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Fenolické latky v je€menu

MIROSLAV CERVINKA, Hlavni specializovand 3lechtitelska stanice pro obiloviny, BraniSovice

I. Metedika diikazu a stanoveni fenelickyeh kyselin

Fenolické latky v je€menu zajimaji technologa
i &lechtitele. Nebiologické zdkaly piva, o nichZ pfe-
hledné& referuje Mostek a Dyr [1], jsou nepfijem-
nym privodnim jevem u lahvového piva. Podle mo-
delovych pokusil Silbereisena a Plomanna [Z] ne-
jsou monomery téchto latek pravdspodobné schop-
ny sréazet bilkoviny; jejich existence v zdkalu byla
viak bezpetné prokdzdna, nap¥. Waldschmidt-Leitz,
Kloos {3].

Kone&énym produktem $lechtitelovy préce je od-
riida s poZadovanymi pstitelskymi a technologic-
kymi ukazateli. Geneticky zaklad interaguje s eko-
logickymi faktory a agrotechnickymi zasahy, coZ
rezultuje ve zmén&ném metabolismu proti plvod-
nimu ,,idedlnimu” stava a navenek se projevi zme-
nami zédkladnich ukazateld. V tomto procesu, ma-
me-li na mysli pouze vratné dé&je, uplatiuji se
fenolické latky jako pFirozené redoxni systémy a
v této souvislosti nap¥. jako sougdst procesu oxida-
tivni fosforylace [4, 5, 6] a jako pFirozené reguld-
tory aktivity stimuldator ristu [7, 8, 9, 10, 11].

7Ze struéného prehledu vyznamu fenolickych
latek v metabolismu rostliny vyplyva podné&t pro
laboratofe lechtitelskych stanic k jejich hlub3imu
studiu. Jejich bohaté spektrum v rostlinném orga-
nismu nedovoluje oviem studovat je v plném roz-
sahu. V nadi laboratofi jsme se omezili na fz2no-
lické kyseliny, pFesn&ji na derivdty kyseliny
benzcové a skoFicové, k nimZ se také vztahuje
citovana literatura. Jejich pFehled a pFisluiné hod-
noty R;10% pro rozd&lovaci chromatografii na pa-
pife shrnuje tabulka 1.

Na zaklad& dostupné literatury provéfil autor
metodiku jejich extrakce z jefmene, a navrhl jejich
ddleni a stanoveni. Bude ji pouZito ke studin meta-
bolismu fenolickych kyselin v dob# dozravéni zrna,
k jejich stanoveni v pluchdch jefmene a Gastl na
nebiologickych zdkalech piva.

Extrakee, hydrolyza a izolace Kyselin

K extrakci je nejvhodndjsi 80% etanol [12, 13,
14, 15, 16]. Zeleny materidl (&erstvy), rozstfihany
na malé kousky, se vafi dvé hodiny pod zpéinym
chladidem, p¥i €em# vychozi koncentrace alkoholu
se voli vzhledem k obsahu vody v materidlu tak,
aby vyslednd koncentrace v suspenzi byla 80 %.
Pro suchy material (napf. pluchy) lze vyhodng& po-
uZit Soxhletovy aparatury a extrahovat 6 hodin.

Ciry etanolovy extrakt se odpall vakuovg pri
50°C a suchy odparek se hydrolyzuje 2N-HCl na
vodni lazni pod zp&tnym chladiem po dobu 1 ho-
diny. Kysely hydrolyzat se dilkladng extrahuje éte-
rem a z ndj se prevedou kyseliny do 5% NalCOs.
Hydrokarbondtovy extrakt se okyseli zFedénou HCI
na pH 2 a kyseliny se reextrahuji do éteru. Po
odpafeni éteru se rozpusti odparek v 80% etanolu.

663.421:547.57

Zbytek plvodniho materidlu po etanolové extrak-
ci se hydrolyzuje 2N-NaOH v inertni atmosféfe
pfi teplotd mistnosti 5 hodin. Inertni atmosféru
lze nahradit dob¥e uzavienymi nddobami, v nichZ
suspenze zaujima podstatnou €ast obsahu. Alkalic-
ky hydrolyzdt po okyseleni 2N-HCl na pH 2 se
extrahuje éterem. Daldi postup je shodny s pfede-
glym.

Papirova chromatografie a detekce

P#i déleni ziskanych extraktli prokazala papirova
chromatografie (rozumi se rozdé&lovaci chromato-
grafie na papife) jako obvykle své pFednosti. K ji-
nym technikdm se prozatim nep¥ihliZelo. Tabulka 1
uvddi pFehledn# hodnoty R.10* pro rozpoustédlove
soustavy shrnuté v fabulce 2. Pokud neni jinak uda-
no, pouZivd se papira Whatman & 1. Optimalni
objem nand$eného vzorku je 5 aZ 10 pl s obsahem
1 aZ 50 xg kyseliny.

Jednorozmérna chromatografie vyZaduje kombi-
naci dvourozpouitddlovjch a# tfirozpoudtédlovych
soustav, nebot skvrny se mohou pFekryvat. Podle
autorovych zkuSenosti je nejvhodné&jsi soustava
¢. 15.

Po naneseni vzorkdl se papir nejprve promyje
sestupn& (nebo vzestupng) smési benzin : benzen
(1:1), aby se odstranily zbytky lipoidnich latek,
které jinak vytvori modfe fluoreskujici pdas od
startu k Celu rozpoustédla a znesnadiiuji tim iden-
tifikaci skvrn pod UV. Po usufeni v proudu vzdu-
chu se vyviji nékterou z uvedenych soustav.

K detekel skvrn se nejdastdji pouZivda 1% FeCls,
diazotovaného p-nitranilinu, diazotované kyseliny
sulfanilové a UV, p¥i Sem# fluorescenci skvrn lze
zesilit parami amoniaku. Identifikace kyselin podle
hodnot R; a zabarveni s uvedenymi Ginidly musi
byt doplnéna alespoil srovndnim se standardem,
neni-li jiZ mo¥né stanovit bod tani a vyhodnotit I¢
spektra.

Daldi podrobnosti o téchto kyselindch a metodi-
kach jejich stanoveni a dikazu jsou uvedeny v pra-
cich: Paech, Tracey [17], Hais, Macek [18] Reio
[19, 20]. Pro rychlou orientaci pouZivd autor kru-
hovou chromatografii v této Gpravé: Kruhovy vysek
Whatmanu & 1 priméru 24 cm se upeviiuje do exsi-
kdtoru mezi nadobu a viko. PEivod rozpouStédla
obstardva prouZek papiru 3iroky 1 cm, ktery je
vystFizen od kraje do stfedu papiru, s nimZ ziistava
spojen. Jeden vzorek se nandsi na Gtyfi starty ko-
lem stFfedu papiru. PFi pouZiti uvedenych deteké-
nich Ginidel vedle sebe se stavéd informace o vzorku
velmi pfehlednou.

Stanoveni kyselin

Je to nejobtiZngjsi dsek préce, nebot vymyvani
skvrn z papira pro fotomeirickd meéfeni je zati-
Yeno znatnou chybou. Said El-Basyouni a Towers

-
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Tabulka 1

Prehled fenolickgch kyselin a fejich hodnoty Ry.10® pro uvedené rozpoultddlové soustavy

S

Kyselina |

skotficova 35 81

melilotova

floretova

09 51

06 44 93 68 88
00 17 05 19 53 08 86 46

p-metoxyskoficova 96

o-kumarova
p-kumarova

kavova

2-hydroxy-4-
-metoxyskoficova
2,3-dimetoxy-

skoficova 96 82 78

2 4-dimetoxy- (
skoficova

3,4-dimetoxy-
skoficova 94 85 51
o-ferulové

izmoferulova

09
ferulova 22 32

- 3 13
sinapova 28 24

salicylova 13 70
04 37 23 55 68 42 65

92 78

p-hydroxybenzoova
2,3-dihydroxy-

benzoova 43 49
2,4-dihydroxy-
benzoova 39 38 34 30 53

2,5-dihydroxy-
benzoova
2,6-dihydroxy-
benzoova
3,4-dihydroxy-
benzoova
3,9-dihydroxy-
benzoova

68 26 34 20 70
77 11 48 16 78

00 12 06 16 08 30 57

35 09 39 02 54
2-hydroxy-4-

-metoxybenzoova

2-hydroxy-5-

-metoxybenzoova

2-hydroxy-6-

-metoxybenzoova

3-hydroxy-5-
-metoxyhenzoovi

3-metoxy-4-

-hydrobenzoova 16 27 32 80

3,4-dimetoxy-
benzoova
3,5-dimetoxy-4-
-hydroxybenzoova

36 44

252118 78

Rozpoustédlova soustava

i1 2 3 45 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

92 27 86 71 63 16
72 79 80 84 93 84

42 57 75 70 92 79 20 23
89 0989 48 29 01 39 47 69 65 90 75 28 82 16 18
22
90 10 92 91 83 70 96
91 12 90 90 89 67 99
93 19 93 90 86 76
99
75 36
91 04 79 59 28 05
27 50 57 67 81 76 61 89

88 03 77 75 28 06

[13] nalezli nap¥. pro kyseliny p-kumaro¥ou a fe-
rulovou hodnotu 97 %. Nagasawa [21] uddva pro
kyselinu chlorogenovou jen 70 %. Situace se kom-
plikuje tim, Ze existuje zdvislost mezi hodnotami
extinkce a podminkami vyvijeni [22]. K omezeni
téchto vlivii a sniZeni chyby stanoveni na p¥ipust-
nou mez je nutné dodrZet tento postup. Pro uréity

vzorek pouZivat jen tutéZ komoru. Kromgé vzorku
nanafet na papir standardni roztoky o koncentra-
cich 10, 20, 30, 40 a 50 pg/5 wl. Jak vzorek, tak
i standardy se nanaSeji 3krdt vedle sebe. Odpovi-
dajici eluaty se spoji a zmé&Fi se extinkce. Popsany
postup byl ovéifovan u kyseliny ferulové a relativni
chyby &inily * 5,68 %.
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Tabulka 2 Poznamka k pfipravé materidlu
1. Chloroform nasyceny formamidem, papir impregno- PF srovndvacich studiich je nutné mit stdle na

@ G

12,

4

4.3,
14.
15.

16.
17.

18.

19.

29.
30.

3L

vén smési formamid : etanol (1:1)

Butanol .sek.:voda (4:1), papir pufrovdn fosfatem
0 pH 74 '

Izopropanol : amoniak : voda (8:1:1)

Benzen : Kyselina propionova ;voda (2:2:1}
n-Butanol : pyridin : :dioxan : voda [14:4:4:1)
Benzen: kyselina octova ledova (20 : 5, nasyceno vo-
dou) '

n-Butanol : etanol : kyselina boritd (1:1:1), papir
impregnovdn tetraboritanem sodnym 9,54 g/l, What-
man ¢&. 4

n-Butanol : kyselina octovéa 27 % (1:1)

Fenol: voda (73 : 27, vahovE)

Destilovana voda

n-Butanol : benzen : kyselina octovd : voda (2:10:2:
)

n-Butanol : kyselina octova : voda (4:1:5]}
Benzen : kyselina octovad:voda [10:7: 3]
Kyselina mraven&i 2% ]
Metyl-etylketon : aceton : kyselina mravendi :
(40:2:1:6)

Metyl-etylketon: dietylamin: voda (921:2:77)
Metyl-izobutylketon: kyselina mraven&i: voda (10 di-
i ketonu nasyceno 1 dilem 4% kyseliny mraventi)
Chloroform : metanol: kyselina mraventi:voda (10
dild chloroformu nasyceného smdsf 1 dilu metanolu
a 1 dilu 4% kyseliny mraventi)
Benzen : metyl-etylketon : kyselina mraventi : voda
(sm&s 9 dild benzenu a 1 dilu ketonu nasyceného
1 dilem 2% kyseliny mraventi)

Benzen : kyselina mravenél:voda (10 dild benzenu
nasyceného 1 dilem 2% kyseliny mravenéi)
n-Propanol : amoniak (7:3), Whatman & 3 MM
Kyselina octovd 10%, Whatman & 3 MM
n-Butanol nasyceny vodou, Whatman ¢. 3 MM
n-Butanol : kyselina octovd:woda (4:1:5),
fdze, Whatman ¢. 3 MM

n-Butanol : kyselina octova: voda (4:1:5), organic
kd fAze, Whatman ¢. 3 MM

Izopropanol : voda (1:4), Whatman €. 3 MM
Toluen : mravenéan etylnaty : kyselina mraventi (5:
4:1), Whatman & 3 MM

n-Butanol nasyceny vodou, papir impregnovdn kyse-
linou boritou a octanem sodnym

m-Kresol : kyselina octovd : voda' [50: 2: 48]
n-Butanol nasyceny vodou, papir impregnovan 0,1 m-
-boritanem sodnym

n-Butanol nasyceny vodou, papir impregnovan sek.
fosforeénanem sodnym.

voda

vodnd

Soustavy pro dvourozmérnou chromatografii.

a-Benzen : kyselina octovéd : voda (6:7:3),
b-kyselina mravenéi 2%,

a-Benzen : kyselina octova:voda (6:7:3), organic-
ka faze, bez syceni papiru,

b-mraventan sodny : kyselina mravendi: voda
:1:200)

a-Etanol : amoniak
:voda (80:5:15),
b n-Butanol: kyselina mraven&l: voda [7:3:12 nebo
4:1:5), nebo

n-propanol : eukalyptol : kyselina- mravenél (5:5: 2,
nasyceny wvodou].

a-Elektroforéza v dstrojném &inidle o pH 6 (pyridin
2,50 a 0,25% ledovd kyselina octovad ve vodg, 20 V/
/em, 3,5 h)

b-2-metoxyetanol : pyridin : kyselina octova : voda [8:
24:1:1 a 0,15% 8§-hydroxychinolinu), vyvijeno 2krat
vzestupné

(10:

[95:5]), nebo etanol:amoniak:

paméii, Ze obsah kyselin zdvisi nejen na odrids,

ale i na vnéjsich podminkach [10, 24]. Autor nalezl

mezi dvéma porosty elit jarniho jetmene Valticky
vzddlenymi asi 800 m rozdil v obsahu kyseliny fe-
rulové po alkalické hydrolyze 17,2 % a po kyselé
11,3 % (dosud nepublikovdno]. Je proto nezbytné
péstovat materidl za definovanych podminek. Ide-
alni je fytotron, ktery ov8em je nyni nepfistupny
pro vysoky potizovaci ndklad. Lze jej nahradit do
uréité miry vhodnym sklenikem a materidl vypes-
tovat v nddobdch pouZivanych v pokusech s vyZi-
vou rostlin. Takto se zajisti stejné koncenfrace
#ivin, vody a svitla. Morfologickd kontrola nad-
zemnich &dsti a koFenové soustavy v péti po sobé
jdoucich pokusech dala uspokojivé vysledky. Obsah
kyseliny ferulové kolisal v t&chto pokusech v roz-
mezi +6,35 % pro kyselou a £7,12% pro alka-
lickou hydrolyzu, coZ je vzhledem k biologické
variabilité materidlu shoda vice neZ dobré.

ZAvEr

Na zdklade dostupné literatury byla navrZena
metodika - stanoveni a dikazu derivati kyseliny
benzoové a skoficové v jefmenu. NavrZiené meto-
diky bude pouZito ke studiu metabolismu téchto
latek v poslednich vyvojovych fazich, zvlasté pak
ke studiu jejich ukladéni v zrnu a k jejich ndasti
na nebiologickych zdkalech piva.
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GEHOJIOBBIE COEINWMHEHHA
B SITUMEHE

Ha ccHoBanum# JaHHBIX, OMyOJHKO-
BaHHLIX B JuTeparype 6blaa paspado-
TaHa METOJMKa OIpele/ieHHs JepHBa-
top GeH30fHON M KODHYHOH KHCJOT
B sAuMere, Merod JaeT BO3MOMXKHOCTh
H3yyaTh MeTaboJH3M 3THX BellecTB
B MOCJeTHHX (pa3ax pasBUTHH AUMeHS,
rJaBHEIM 06pa3oM B IepHog MX oGpa-
30BaHMA H KOHLUEHTpallhH B 3epHe
Bymer TaKike MOMHO ONpeleliiTb MHX
p0fb B npoieccax He GHOJNOTHYECKOTO
NMOMYTHEHHS MHBA.

PHENOLIC SUBSTANCES
IN BARLEY

Taking as a base reports publish-
ed abroad in literature the author
has developed a new method for
the determination of derivatives of
benzoic and cinnamic acids in bar-
ley. The method permits to study
the metabolism of the mentioned
compounds in the final stages oi
the barley vegetative cycle, especi-
ally their concentration in corns.
The participation of phenolic sub-
stances in non-biological turbidity
of beer can be also reliably asses-
sed by panlying the discussed me-
thod.

FENOLISCHE STOFFE IN DER
GERSTE

Aufgrund der erreichbaren Litera-
tur wurde die Methodik zur Fest-
stellung und zumn Beweis der De-
rivate der Benzoesdure und Zimt-
sdure in der Gerste vorgeschlagen.
Diese Methodik wird man zum Stu-
dium des Metabolismus dieser Stof-
fe in den letzten Entwicklungspha-
sen anwenden, besonders zum Stu-
dium ihrer Bildung im Gersten-
korn und ihrer Teilnahme an den
nichtbiologischen Biertriibungen.



