5,5) niezaleznie
od barwy. Jednakze male roznice w warto$ci pH moga wystgpowac i moga powo-
dowa¢ niebieszczenie barwy. Ma to miejsce np. u Primula i Papaver. Zmiany pH
soku komorkowego warunkowane sa obecno$cia okre§lonych gendéw. Tak np.
u maku (Papaver rhoeas) nizsze pH (4,9) jest dominujace w stosunku do wyzszego
(pH 5.8). Podobnie u pierwiosnka (Primula sinensis) dominujagca barwa czerwona
laczy si¢ z niskim pH (pH 5,4), natomiast ustgpujaca barwa niebieska — z wyzszym
(pH 6,0).

Acylacja czyli przylaczenie czasteczki kwasu organicznego do reszty cukrowej
antocyjaniny moze mie¢ istotny wplyw na barwe kwiatow. Np. u zawieratki ogro-
dowej (Petunia hybrida hort.) wszystkie sposrod badanych odmian o kwiatach
ceglastoczerwonych i czerwonych zawieraly barwiki nieacylowane, natomiast wysta-
pienie acylacji powodowalo wyrazne niebieszczenie barwy.

Bardzo ciekawe efekty barwne uzyskuje si¢ przez polaczenie antocyjanow z barwi-
kami zottymi, jak to ma miejsce u niektérych odmian réz czy u laka (Cheiranthus
cheiri).
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W wiekszosci przypadkow dziedziczenie barwy nie jest az tak skomplikowane.
Opracowano zreszta proste i latwe metody analizy barwikow ro$linnych, ktore
znajduja coraz szersze zastosowanie w badaniach genetycznych oraz w pracach
hodowlanych.

Metody oznaczania barwikéw antocyjanowych

Oznaczanie antocyjandow roslinnych dokonywane jest z pomoca chromatografii
bibutowej lub cienkowarstwowej. Ekstrakcje antocyjanow z tkanki ro$linne; prze-
prowadzamy w ten sposob, ze analizowane czgsci ro$lin rozdrabniamy w mozdzie-
rzu lub homogenizatorze w obecno$ci bezwodnego metanolu, zakwaszonego kilkoma
kroplami stezonego kwasu solnego. Zakwaszenie jest konieczne, poniewaz w sro-
dowisku alkalicznym antocyjany ulegaja rozkladowi do zwiazkoéw bezbarwnych.
Unika¢ trzeba tez nadmiaru kwasu solnego, gdyz powoduje on hydroliz¢ potaczenia
glikozydowego i odiaczenie cukru od antocyjanidyny.

Po odwirowaniu lub odsaczeniu na bibule filtracyjnej, ekstrakt moze by¢ roz-
dzielony metoda chromatografii bibulowej lub cienkowarstwowej. W niektorych
przypadkach, gdy analizowane tkanki zawieraja duze ilosci innych substancji
(cukry, pektyny, $luzy, karotenoidy itp.), ktére moga utrudnia¢ rozdzielenie anto-
cyjanéw na chromatogramach, konieczne jest oczyszczenie ekstraktu antocyjanow.
Oczyszczenia dokonujemy stracajac antocyjaniny dodatkiem roztworu zasadowego
chlorku glinu w metanolu, a nastgpnie 1—3-krotnie przemywajac osad woda desty-
lowana. Przy stracaniu antocyjaniny zwracamy uwage na doprowadzenie pH roz-
tworu do okolo 8 z pomoca dodania kilku kropli amoniaku. Reekstrakcji antocyja-
nin z osadu dokonujemy bezwodnym metanolem, zawierajacym 29, kwasu solnego.

Ekstrakty antocyjanin mozna przechowywaé przez dluzszy okres czasu, najle-
piej w niskiej temperaturze i w ciemnosci. Diugie przechowywanie prowadzi jednak
do stopniowego zmnigjszania si¢ ilosci antocyjanéw wskutek ich rozktadu.

Dobre wyniki daje przechowywanie antocyjanin w stanie suchym po odparowa-
niu metanolu. Odparowania dokonujemy pod wyciagiem w strumieniu powietrza,
na szalkach Petriego. Mozna rowniez przechowywaé wysuszone czgsci roshin, np.
platki. W kazdym jednak przypadku nalezy liczy¢ si¢ z postgpujacym rozkladem
antocyjanéw przy dluzszym przechowywaniu.

Rozdzielenia antocyjanow dokonujemy badZ metoda chromatografii bibulowej
(Harborne 1967) badz chromatografii cienkowarstwowej (Guzewski, Muszyriski
1969). Rozwijanie chromatograméw bibutowych dokonuje si¢ zazwyczaj wstepujaco
i w jednym tylko kierunku, rzadziej stosowane jest rozwijanie dwukierunkowe jed-
nego chromatogramu. Najczeiciej tez badany ekstrakt rozdziela si¢ kilkakrotnie
w roznych solwentach (tabela VII).

Chromatografia cienkowarstwowa polega na zastosowaniu plytek szklanych lub
plastykowych, pokrytych proszkiem celulozowym. Bardzo czgsto stosowane jest roz-
wijanie dwukrotne tego samego chromatogramu w dwu roznych solwentach: po
rozwini¢ciu w solwencie pierwszym chromatogram suszy sig, a nastgpnie rozwija



Sklad najczesciej stosowanych solwentéow do rozdzielania chromatograficznego antocyjanoéw

Nazwa solwentu

Forestal
Mrowkowy
BAW

Solny (HCI)

BAW
BuHCI
Solny (HCI)
HoAcHCI

Sklad chemiczﬁy

Chromatografia bibulowa antocyjanidyn

| kwas octowy lodowaty -- kwas solny stez. -+ woda

kwas mrowkowy -+ kwas solny stez. - woda

n-butanol - kwas octowy lodowaty -- woda (faza gorna) |

19, HCl w wodzie (stez. HCl - woda)

Chromatografia bibulowa antocyjanin

n-butanol - kwas octowy lodow. -+ woda (faza gorna)

n-butanol -+ 2N HCI (faza gérna)
1%, HCl w wodzie (stez. HCI woda)
kwas octowy lodow. | stez. kwas solny - woda

Chromatografia cicnkowarstwowa aniocyjanidyn

stez. kwas mrowkowy stez. kwas solny — woda

alkohol amylowy | kwas octowy lodow. woda
Chromatografia cienkowarstwowa antocyjanin

stez. kwas solny | stez. kwas mrowkowy - woda

n-butanol -~ kwas octowy lodow. - woda
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TABELA VII

Proporcje

objetosciowe

]
=

£ La

4:1:5
x1
197
15+ 382
JO 5T £33
2:1:1
4:1:8
Gzl a2

Y ek kDR

L =

w solwencie drugim, ale w kierunku prostopadtym do kierunku pierwszego. Po
rozdzieleniu dwukicrunkowym, antocyjaniny tworza regularne, okragle plamy na
chromatogramach cienkowarstwowych (Ryc. 5 i 6).

4

A £ B

Ryc. 5. Fotogralie chromatogramow cienkowarstwowych antocyjanidyn (punkt nanoszenia w lewym dol-
nym rogu): A) pelargonidyna (u gory), cyjanidyna (w srodku) i delfinidyna (na dole); B) (od gory): pelar-

a%

gonidyna, malwidyna, cyjanidyna i pctunidyna
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#
Vi A s B £

Ryc. 6. Fotografie chromatograméw cienkowarstwowych antocyjanin (punkt nanoszenia w lewym dolnym
rogu): A) w rzedzie lewym: monoglukozyd pelargonidyny (u gory) i monoglukozyd cyjanidyny (nizej):
w rzedzie prawym: dwuglukozyd pelargonidyny (wyzej) i dwuglukozyd cyjanidyny (u dotu); widoczna
jest wyrazna przewaga ilosciowa glukozydow pelargonidyny (plamy duze) nad glukozydami cyjanidyny
plamy mate; B): dwuglukozydy pelargonidyny (u gory), peonidyny (w $rodku) i malwidyny (u dolu)

Identyfikacji poszczegdlnych antocyjanin dokonujemy na podstawie wartosci Ry,
poréwnujac dane uzyskane z dostgpnymi danymi z literatury dla tego samego spo-
sobu rozwijania; zazwyczaj trzeba porowna¢ wartosci Ry uzyskane w kilku roznych
solwentach. Gdy nie jest to wystarczajace dla identyfikacji, dokonujemy eluacji
antocyjanin z chromatogramu i pomiaru spektrum absorpcji.

W przypadku wigkszej liczby antocyjanin koniecznym jest przeprowadzenie ozna-
czenia aglikonow (antocyjanidyn). Hydrolizy wiazania glikozydowego dokonujemy
na tazni wodnej, gotujac ekstrakt metanolowy antocyjanéw z dodatkiem stgzonego
kwasu solnego (w stosunku objetosciowym 1 : 1) w przeciggu 30 min. Po ostudzeniu,
ekstrahujemy antocyjanidyny z roztworu niewielka iloscia bezwodnego alkoholu
amylowego lub izoamylowego. Ekstrakt antocyjanidyn trzeba przechowywac w ciem-
noéci, poniewaz ulegaja one szybkiemu rozkladowi pod wplywem S$wiatla.

Rozdziatlu antocyjanidyn dokonujemy na chromatogramach bibutowych lub cien-
kowarstwowych w nieco innych solwentach (tabela VII). Identyfikacji dokonujemy
podobnie, jak w przypadku antocyjanin: na podstawie wartosci Ry, a w razie
trudnosci — na podstawie pomiaru spektrum absorpcji.

Poréwnujac obie metody rozdzielania chromatograficznego antocyjanin oraz
oceniajac ich przydatno$¢ do analizy materiatu roslinnego trzeba stwierdzi¢, ze
kazda z nich ma swoje zalety i wady.

Niewatpliwie chromatografia bibulowa umozliwia bardzo dokladne oznaczenie
badanych antocyjanow, dzigki mozliwoéci rozdziatu duzych ilosci barwikow 1 elucji
poszczegdlnych antocyjanéw celem oznaczenia spektrum absorpcji. Wada tej me-
tody jest konieczno$é przygotowania duzych ilosci ekstraktu barwikow oraz diugi
czas trwania analizy.
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W badaniach, a zwlaszcza genetyczno-hodowlanych, dysponujemy najczgsciej
niewielkimi ilo§ciami materialu roélinnego, a nawet musimy analizowac¢ zawarto$¢
barwikéw w pojedynczych kwiatach. Chromatografia bibutowa jest w tych przypad-
kach nieprzydatna. Jedyna metoda, mozliwa do zastosowania, jest wtedy chroma-
tografia cienkowarstwowa. Jest to metoda umozliwiajaca analiz¢ bardzo matych
iloéci materiatu roslinnego (Opienska-Blauth i wspolpr. 1967). Pionierem wy-
korzystania chromatografii cienkowarstwowej do badania barwikow antocyjano-
wych byl Nybom, ktory dokonatl adaptacji tej metody i uzyskat wartosciowe wy-
niki w oznaczaniu antocyjanow (Nybom 1964). Metode ta stosowano rowniez
z powodzeniem w pracowni autorow (Muszynski 1964, 1968).

Najlepszy sposob uniknigcia podstawowej wady chromatografii cienkowarstwo-
wej, jaka jest znaczna rozbiezno$¢ w uzyskiwanych wartoSciach R¢, rowniez przy
rozdzielaniu antocyjanow (Muszynski 1972a), polega na kochromatografii czyli
jednoczesnym rozdzielaniu badanego ekstraktu z dodatkiem odpowiednich stan-
dardow. Poniewaz zakup standardow sprawia powazne trudno$ci, mozna je uzyskaé
we wlasnym zakresie w stosunkowo prosty sposéb (Muszynski 1972b).

Rowniez oprzyrzadowanie do chromatografii cienkowarstwowej wykona¢ mozna
w zakresie wlasnym (Guzewski, Muszynski 1969).
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