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Polvfenolické substance byly objeveny v zdklad-
nich pivovarskych surovindch jiZ ddvno. PfedevSim
je obsahuje je¢men a jiné obiloviny ve vné&jsich
obalech obilek. Plivodné je Moufang (1) nazval
souhrnné testinovou kyselinou. Zjistil, Ze se tato
kyselina maZe vylouZit z jetmene vodou anebo 1épe
vodou slabé zalkalizovanou pfisadou 0,2 % KOH.
Pozdgji se ukdazalo, Ze testinovd kyselina neni lat-
kou jednotnou, ale tfislobilkovinnym komplexem.
Tento tiislobilkovinny komplex ze sladu a chmele
miZe piejit do hotového vyrobku, ktery za urci-
tych technologickych podminek zakaluje. Pivni
zakaly byly mnohokrate podrobovany zkoumani a
zjistilo se, Ze mnohé z nich obsahuji polyfenolicke
substance, shrnuté pod pojem taninu. Patfi k nim
napf. tiislobilovinny zdkal oxydacni, kovovy-cino-
vy nebo zdkal chladovy.

Lebreton a spolupracovnici (2) studovali cinovy
zékal a nasli v tomto. tFislobilkovinném komplexu
vedle kyseliny gallové také floroglucin, kyselinu
protokatechovou a leukoantokyaniny. Chladovy za-
kal v piveé zkoumali Wyse a Mc Farlane (3}
i Lhoest a spolupracovnici (4), ktefi jej pokladaji
také za tiislobilkovinny Komplex.

Seikelovd a Geissman (5) pozorovali, Ze jetmen
roste ve vod& rychle a bujné jen urCity ¢as a pro-
dukuje pritom flavonoidni pigmenty. Prevladaji
mezi nimi antokyany (6, 7, 8, 9). Fialové a Cerné
pigmenty jsou nejvice zastoupeny v Kklasech, a to
predevSim v pluchéch obilek.

Po chemické strance nejsou polyfenolické latky
jednotné. Zahrnuji velkou skupinu latek se za-
kladni strukturou C;—C3;—Cs. Tyto latky se uva-
déji pod spoletnym nazvem ,flavonoidy“. Avsak
tato zakladni forma se vyskytuje také ve stavu
kondenzovaném a polymerovaném. Tak vznika sku-
pina latek o velké molekulové véaze, které byvaji
doprovazeny jednoduchymi sloufeninami, nemaji-
cimi ani zakladni flavonoidni strukturu ani vel-
kou molekulu, jako napf. kyselinou skoficovou a
jejimi derivaty, kyselinou chlorogenovou, kévovou
apod. Polyfenolické latky se proto rozdéluji do
Ctyr skupin podle molekulové véahy:

1. Ttisloviny

2. Leukoantokyaniny

3. Vlastni flavonoidy

4. Kyseliny, doprovazejici tfisloviny. . a4

Na prechodu mezi tiislovinami a flavonoidnimi
latkami je skupina leukoantokyaninid, coZ jsou
latky bezbarvé, které varem s kyselinou solnou

. *) Experimentalni &ist byla provedena na Katedfe technické mikro-
lologie SVST v Bratislave,

663.432 : 547.56

tervenaji. Skladaji se z v&tsiho poétu jednoduchych
molekul zédkladni struktury. Jejich pfesné sloZeni
vSak nezname.

Skupinu flavonoidi mfZeme rozdélit v jednotli-
vé tFidy, lisici se od sebe rozdilem ve stupni oxy-
dace tfi stfednich uhlikfi, spojujicich ob& aroma-
tickd jadra A a B (10 aZ 15). Oxydace postupuje
od nejvice redukovaného katechinového typu po
nejvice oxydovany typ flavonovy, mezi nimiZ je
fada pfechodl (16).

Flavonoidni latky se v rostlindch nevyskytujf
samostatng, ale vétSinou jsou vazdny na cukerné
sloZky a tvofi s nimi glykosidicky komplex. Tako-
vy komplex mé& potom ¢€ast cukernou — glykosyl
a ¢éast necukernou -— aglykon. Cukry jsou v téchto
latkdch vézdny s urcitou pravidelnosti hydroxylo-
vymi skupinami. Nej€ast&ji byvaji pfitomny tyto
cukry: d-glukosa, 1-rhamnosa, vyjime&né i l-arabi-
nosa a kyselina d-glukuronova. ZvlaStnim cukrem
je apiosa. Z disacharida to byva primaverosa (6-§-
d-xylosido-d-glukosa), rutinosa (6-g-1-rhamnosido-
d-glukosa) (48, 49), robinobiosa (3-e-l-rhamnosido-
d-galaktosa) (50). Z trisacharidid byl zatim nalezen
jen jediny, rhamninosa (51). U antokyaninii pfi-
chazeji zejména d-galaktosa a d-xylosa (63). Je-li
cukernou sloZkou glukosa, hovofi se o glukosidech,
je-li jT jiny cukr, o glykosidech. Cukernym sloZ-
kdm se dnes vénuje v téchto latkach velkd pozor-
nost i tam, kde byly ziskdny genetické mutanty
(52). Glykosidicka vazba se velmi snadno Stépi.
Vétsinou postaduje piithodinovy var s 15%ni HCL
Jsou znémy i takové /pripady, kdy hydrolysa pro-
b&hla za studena v 1Y%nim roztoku HCl po delsi
dob& stani (33). Hydrolysu mohou provést i plis-
fové enzymy (53, 54).
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y-benzopyrorn flaviliumchlorid

Podle zdkladni struktury tvoff vlastni flavonoidy
dveé velké skupiny:

Prvni skupina ma ve své molekule zdkladni
kostru r-benzopyronu, substituovanou bud v polo-
ze 2 nebo 3 fenylovym radikdlem. Jsou to kate-
chin, flavanon, flavanonol, flavon a flavonol. Tvofi
pnéetnou skupinu glykosidd Zluté aZ oranZové zbar-
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venych, které se vyskytuji v kvétech, v listech
i jinych organech dvojdéloZnych rostlin. Jejich
vyzkumem v rozmanitych rostlindch se zabyvalo
mnoho autorti (17 aZ 39).

Druhou skupinu l4atek tvori antokyaniny, které
Jsou zbarveny ¢erven&, modie nebo fialové. Agly-
kony t&chto glykosidii jsou odvozeny od flavilium-
chloridu pravidelnou substituci hydroxylovymi sku-.
pinami.

Barevnost t&chto derivatil se vysvétluje vodivym
uspofadanim elektront flaviliového kruhu (40 aZ
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Mimo tyto dv& skupiny stoji samostatné dihy-
drochalkon, chalkon a auron.

7 kyselin, které doprovézeji vetsi molekuly poly-
fenolickych latek, byly zjistény hlavné kyselina
skoficova a riizné jeji derivaty, jako kyselina oxy-
skoficovd typu Kkyseliny ferulové, kyselina sina-
pova (4-oxy-3,5-dimethoxyskoficovd], kavova (3,4-
dioxyskoficova), kyselina p-kumarova, chloroge-
nova, protokatechovd (3,4-dioxybenzoova) a dalsi.
Kyseliny oxyskoficové jsou uloZeny v rostlinach
hlavné jako estery a daji se v hydrolyséatech snad-
no dokazat (64, 65). Kyselina kavova a chloroge-
novd jsou v pfirodé velmi rozdifeny. Jsou vedle
katechinfi a 3,4-dioxyfenylalaninu vhodnymi sub-
straty pro polyfenoloxydasy (66, 67]. Kyselina
chlorogenova se vyskytuje ve dvou isomerech po-
dobng jako kyselina isochlorogenova (68). Jevi se
jako konkurujicl inhibitor oxydasy kyseliny indo-
lyloctové. Tak jen za jejt nepritomnosti probiha
nerudend synthesa nebo rozklad heteroauxinu (69).

7 chemickych vlasinosti viech t#chto latek je

nejdiileZitéjsl jejich redukéni schopnost, nebot se
samy snadno okysliéuji (55, 56, 57, 58). 7 tiislo-
vin potom vznikajl tmavé zbarvené flobafeny, které
davaji s bilkovinami v pivé sraZeniny za studena
nerozpustné (59). Tyto latky jsou rozpustné ve
vods a této vlastnosti jsme vyuZili v naSi praci

k jejich stanoveni v macecich vodach.

PouZité metody a materiél

Piivod surovin

Maleci vody byly zkoumdny ve sladovné zivo- 3
du 1 Pivovarli a sladoven, n. p. Bratislava. Vody ©
byly odebirdni z naduvniku po prvnim, dvandcti-
hodinovém maéceni 100 g jefmene ve 200 hl vody. =
Také byly kondny laboratorni pokusy s méfenim
naZeho, jugosldvského a syrského jeCmene. -

Uprava vyjchoziho materidlu

7 obalovych ¢asti zrna se vyluhuji ve vodé ne-
jen latky polyfenolické, ale i jiné latky organicke °
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obilky ze zrn po%kozenych. Pon&vadZ po dvandcti-
hodinovém méafeni je také obsah polyfenolickych =
latek v madeci vod# maly, bylo nutno vodu va-
kuové zahustit a proto byl 1 hl vody vakuové za-
hustén pii 28 °C. -

V laboratornim pokuse byl také méacen jeCmen
v alkalické vods s 0,2 % KOH. Pfitom bylo 10 kg =
béZného sladovnického jemene nejdiive namofeno
v 25 1 0,2%niho roztoku KOH ve vod#, po 12 h
byla voda vymé#&néna a mdadeni jemene se Znovi
opakovalo s 10 a pozd#ji se 7 1 vody. Tato voda
byla intensivn&ji zbarvena neZ voda z provoznihe
naduvniku. Podobn& byly také zpracovdny vzorky
jetmene syrského a jugoslavského. Zbarvent vody
po jugosldvském jedmenu bylo nejintensivngjsi.

Extrakce

Polyfenolické latky z madecich vod byly extra-
hovény. Volba extrak&niho postupu zévisi na tom, -
zda se maji ziskat jen aglykony, nebo maji-li byt
vyextrahovany i pPitomné glykosidy (77 aZ 83).
V druhém piipadé je tieba postupovat opatrng,
vyhybat se extrakci alkoholem, okyselovani rozto- -
kil a hydrolyse (16]). Mnohem jednodu33i je extrak-
ce aglykonfl. Této extrakci obvykle predchazi hy-
drolysa kyselinami, &imZ se vSechny pfitomné de-
rivaty polyfenoldt pfevedou na formy aglykoni.
Byla vyzkouSena extrakce tfemi raznymi rozpous-
tédly, které se s vodou nemichaji:

1. butanol (60)
2. ether (61)
3. octan ethylnaty a pentanol (3}.

Nejlep$i vysledky daval posledni zpiisob, jestliZe
se pred tim zahudt&na voda upravila acetonem:
Ke 300 ml zkoumané kapaliny se piida stejny
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objem acetonu. Roztok se promicha a necha pies
noc stat pii 0°%C. Vznikid sraZenina se odstfedi,
roztok se zahusti na 100 ml, nadeZ se k nému pfi-
d4 ¢tyindsobné mnoZstvi acetonu. Po 12 h klidu
se oddeli ob& vrstvy: horni acetonovd a spodni
vodni, obsahujici krystalickou sraZeninu. Po oddg-
leni vrstev se sraZenina z vodni vrstvy odstrant
odstiedénim. Vodni vrstva mé& objem asi 25 ml a
je zbarvena tmavohn&ds. Zbylymi 75 ml se nasyti
horni acetonova vrstva, kterd se zbarvi jasné& oran-
jove. Acetonovd vrstva se zahusti ve vakuu na
25 ml a dale se podobnym zplisobem zpracuji obé&
vrstvy. :

Acetonova vrstva se extrahuje nejdiive peétkrat
octanem ethylnatym (15, 10, 10, 5, 5 ml), potom
postupné pentanolem v témZe mnoZstvi, jakého
bylo pouZito u octanu ethylnatého. Obé vyextraho-
vané faze, acetonovd i vodni, se déale hydrolysujf
koncentrovanou HCI:

25 ml vzorku se povafi pod zp&tnym chladigem
se 3 ml koncentrované HCl 20 min. Ochlazené roz-
toky se odstfedi od vzniklé Cervenohnédeé sraZe-
niny a extrahuji t¥ikrat pentanolem- (10, 8, 5 ml).
Po hydrolyse se snadn&ji odd&luje organickd vrst-
va od extrahované vrstvy vodni, takZe neni nutné
odstfedovat jako pfi extrakci pfed hydrolysou.

Viechny ziskané extrakty se zpracuji ddle takto:
7iskané frakce se promyji opatrn& vodou, odstfedi
a vysusi nad 0,5 g MgSOs. Rozpoustédlo se odstrani
ve vakuu na vodni lazni. Zbytek se rozpusti v 0,7
ml 1% HCI v methanolu a nanasi na chromatogra-
fick¢ papir.
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Chromatografie

K rozdélenf smési polyfenoli, ziskanych extrakcl
zahusténych madecich vod, bylo pouZito papirové
chromatografie. Upravené vzorky extraktli se po
naneseni na chromatograficky papir Whatman ¢. 3
(W 3) vyvijely vzestupn&. Papir se pfed nanéd3enim
vzorkii promyva v 1,0 N HCl a potom v pouZitém
rozpoustédle. PfedbéZné promyvéani papiru je nut-
né proto, aby se zabranilo vymyvani necistot z pa-
piru do ¢ela chromatogramu. Nedistoty v Eele fluo-
reskuji v ultrafialovém sv&tle a tak brani detekci.

K vzestupnému vyvijent chromatografiu na pa-
pite W 3 bylo pouZito Forestalova rozpoust&dla —
kyselina octovd, voda a Kkyselina solnd v pomé&ru
30 210 : 3. Vyvijeni probfhalo p¥i 28 °C po dobu 15 h.
V této dob& postoupilo rozpoustédlo asi 30 cm od
startu. Forestalovo rozpoustédlo se ukézalo pro

ddleni smési fenolli nejvhodngjSim z 18 zkouse-
nych rozpoudtédel. Atkoli v ném latky postoupily
aZ k d&elu, byly zfetelnd oddéleny a netvofily
Smouhy.

KaZd¢ vzorek byl nanesen ¢&trndctkrdt ve vzda-
lenosti 3 cm od sebe a od spodniho okraje. Jed-
notlivé odd&lené skvrny byly po vystfiZeni vylou-
#eny v 70%nim methanolu, v§luhy ve vakuu odpa-
feny do sucha, nate# byl zbytek rozpuitén v 1%nim
methanolu a nan&3en znovu na chromatograficky
papir Whatman & 1 (W 1). Tento chromatogram
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Graf 2.

byl pak vyvijen v rozpcustédlové smési z butanoly,
kyseliny octové a vody v poméru 4:1:2,2 sestup-
né. V mnohych pfipadech se jedna skvrna, oddé-
lend ve Forestalové rozpouitédle, rozlilila jesté
v dalsf skvrny.

Detekce byla provedena v ulirafialovém svétle
podle druhu fluorescence.

Spektrofotometrie

K identifikaci polyfenolfi, rozdélenych papirovou
chromatografif, bylo pouZito jejich absorp&nich
spekter, které davaji v ultrafialové .oblasti vino-
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Graf 3.

vych délek (72 aZ 76). Vzorky skvrn byly eluovd-
ny 96%nim ¢&istym ethanolem po dobu 6 h v na-
prosté tm&. M&feni bylo provedeno na spektralnim
fotometru typu UVISPEK fy Hilger v rozmezi
230—340 mg, v n&kterych pfipadech i ddle sm&rem
k viditelné oblasti vinovych délek. Svételnym zdro-
jem byla vodikova lampa, v oblastech blizkych
viditelnému svétlu (nad 300 mg) normélni Zérov-
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ka. MégFilo se s primérnou spektralni hustotou 5 A
a vinova délka byla stanovena s p¥esnosti + 1 mg.
K tomuto stanoveni bylo pouZito 14 zon kaZdého
derivatu pe rozdéleni v druhém rozpoustddle.
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Stanoveni cukri

U vzorkd, ziskanych z extrakin pfed hydrolysou
zahuSténych vod, byl proveden pokus o stanoveni
cukernych sloZek polvienolickych derivata (62, 63).

14 zon z kaZdého derivatu se vylouZilo 25 ml
horké vody. K vodnému vyluhu se pfidala konc.
HCY nebo H»504 tak, aby roztoky byly 10 N. Va¥ilo
se pod zpétnym chiadifem 90 minut. Po ochlazeni
se ze zhydrolysovaného roztoku vyextrahovaly
aglykony polyfenold trojndsobnou exirakci penta-
nolem. Zbytek, ktery ziistal no extrakci z hydroly-
sdtu s HCI, byl ve vakuu zahu3tén tiplng do sucha,
aby se odstranila kyselina. Odparek se rozpustil
v horké vode a nana3el na chromatograficky pa-
pir W 1. Vzorky po hydrolyse kyselinou sirovou
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se mneutralisovaly hydroxydem barnatym. Vznikly
siran barnaty se odstranil filtraci a filtrét se zpra-
coval jako vzorek pPedchozi. Detekce cukrii byla
provedena alkalickym roztokem tetrazoliové modfi
(70).

Uéinek vyloufengeh derivatil na klidivest jeémene

500 zrn b&Zného siadovnického jefmene se na-
mo¢ilo ve vylouZenych skvrndch z chromatogramu.
K tomu iCelu se 14 zon vylouZilo v 100 ml vody.

Klitivost se zkoumala podle metody Aubryho. Kaz.
dy den se poc¢itala vykli€ena zrna a nevyklitens
opét se vkladala do kli¢idla. Sledovani trvalg
6 dni. Vysiedky se porovnévaly s klifivosti jefme- 3
ne v &isté vodd. '

Identifikace barevngmi skvrnami :
- K Céstetné identifikaci polyfenoldi, rozd&lenych
papirovou chromatografii, pouZilo se také barey-
nych reakci s rdznymi chemickymi ¢inidly vedle
jiZ uvedené spektrofotometrie. Pro tento udel byly
barevné skvrny eluovdny 96%nim ethanolem. .

Barevnd reakce s chloridem Zelezitgm (FeCls-test) |

Dvouprocentni alkalicky roztok chloridu Zelezi-
tého se pridavd do alkalického rozioku vylou¥e-
nych skvrn. w

Reakce s vanilinem

5 ml Cerstvé pFipraveného 2%niho roztoku vani- 3
linu v koncentrované HCI se pfida k 1 ml alkoho-
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lického roztoku vylouZené skvrny. V piitomnosti
polyfenolickych derivdti se objevi jasné &ervené
zbarveni.

Redukéni test

‘g

K 1 ml alkoholického roztoku vylouZenych skvrn
se pfidd né&co hoféikového pra3ku a po kapkdch
koncentrované HClL V pfitomnosti flavonoidnich
latek se objevi rliZové zabarveni.
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Amoniovy test

Tento test se da provést pfimo na chromatogra-
fickém papife se smési polyfenoaldl. Papir se vysta-
vi plisobeni par amoniaku. V mistech, kde se na-
chéazeji polyfenolické substance, se objevi fluo-
rescence.

PIRTS,, L. R e

Barevné reakce k identifikaci kyseliny chloroge- -
nouvé -

1. Postfikame-1i chromatogram 1%nim roztokem
dusitanu sodného v 10%nim roztoku kyseliny octo-
vé, vznikne v pfitomnosti kyseliny chlorogenove
zluté zbarveni. Toto zbarveni se zméni v cihlové
Cervené, postiikd-1i se chromatogram hned nato
1,0 N KOH. S amoniakalnim roztokem dusiénanu
stfibrného vznikne hnddé zabarveni, kieré se zmé-
ni ve Zluté ve Fehlingové roztoku (24). 3

2. Sedmn skvrn, vylouZenych z chromatogramu
horkou vodou (25 ml), vafi se s 3 ml koncentro-
vané HCl. Po ochlazeni se roztok protfepe ethe-
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Prehled polyfenolickych derivdtii v mdéecich voddch Tabulka 1
= | Rjp v rozpoustédlech | Fluorescence |
: . | Absorpéni = .
Por. Vyskyt | podle | 4 0 . o | maxi!:na T Poznamka
fs. | Fores- 10V i 2% | | v Uv uv
| tala 4:1:2,2 | V042 | octova | Tt svétle i NH;
i )
e — 1
ve viech vzorcich vod a frakeich kromé | 255 | ] Absorpéni maxima lezi
1 pentanolovych pifed hydrolysou z acetono- 775 692 = = 255 = 3luti v oblasti flavonold
vych vrstev e (graf 1)
= = T ll::ﬁbéh fbigrpéni ki-ti’v-
I 2 3 & .580 - - y je shodny s pribé-
2 ve viech frakcich viech druhd vod 832 o - | - 280 modrd | modrd | ham keivky kalgchinu
b I L (graf 2)
3 v extraktech octanem ethylnatym hornich [ 1 0
3 vrstev  pred hydrolysou v pentanolovych 875 176 520 | .440 | 305 | -— modri (graf 3)
extraktech po hydrolyse spodnich vrstev i l
ve viech frakcich kromé pentanolové pisd 875 .520 492 1‘ zeleno- | Divé reakee kyseliny
4 hydrolysou hornich vrstev 897 -888 | g7 397 | 255 modrd | “zlys | chlorogenové
! | \ (graf 6
S | i — :
f | A - =i 5. | Je viditelnd i na den-
5 ve viech frakcich viech drubhd vod 943 | .886 gi‘g ég; ggg ora:lézo oravrgzo nim svétle
[ | | ] (graf 5)
T pentanolovém extraktu pfed hydrolysou ' i 272 [ l
5 | acetonovych vrstev a v obou pentanolo- 743 | .764 - - 300 modra | modrd (gral 7)
| vvch exfraktech vodnich vrstev | | I |
» | |
f ] [ ‘ | i Vidiltelné i ia dennim
ve viech frakeich vod kromé pentanolo- | .035 .097 - i s svétle. Jevi nékteré vlast-
¥ x p 980 | 945 | ‘450 | ogeq | 272 | hnédd | bnédd | pogi taninu

7 vych pred hydrolysou vodni vrstvy | ‘

(graf 4)

* butanol, kyselina octovd a voda

rem. K extraktu se piidd vodny roztok uhliitanu
sodného a chloridu Zelezitého. Po protfepani zi-
stane vodni vrstva op#t hnéda a horni etherova
Zluta.

Vysledky pokusii

K extrakci byly pouZity tyto vzorky macecich
vod:

1. Voda odebrand z naduvniku ve sladovné po
namodeni béZného sladovnického jetmene.

2. Voda z laboratorniho pokusu téhoZ sladovnic-
kého jetmene v 0,2%nim roztoku KOH.

3. Voda po namofeni syrského
v 0,2%nim roztoku KOH.

4. Voda po namodeni
v 0,2%nim roztoku KOH.

Upravou acetonem se rozdélily dvé vrstvy, ktere
se extrakci opét rozdélily do péti frakci:

jeCmene

jugoslavského jefmene

Ptivodni zahu$ténd voda
|

horni vrstva [acetonovd] spodni vrstva (vodni)
| [ [

1. 2 3. 4, 5.
octan ethyl- pentanol pentanol pentanol pentanol
naty pred J:?ed po e po
hydrolysou  hydrolysou  hydrolyse hydrolysou hydrolyse

Chromatograficky se rozdélilo sedm skvrn, je-
jichZ charakteristika je uvedena v tab. 1. Nacrt
rozdéleni skvrn ve Forestalové rozpoustédle z ex-
traktu norméalni madeci vody po namo&eni syrske-
ho jeCmene je uveden na obr. 1 a 2.

Forestalovo rozpouitédlo nedé&lilo polyfenolické
latky dostatetns, jak ukazalo chromatografovani
vylouZenych vystfihanych skvrn. Jedngtlivé druhy
vod po namod&eni je¢mene b&Zného, syrského a ju-
80sldvského se obsahem druhii jednotlivych deri-
vath nelisi. Forestalovo rozpoustédlo nedé&lilo vSak
riazné druhy té&chto vod stejné. Srovndme-li mezi
sebou extrakty pred hydrolysou a po ni, je patrno,

7e se shoduji ve v3ech vodédch. To nasvédCuje, Ze
zde neni pfitomen Zadny glykosid. PFfi stanoveni
cukri u jednotlivych derivatii pfed hydrolysou ne-
byl ani Zaddny dokdzdn.

050
loge : |

045

040 \\ /

035 :

‘030

200 250 A 300
Graf 7.

Identifikace skvrn, rozd&lenych na papiie, byla
pomérné obti¥nd uZ proto, Ze tato skupina latek
je tak rozmanitd a Ze jsme neméli k disposici stan-
dardni latky pro porovnani vlastnosti jednotlivych
ziskanych derivatli, a také proto, Ze koncentrace
téchto sloutenin byla ve skvrnach tak malda, Ze
vétsinou nestaCila k vyvoldni barevnych reakci
s chemickymi ¢&inidly. Identifikaci jsme provedli
srovnanim polohy jednotlivych skvrn, vyskytujicich
se v riiznych extraktech a riznych rozpoustédlech.
Srovnédni jejich Rf hodnot s literdrnimi udaji je
dosti obtiZné pro jejich znaCnou variabilitu. Po-
uZili jsme proto také nékterych barevnych reakci.
Jsou vSak jen hrubou orienta¢ni pomiickou, nebot
charakterizuji obvykle celou skupinu latek. Po-
uZito bylo i absorpénich spekter, kterd polyfeno-
lické derivaty davaji v ultrafialové oblasti vino-
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vych délek. Absorpéni

spekira jsou zakreslena
v grajech 1 aZ 7, jejichZ Cisla jsou shodna s €isly
derivati v tab. 1.

Usinek na kliceni je¢mene

Polyfenoly, rozdélené papirovou chromatografii,
byly zkouSeny v tc¢inku na kliCeni jefmene. V§-
cledky téchto pokusil byly srovnany s tfinky mé-
tecich vod samotnych a jejich extraktd. V tab. 2
je pfehled prtb&hu klidivosti jeCmene, namo&ené-
ho ve vylouZenych skvrndch chromatogramt. Pro

A B c ) 5
46 1 Q | B4 (®) 5O
Q150148 20
338 x QO es| O
A"-’O O L (e Zlap)
’”O c.fO

B’O D?D D

01|

Obr. 1. Rozdéleni skvrn na chromatogramech z extrakid
zahusténé mddéeci vody syrského jeémene

A - frakce octanu ethylnatého pied hydrolysou (z vodné vrstvy)
E - frakce pentanolu pfed hydrolysou (z vodné vrstvy)
C — frakce pentanolu po hydrolyse (z vodné vrstvy)
D — frakce pentanolu pfed hydrolysou (z acetonové vrstvy)
E — frakce pentanolu po hydrolyse (z acetonové vrstvy)
A B c i) E
A5 84| Q| 051 &5 O
A3 c3| O E3 O
A2 O 52| | c2|cD £2| QD
«0| | _|+lo[=|Q
8 | 02| Q| &1 |
4
0Obr. 2. Rozdéleni skvrn na chromatogramech zahu$téné
mddéeci vody ze sladovny
A — frakce octanu ethylnatého pfed hydrolysou (z acetonové vrstvy)
B — frakce pentanolu pfed hydrolysou (z acetonové vrstvy)
C — frakce pentanolu po hydrolyse (z acetonové vrstvy)
D — frakce pentanolu pfed hydrolysou (z vodné vrstvy)
E — frakce pentanolu po hydrolyse (z vodné vrstvy)

~

srovnani je uvedena t8Z klicivost v Cisté vodé.
Oznaleni skvrn je shodné s oznafenim v tab. 1.
Udaje tabulky jsou vyneseny do diagramii 8 a 9.

Tabulka 2
Pofet nevyklienych zrn _—
ve vyluha skvrny &islo Viciste
Day - = . vordé
. | 2} e La | s | m | = v
| i |
1 22 4 23 29 ' 24 23 E 29 | 23
2 20 22 1 21 L27 23 21 | 28 20
3 17 18 § T 20 15 [ 22 16
4 10 14 12 § 20 | 14 13 | 20 | =18
5 8 1 w | 1 f 12 10 | 17 8
6 6 8 6 | 11 | 9 6| 1 | 5
i

Souhrn vysledki

Polyfenolické latky, obsaZené v zdkladnich pi-
vovarskych surovindch, pTfechazeji z nich do hoto-
vého vyrobku, jemuZ dodévaji neZddouci vlastnosti.
Zvlasté se takto uplatiiuji tfisloviny jeCmene. Je:
proto Zadouci, aby se tyto latky pokud moZne
z nejvetsi casti vylouZily jiZ p¥i jeho méaceni ve
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Graf 8. Diagram kli¢ivosti jecmene, namoceného ve vYy-
louzengch skvrndeh chromatografického papiru

sladovné. Pokusy s méafenim jefmene v alkalicke
vodé ukdzaly, Ze se takto dé& vylouZit v&tSi mnoZ-
stvi polyfenolickych substanci. Chromatogramy
z extraktdl t&chto vod davaly skvrny vat3i a jas-
néjsi fluorescence neZ chromatogramy extrakt
vod odebranych ve sladovné.

Tato prace byla pokusem o isolaci a identifikaci
polyfenolickych latek ve voddch po maceni jed-
mene.

‘1. Byl vyzkou3en nejvhodnéjsi zpfisob extrakce
polyfenolickfch latek a jejich rozd&leni na sku-
piny podle zptisobu extrakce.

2. Jednoilivé frakce po extrakci byly rozdélova-
ny papirovou chromatografii.

Edny
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Graf 9. Diagram klitivosti je¢mene, namoéeného ve vy-
louzengeh skvrndch z chromatografického papiru

3. Byly isolovdny jednotlivé derivaty vylouZe-
nini skvrn z chromatogramii a opétovnym rozdé&-
lenim na papife.

4. Takto ziskané skvrny byly pokladdny za che-
micky Cisté latky a za tohoto pifedpokladu byly
predbéZné urfovany spektrofotometricky.

5. Z mécecich vod bylo isolovano sedm polyfe-
nolickych derivati. Pri identifikaénich zkougkach
dava jedna substance reakce kyseliny chlorogeno-
vé, Dale je pfitomna iatka, kterdA ma shodny pri-
béh absorpénfho spektra s absorpénim spektrem
katechinu. Vyskytuje se také latka s priibshem
absorptniho maxima v oblasti flavonoidd, ktera
nebyla vSak bliZe identifikovdna. Koneéng je pfi-
tomna latka, jejiZ vlastnosti odpovidaji literarnim
tidajim pro tanin.

6. Derivaty, rozdélené papirovou chromatografii,
byly zkouSeny v jejich u¢inku na klieni je¢mene.
Brzdici a¢inek vykazovala piedeviim latka s vlast-
nostmi kyseliny chlorogenové a slou¢eniny, sou-
hlasici s literdrnimi tdaji pro tanin v pivovarskych
surovinach. Men$i, ale znateln& brzdici udinky
davé i substance s priitb&hem absorpéni kfivky ka-
techinu a jeStd jedna substance, vyskytujici se na
chromatogramech jako oranZové fluoreskujici skvr-
na, obsaZena ve vsech kapalinach.

Doslo do redakce 27. 3. 1939.
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IMOMHMeEHOJIOBLIE BEHIECTBA
B BOAE TIIPHMEHAEMOM 1115
3AMOUYKHM SUMEHYI
B COJIOOHUJALHAX

IMonudenosoBrle BellecTBA HAXOISH-
HHecd B HCXOJIHOM CHIPbe [HBOBAPEH-
HbIX 3dBOJIOB NEPeXOAST B KOHEUHBIH
lTpO}lyKT H BJHAKT TaM OTpHUATEJbLHO
Ha ero Ka4ecTBO. 3'1"0 OTHOCHTCH B Nep-
BYK odepenb K AYOHJbHBEIM BelllecTBaM
AYMEHH. }Ke.ﬂaTEﬂbHD No2TOMY B Ma-
KCHMaJlbHO BO3MOXMHOH CTerneHH BhIlle-
JIOUHTL TAKHe BeUIeCTBa NpH 3aMouke
SYMeHsi B COMOANALHE, DKCHePHMEeHThI 10
NPHMeHeHHNIO LIeMOYHOH BOJLl TIOKA3aJI4,
4yTO 3THM 06Da30M MOMKHO BBLIIIEJOYHTH
CYUIeCTBEHHYI0 4YacTh NOJH(EHOIOBRIX
BellecTB. XpPOMATOTpAMMbl 3KCTPAKTOB
M3 MIEeJIOYHOH BONHI OTVIHYAJNCH TISITHA-
M ¢ OoJee HHTEHCHBHOH H SIPKOH
thmoopecterneil 4eM XpPOMATOrPaMMbi
IKCTPAKTOB U3 OOHIUHON BOJB TIPHMeEH-
SeMOH B COJMOJIHILHAX.

HcenenoBatensckaa paGora, Hesbio
Kotopolt Onila H30JASLHA W Onpejede-
Hile NOJIHQEHOJOBHIX BelleCTB B BOAE
oTXondmeH noclle 3aMOYKH Jaja CJe-
JAVIOLHe pe3vJbTaThi:

1. Bri1 yeranomnen Hafifonee pamuo-
HaJbHBIl METOHO SKCTPATHPOBAHHS [I0-
nH(pEHONOBEIX BellleCTB H HX KJjaaccHdu-
KaluH{ 1o Tpynnam.

2. Otgenmbue $pakuu¥ onpeness-
JHCh NPH MOMOULH paclpejleanTeNbHol
xpoMarorpagpun,

3. Munusunyanbeble JepHBATH OBLIH
HBDJTHPD‘BE[HBI nyrem BhRIIIIETAYHBAHHA
IATEeH H3 XPUMHTOI‘paMM H 1&?{ JdaJb-
Hefillero paajelenus Ha Oymare.

4. Ilonydyenele TakHM ofpaszoM nATHA
CYHTAJHCH XHUMHUYECKH YHCTBIMH BelllecT-
BAMHM H MOJABeprajuch crnekrpodoToMe-
TPHYECKOMY OINpPeIeIeHHIO,

5. M3 mouyuarHofi Boanl GLLIO H3OMAN-
POBAHO CeMb I'{O.HE'Iq)eHOJIOBb[X ,’_'LCPHBB'
ToB. IIpH MAeHTHDHKALHOHHOM AHAJH-

3¢ OIHO "H3 BeLleCTB AaerT peakuHio
OTBeYaloUYI0 XJOPOTeHOBOH KHCJOTE.
Hanee 6u10 OGHADYMEHO BEIIECTBO

abCcopnuioHHHI CHNEeKTP KOTOPOTO CXO0-
JeH CO CHeKTpoM KaTexuua. IIpHcyt-
CTBYeT TakxkKe BellecTBo ¢ abCOPILIHOH-
HBIM MakKcHMyMoM B of6JactH ¢JaBo-
HOM/J0B, KOTOPOe OLHAKO He GHUJIO TOYHO
wieHTHuuAposane. Kpome tore mpu-
CYTCTBYeT REHIeCTBO, KOTOPOE MO CBOH-
CTBaAaM MOXKHO, Ha OCHOBAHHH [NAHHBIX
H3 JIHTEPaTYpPhLI, CYHTATL TAHHHHOM.

6. JlepHBaTh pacnpefleieHHHE NPH
TioMolH OyMaxHo#i  xpomaTtorpaduu
HCTIEITRIBAJMHC C TOYKH 3DeHHA HX BJIA-
HHSl HA MNpOH3pacTaHHe #AuYMeHs. Top-
Mo3zgmui 3 dexr Ora 0OHAPYXKeH JAHLIb
Vy BellecTBa HMEIOIero CBOHCTBA XJO-
pOI‘eHOBDI:I KHCJOThI 4 TaK¥Xe y BelllecTt-
Ba 0TBeYalOUIero TaHHHHY. Bogee cuia-
fioe, ONHAKO 3aMeTHOe, TOpMO3sllee
BJHSHHEe OKa3pBaeT TaKxKe BeIIeCTBO
¢ aBCcopmuyuoHHON KpHBOH OTBeuawoulel
KATeXHHY a4 KPOMe TOTO ellle dajbHeH-
ee BeIIeCTBO IIOABJAKLIeeCd Ha Xpo-
maTtorpaMMax B (opMe QIOOPECIEHT-
HOrO OPaHXeBOro NATHA H OOHapyMeH-
HOe BO BCeX pAacTBOPax.

POLYPHENOLSTOFFE IN DEM
WEICHWASSER DER MALZEREIEN

Die in den Brauereirohstoffen ent-
haltenen Polyphenolsubstanzen ge-
hen in das Fertigprodukt tiiber, dem
sie unerwiinschte Eigenschaften er-
teilen. Auf diese Art kommen beson-
ders die Gerbstoffe der Gerste zur
Geltung. Es ist demnach erstrebens-
wert, dass schon in der Gerstenwei-
che ein mdiglichst hoher Anteil die-
ser Stoffe ausgelaugt wird. Die Ver-
suche mit der Gerstenweiche in
alkalisiertem Wasser bestdtigen, dass
auf diese Art die Polyphenolstofie
grosstenteils ausgelaugt werden kon-
nen. Die Chromatogramme der Ex-
trakte dieser Wéasser zeigten Flecken
grdsserer und hellerer Fluoreszenz
als die Chromatogramme der Ex-
trakte normaler Betriebsweichwésser.

In der Arbeit wird die Isolation
und Identifikation der Polyphenol-
stoffe in Wissern nach der Gersten-
weiche versucht:

1. Das passendste Extraktionsver-
fahren fiir die Polyphenclstoffe wur-
de erprobt, sowie auch die Einteilung
dieser Substanzen in Gruppen nach
dem Extraktionsverfahren,

2. Die einzelnen Fraktionen nach
der Extraktion wurden mittels Pa-
pierchromatographie getrennt.

3. Durch Auslaugung der Flecken
auf den Chromatogrammen und ihre
Weiterverteilung auf Papier wurden
die einzelnen Derivate isoliert.

4. Die so erzielten Flecken wurden
fiir chemisch reine Stoffe gehalten
und unter dieser Voraussetzung vor-

laufig spektrophotometrisch be-
stimmt.

5. Aus den Weichwissern wurden
sieben  Polyphenolderivate isoliert.

Bei den Identifikationsversuchen wies
eine Substanz die Reaktionen der
Chlorogensdure auf. Weiter ist ein
Stoff- anwesend, welcher einen iden-
tischen Verlauf des Absorptionsspek-
trums mit Katechin zeigt. Eine wei-
tere Substanz, die n&her nicht iden-
tifiziert werden konnte, wies den
Verlauf des Absorptionsmaximums
auf dem Gebiet der Flavonoide auf.
Endlich ist eine Substanz anwesend,
deren Eigenschaften den Literaturan-
gaben fir Tannin entsprechen.

6. Die mittels Papierchromatogra-
phie geteilten Derivate wurden auf
ihre Wirkung auf die Gerstenkeimung
geprift. Einen keimungshemmenden
Effekt wies vor allem die durch Ei-
genschaften der Chlorogensdure ge-
kennzeichnete Substanz auf; weiter
die Verbindung, welche mit den Lite-
raturangaben fiir Tannin im Brau-
material {ibereinstimmt. In geringe-
rem, aber doch deutlichem Masse
wirkte auch die Substanz mit kate-
chindhnlichem Verlauf der Absorp-
tionskurve keimungshemmend, sowie
auch ein weiterer Stoff, der auf den
Chromatogrammen als ein orangegelb
fluoreszierender -Flecken auftritt, und
welcher in allen Fliissigkeiten ent-
halten ist.

POLYPHENOLIC
SUBSTANCES IN MALT STEEPING
WATER

Polyphenclic substances which are
present in raw materials used by
breweries find their way into final
product and deteriorate its proper-
ties. In the first place tanning matter
from barley should be mentioned. It
is therefore desirable to leach the
greatest possible part of such mat-
ters by steeping process in malt
plants. The experiments with steep-
ing barley in alcalic water indicate
that the method is efficient and can
remove a substantial proportion of
polyphenolic substances. Chromato-
grams of extracts from alcalic water
are distinguished by spots of more
intensive and brighter fluorescencs
than chromatograms of conventional
water. ‘

The results of research work aimed
at isolation and identification of
polyphenolic substances in the steep-

ing water can be summed up as
follows:
1. An efficient method has been

worked out for extracting polyphe-
nolic compounds and classifying
them into groups.

2. After extraction individual fract-
ions were divided by paper chromato-
graphy.

3. Various derivates were isolated
by~ leaching the spots on chromato-
grams and repeated application of
paper.

4. The secondary spots were sup-
posed to be pure substances and were
consequently identified by means of
spectrophotometric methods.

5. Seven polyphenolic derivates
were isolated from steeping water.
The reaction of one of the com-
pounds is identical with the chloro-
gen acid. The absorption spectrum
of the second matter is very much
the same as that of catechine. Ano-
ther substance has its absorption
maximum in the region of flavonoids.
This substanc2 was not identified
more precisely. Yet another matter
may be determined, using criteria
recommended in various papers, as
tannic acid,

B. Derivates differentiated by paper
chromatography were studied Ifrom
the point of view of their influence
upon germination process of barley.

The substance with properties of
chlorogen acid has an inhibiting
effect. So does the substance iden-

tified as tannic acid. Less perceptible
effect has the substance with the
absorption curve similar to catechine
and yet another substance present
in each of the tested solutions cha-
racterized on chromatograms as
orange fluorescent spot.

:



