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Anthokyanogeny (proanthokyanidiny) jsou kon-
denzované polyhydroxyflavany. Nachazeji se v fadé
rostlinnych druhi; z obilovin je vSak obsahuji pou-
ze Girok a je¢men. Vykazuji antivirdlni a antimi-
krobialni vlastnosti [1] a zda se, Ze se podileji na
ochran& rostlin pfed napadenim Skiidci a choro-
bami [2,3]. Z hlediska nutriéniho nemaji vyznam
[4].

Klitovym kamenem biosyntézy anthokyanogeni
je dihydrokvercetin. Z néj se tvofi 2,3-trans-3,4-cis-
leukokyanidin. Podle poslednich vysledkii probiha
syntéza dale pfFes chinonmetid a flav-3-en-3-ol ke
katechiniim a anthokyanogentim [5,6]-

Diky pracim [7—11] byla objasnéna struktura
anthokyanogeni. Byly popsdny dva typy dimeri
A a B o sumarnich vzorcich CsHz2:012 a C3oH26012 a
od nich odvozenych trimert C, D. Ve vSech pfipa-
dech jde o polohové izomery tvofené katechinem,
galokatechinem a epigalokatechinem. V jefmenu
byly doposud s jistotou identifikovdny katechin, di-
merni prokyanidin B-3 a prodelfinidin B-3, trimer-
ni prokyanidin C-2 a dal3i tfi trimery, sloZené z ga-
lokatechinovych a katechinovych jednotek [12,13].

Anthokyanogeny jsou lokalizovany v testé a pe-
rikarpu a jejich celkové mnoZstvi se v zavislosti na
odriidé pohybuje od 60 do 200 mg ve 100 g jeCmene
[14—16].

Renesance zdjmu pivovarského priimyslu o antho-
kyanogeny vychazi z potieby hledat dalsi cesty
zvyseni koloidni stability piva. I kdyZ existuji odlis-

né nazory na mechanismus vzniku nebiologickych .

zdkald piva, bylo prokdzdno, Ze anthokyanogeny
k jejich tvorbé prispivaji [17, 18].

Zakalotvorna schopnost jednotlivych anthokya-
nogenil neni stejnd. Nejvy3si sraZeci potencidl byl
prokazan u prokyanidinu C-2 a vysSich oligomerii
[19—22]. Do stateného piva prechazeji diky své
nizké afinité k proteinim zejména katechin a
prokyanidin B-3 [23].

V zasad# existuji dva moZné zpilisoby zvySeni ko-
loidni stability piva. Prvym je odstran&ni potencil-
nich reaktantld s vyuZitim jejich specifické sorpce
b&hem filtrace. PFehled pouZivanych metod podava
napf. Sarx a Wischmann [24]. Druhou moZnosti je
sniZzeni ¢i dokonce eliminace obsahu nékterych za-
kalotvornych latek v pivovarskych surovindch. V
danské Carlsberg Research Laboratory byly vypé-
stény mutanty je¢mend, u kterych je geneticky
blokovdna preména dihydrokvercetinu v leukokya-
nidin. Tyto tzv. je¢meny bez anthokyanogenii jsou
pfedmétem intenzivniho studia jako perspektivni
pivovarské materidly [25,26]. V kaZdém pripadé
jsou vyzkumy v této oblasti podminény existenci
vhodnych analytickych metod stanoveni anthokya-
nogentl.

METODY STANOVENI ANTHOKYANOGENU

Pomineme-li papirovou chromatografii, je nej-
star$i dosud pouZivanou metodou stanoveni jednot-
livfch anthokyanogenii tenkovrstva chromatogra-
fie (TLC). Pro problémy, spojené s kvantifikaci dé-
lenych latek, slouZi vSak tato metoda spiSe ke scre-
eningu vyskytu jednotlivgch slouenin. Podrobny
piehled systémii, pouZivanych pro tuto nenaro€nou
techniku separace anthokyanogeni, je uveden v re-
feratu [27].

Vyznamnou roli sehrédla pfi stanoveni anthokya-
nogenit plynova chromatografie (zejména ve spo-
jeni s hmotnostni spektrometrii pfi urfovani jejich
struktury). Anthokyanogeny se vSak vyznacuji che-
mickou i tepelnou labilitou a nizkou tékavosti, a
proto vyZaduji pred stanovenim pomoci plynové
chromatografie derivatizaci. Jako idedlni se pro
kvantitativni stanoveni jednotlivfch anhokyanoge-
nii osvéd&ila vysokoucinna kapalinova chromato-
grafie (HPLC), zejména na tzv. reverznich fazich
[23,28—30]. Zna¢nou vyhodu zde predstavuje moz-
nost detekce flavanoidd za vyuZiti vysoce specific-
kého ¢inidla p-dimethylaminoskoficového aldehydu
(DAC) — viz napf. [31—33].

Neni-li k dispozici pfislusné instrumentalni vy-
baveni, musime se spokojit se stanovenim celko-
vych anthokyanogeni. Jeiich molekula nabizi né&ko-
lik reak&nich mist, vyuZitelnych pro fotometrické
stanoveni. Disledkem je, Ze dnes existuji ¢tyfi prin-
cipialng odlisné metody stanoveni celkovych antho-
kyanogenii (obr. 1) a kazda z nich ma fadu modifi-
kaci. Klasickd Harris-Rickettsova metoda [34] vy-
uZiva faktu, Ze za podminek kyselé hydrolyzy tvori

. redukéni vlastnosti
hydroxylu
(Singleton-Rossi,

o

OH 3+
OH | (Jerumanis)
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Obr. 1. Hlavni metody pouZivané pri fotometrickém stano-
veni anthokyanogeni
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anthokyanogeny Cerven& zbarvené flavyliové ionty
s maximem absorbance pfFi 540 aZ 550 nm. Z reakce
kondenzovanych meta-dihydroxyfenolt s DAC, resp.
s vanilinem v kyselém prostFedi vychazeji dalsi
metody [31—35]. Metoda Jerumanisova je zaloZena
na tvorb& komplexii fenolické orto-dihydroxysku-
piny s Fe3* v alkalickém prostiedi [36]. Nejméns
specifické jsou metody, wvyuZivajici redukénich
vlastnosti fenolického hydroxylu [37, 38].

Nasim cilem bylo vypracovat metodu, ktera by
umoziovala sledovat zmény obsahu celkovych ant-
hokyanogenii od je¢mene pies slad, sladinu a mla-
dinu aZ do hotového piva.

EXPERIMENTALNI CAST

Na zdkladé predbéZnych pokusi byly pro sta-
noveni vybrdny metody:

a) kysela hydrolyza smési butanol — HCL podle
Harrise a Rickettse [34]),

b] stanoveni s p-dimethylaminoskoficovym alde-
hydem podle Truelsena [16].
Byly vyzkouSeny riizné postupy extrakce a zpra-
covani vzorku pred analyzou. U pevnych vzorki
se nejlépe osvédcila extrakce 75 % okyselenym
acetonem s naslednym odpafenim organické faze
a sorpci anthokyanogenii na jednordzové extrakéni
kolonky Presep-1 (vyrobce Laboratorni pfistroje,
Praha). Kapalné vzorky (sladina, pivo] lze na ko-
lonky aplikovat pfimo.

POSTUP STANOVENI ANTHOKYANOGENU

Exirakce anthokyanogenii z jefmene a sladu

1g jemné mletého vzorku se extrahuje 5 X 20 ml
i5 % acetonu, obsahujiciho 10 mmol HCl (100 ml
75 % acetonu + 1 ml konc. HCI1), ochlazeného na
0°C. Extrakce se provadi v polyethylenovych cen-
trifugaCnich zkumavkach na ultrazvukové lazni
(5min). Extrakty se odstfedi (5min X 6000g],
spoji a doplni extrak¢énim roztokem do 100 ml.

Stanoveni anthokyanogenii hydroljzon se smési
butanel : HCI (95 :5)

Stanoveni v je¢menu a sladu

25 ml acetonového extraktu se na rotaénim va-
kuovém odpafovdku zbavi acetonu. Teplota nesmi
presahnout 35°C. Vodny zbytek se nanese na ko-
lonku Presep-l, kterd byla pFedem kondicionovédna
5 ml methanolu a 5ml H:0. Vzorek se prosaje ko-
lonkou a odparna baifika se vypldachne 2 X 5ml
H:0, které se také prosaji kolonkou. Sorbované ant-
hokyanogeny se eluuji 5ml 80 % methanolu do 25
ml odmérné baiiky, pFidd se 15ml smési butanol
:HC1 (95 :5) a batika se umisti na 30 min do vrouci
vodni lazn&. Po ochlazeni a dopln&ni objemu se
meéfri absorbance vzorku v 1cm kyvetdch pfi A =
550 nm. K vypo€tu koncentrace lze pouZit napf. ta-
bulku 24 z publikace [39].

V tom pfripadé
koncentrace anthokyanogenii =
]

susina

odectend hodnota

(mg v 100 g susiny).

Stanoveni ve sladiné a pivu

5ml vzorku (v pfipad& potfeby odplyn&ného) se
prosaje kondicionovanou kolonkou Presep-l a pro-
myje 2 X 5ml H:0. Déle se postupuje jako pii sta-
noveni v je¢menu a sladu. PouZiji-li se k vypoétu
tabelované hodnoty, udava ode&tena hodnota piimo
koncentraci anthokyanogenii v mg.1'.

Sianoveni anthokyanogenii s p-dimethylaminosko¥i-
covym aldehydem (DAC)

Priprava ¢inidla

200 mg DAC se rozpusti ve smési 140 ml metha-
nolu a 50 ml koncentrované HCl. Doplni se me-
thanolem do 200 ml a uchovava v temnu a chladnu.
Trvanlivost €inidla je 1 tyden.

Stanoveni v jeémenu a sladu

200 ¢l acetonového extraktu se smichd se 3 ml
Cinidla. Zaznamena se maximélni hodnota absor-
bance pfi A = 640nm v 1cm kyveté (hodnota ab-
sorbance prochazi maximem za 1,5 aZ 3 min po za-
Catku reakce). Mé&ri se proti slepému vzorku (200 ul
acetonu + 3 ml ¢inidla). Koncentrace anthokyano-
genill (vztaZeno na = katechin) se vypotte:

Asio . 685
susina
absorbance vzorku pfi 640 nm.

c= (mg v 100 g susiny), kde Asso je

Stanoveni ve sladiné a pivu

5 ml odplynéného vzorku se prosaje kondiciono-
vanou kolonkou Presep-l, promyje 2 X 5ml H,0
a eluuje 5ml 80 % methanolu. Déle se postupuje
jako pii stanoveni v je¢menu. Koncentrace antho-
kyanogend se vypotte : ¢ = Agi . 68,5 (mg.l?).

VYSLEDKY A DISKUSE

PTi testovéani obou zvolenych metod byly sledova-
ny priibéh extrakce anthokyanogenii z pevnych
vzork(i, sorpéni kapacita kolonek Presep-l1 a moz-
nost jejich opakovaného pouziti, stdlost extrakti
a reprodukovatelnost metod.

025 |-

02

Asgg

01 \

—— frakce (G 20ml)
Obr. 2. Prubéh exirakce anthokyanogeni
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Jak vyplyva z obr. 2, je prevdZna c¢ast anthokya-
nogenii extrahovdna jiZ v prvnich tfech 20 ml podi-
lech extrakéniho roztoku.

Na vzorcich piva a sladiny bylo prokdzéno, Ze
anthokyanogeny jsou na kolonky Presep-1 kvanti--
tativné sorbovany aZ do 8 ml vsddek (obr. 3). Ne-
pritomnosti anthokyanogentt ve vzorku pro$lém
kolonkou bylo potvrzeno, Ze je sorpce skutené

ir VO
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- p—b sladina
r /. ./
01} . D
A/
| 1 1 1 1
2 4 6 8 10

— = ml vzorku

Obr. 3. Sorpéni kapacita kolonky Presep pro pivo a sla-
dinu

kvantitativni. Opakovanou eluci bylo zjiSténo, Ze
5 ml 80 % methanolu zcela postauje k vymyti sor-
bovanych anthokyanogenil z kolonek.

Pomoci analyzy rozptylu s dvojnym t¥idénim
[40] bylo na $esti ndhodn& vybranych kolonkach
ovéFeno, Ze vysledky jsou nezédvislé na pouZité ko-
lonce a Ze kolonky lze pouZit vicekrat. Do stano-
veni reprodukovatelnosti obou metod bylo zahrnuto
i sledovani stdlosti extraktli. Vysledky jsou uvede-
ny v tab. 1. KaZdé stanoveni bylo provddéno zvlast
(véetné extrakce).

Z technickych diivodii byla namé&fFena kalibra&ni
kfivka pouze pro stanoveni s DAC. Jako standard
byl zvolen =+ katechin, jehoZ absorptivita pfedsta-
vuje pfi reakci s DAC pribliZny primeér absorptivit
latek, jejichZ stanoveni nds zajima [31]. Kalibrag-
ni kfivka je linedrni s korelaénim koeficientem
r, = 0,9998. Jeji rovnice je Asw = 0,0146.c (ug
.ml?).

Ob&éma uvedenymi metodami byl sledovdn obsah
anthokyanogeni v celém sortimentu &s. jarnich jec-
ment véetnd zkouSenych novoslechténi, ve sladech,
vyrobenych z téchto je€meni pii mikrosladovacich
zkouSkéch a v kongresni sladiné.

Tabulka 1. Reprodukovatelnost stanoveni anthokyanogeni

v jeémenu
BuOH/HCI [ Ass0) DAC (Asa0)
Stanoveni _— .
ihned | za24h ihned za 24 h
N 6 6 6 6
X 0,287 0,288 0,162 | 0,165
Sx 0,0054 0,0085 0,0025 | 0,0029
ex % 1,9 23 1,6 ‘ 1.8
N — pocet stanoveni
X — prameérna hodnota
Sx — standardni odchylka
ex % — variaéni keeficient v procentech

BuOH — butanol

Tabulka 2. Koncentrace anthokyanogeni v je¢menu, sladu
a kongresni sladiné. Vysledky jsou vyjadreny
v mg na 100 g susiny, resp. v mg . 1-!

| Sedlec
Odrida T ——

| Jetmen | Slad | Sladina

[ 1

DAC BuOH/HCI| DAC BuOH/HClI| DAC BuOH/HCI
Koraél 1125 958| 873 977| 84 16
Zefir 1210 1055/109,1 1282 6 94 17,8
Krystal |137,1 109,3 /1095 1269 95 17,8
Rubin 1186 9955| 993 997 86 175
Mars 1338 107 |106 1234 93 178
Jaspis 1183 973| 99,1 1082| 85 173
KM-184 126,9 111,3 1033 1203 92 174
Orbit 126,9 107 |1033 121,7| 93 17
HE-2591 1144 1039| 883 998/ 82 159
KM-246 119,8 105,1 (1005 1132 | 91 16,6
CE-334 137'3° 11911103~ "1103| 961 18
SK-2209 1432 1219 1100 126.1| 101 17,7
CE-396 126,1 1055 (1102 119 | 91 16,9
TR-1148 1235 1025 1082 1156 92 16,2
KM-BR-A-10 116,7 98,3 | 96,2 108,7 86 159
KM-UH-R-1890 }132,8 11151088 122,7| 92 167
KM-143 1109 951 97,1 1035 86 162
Kredit 1148 976 833 1018, 83 159
Bonus 122 - Tongitoed 117 F 937 178
Zenit (120,3 99,4 |1042 119 ‘ Q173
Karat |137,5 108,1 (1066 1139| 99 179
HE-2803 129 104,1|102,4 110,9; 92 178

Tabulka 3. Koncentrace anthokyanogenii v jeémenu, sladu
a kongresni sladiné. Vysledky jsou vyjadreny
v mg na 100 g su$iny, resp.v mg .1-1

Vérovany
Odrada - -
Jeémen | Slad | Sladina
| [
! DAC BuOH/HCl| DAC BuOHIHCl‘ DAC BuOH/JHCI
Koral 11225 102,1 /1166 1265| 9,0 135
Zefir |1246 101 (1106 1244| 9,2 132
Krystal 1179 952 837 945| 73 126
Rubin 1136 94,6 | 959 1062| 7,3 125
Mars 126,9 100 |1114 1219| 99 137
Jaspis 126,8 1053|106 1241| 89 12,3
KM-184 1194 100,2 (115 1268 86 119
Orbit 1153 946(1044 1182| 81 13
HE-2591 1052 85 | 933 1006| 7.4 11,3
KM-246 120,9 100,3 | 92,5 104,6| 81 132
CE-334 1297 107,2 (1043 113 | 104 138
SK-2209 1406 1075 |119,3 1435/ 11,3 155
CE-396 126,3 1035 /1057 1264 | 84 132
TR-1148 1222 97,3(1021 117,3| 72 128
KM-BR-A-10 116,1 923| 99,1 1128| 69 12,6
KM-UH-R-1890 [129.7 1048 | 982 1116| 95 137
KM-143 i201 952 (1028 1172173 . 124
Kredit 1129 895 | 96,2 107.5} 794409
Bonus 1239 106,7 1069 1289 75 13
Zenit 1183 978 (1155 1279| 7.4 129
Karat 131,4 102,22 |106,2 1138| 89 137
HE-2803 1247 100,3 1136 1195| 9,0 137

Vysledky stanoveni na materidlu ze dvou pésteb-
nich mist s podobnymi pidnimi a klimatickymi
podminkami jsou shrnuty v tab. 2 a 3. Vysledky za-
roveit dokumentuji rozdilnou citlivost metod k jed-
notlivym flavantim. Zatimco hydrolyza smési buta-
nol-HCI nereaguje na pritomnost katechinii, pf¥i sta-
noveni s DAC se naopak zmény v jejich koncentra-
ci projevi. Nalezené hodnoty jsou v souladu se zjis-
ténim Molla [23], Ze v pribéhu sladovdni mirné
vzriistd obsah dimernich anthokyanogeni, kdeZto
koncentrace katechinti klesa.
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ZAVER

Ob2& vypracované metody umoZiiuji reproduko-
vatelné stanovit obsah anthokyanogeni v jeCme-
nu, sladu, sladiné i pivu. Metodika umoZiiuje sou-
Casné pouZiti obou postupil. Ze stanoveni obsahu
anthokyanogenl v ceskoslovenskych je¢menech a
sladech vyplyvéd, Ze jednotlivé odriidy se jen malo
lisi. Slady z nich vyrobené jsou pf¥i primérném ob-
sahu anhokyanogenii 110 mg ve 100 g (stanoveni
se smeési butanol-HCl) srovnatelné se Spickovymi
zahrani¢nimi materidly.
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Metody stanoveni anthokyanogeni hydrolyzou smési
butanol-HCI a reakci s p-dimethylaminoskoficovym alde-
hydem byly upraveny tak, aby umoZiovaly stanovenf
v pevnych i kapalnych vzorcich. Pro extrakci z jeémene
a sladu je pouZit 75% aceton s 10 mmol HC1.1-!. Z extrak-
th a vodnych vzorki jsou anthokyanogeny sorbovany a
precistény na jednorazovych extrak&énich kolonkach Pre-
sep-1 (napli SiCy3). Odridy é&s. jarnich je¢meni se lidi
obsahem anthokyanogenii jen méalo, primérnd hodnota se
pohybuje kolem 110 mg ve 100 g sladu.

baprko, A. - Toucosa, C.: Onpegenesue W coaepxKanue
AHTOLHAHOTEHOB B NMMBOBapPeHHbLIX mMaTepuaaax. Kpac. npywm.
33, 1987, Ne 8—9, ctp. 279—282.

Metoabl onpenesenns aHTOLHAHOrCHOB NyTeM THIPOJH3a
cmecblo 6ytanoa-HCl u peakumeii ¢ p-aumeTHaaMHHOUHH-
HaMaJbJernaoM ObliH BHIOH3MEHEHbl TaKHM 06pa3oM, 4To-
Gbl OHH NPEAOCTABJISIH BO3MOMKHOCTb ONpele/ieHHs B TBep-
JIbIX M KHAKHX o6pasuax. [1as 3KCTparHposaHHa H3 sUMeHs
H coiona npumenen 75 Y%-uwlit aneron ¢ 10 mmoa. HC1. -1,
M3 3KeTpakTOB M BOAHLIX NPOG aHTOUHAHOrEHb COPGHPYIOTCS
H OYHILAIOTCH HA OAHOKPATHLIX 3KCTPAKUHOHHBIX KOJOHKAaX
Ilpecen-1 (nanoashuTeab SiCyg). CopThl ueXOCAOBAUKHX SPO-
BLIX siUMEHEeHl OTJAHYAIOTCH 10 COAepAKAHHIO AHTOUHAHOI€HOB
TOJALKO MaJo, OOblYHAsS cpejHas BeJHYHHA /8 COJOLO0B
Koae6aetcsa okoqo 110 mr 8 100 r.

Bartko, A. - Honsové, S.: Determination and Content of
Anthocyanogens in Brewing Materials. Kvas. pram. 33,
1987, No. 8—9, pp. 279—282.

The methods for the anthocyanogens determination by
a hydrolysis with a mixture of butanol — HCI followed
by a reaction with p-dimethylaminocinnamaldehyde were
modified to permit the determination in solid and liquid
samples. The extraction of barley and malt is performed
with 75 % acetone and 10 mmol HCI. 1-1. Anthocyanogens
are sorbed from extracts and water solutions and then are
purified in batch extract columns Presep-1 (packing
SiCyg). Varieties of Czech early barleys differ in the
content of anthocyanogens only a little. Their average
values in malts are in a range of about 110 mg in 100 g.

Bartko, A. - Honsova, S.: Bestimmung und Gehalt der
Anthocyanogene in Brauerei-Materialen. Kvas. priim. 33,
1987, Nr. 8—9, S. 279—282.

Die Methoden der Bestimmung der Anthocyanogene
durch Hydrolyse der Gemische Butanol-HCI und Reaktion
mit p-Dimethylaminocinnamaldehyd wurden so modifi-
ziert, um die Bestimmung in fliissigen und festen Proben
zu ermdoglichen. Fiir die Extraktion aus Gerste und Malz
wird 75% Azeton mit 10 mmol HCI.1-! angewendet. Aus
Extrakten und waéssrigen Proben werden die Antho-
cyanogene auf einstufigen Extraktionskolonnen Presep-1
(Fiillung SiC,5) sorbiert und nachgereinigt. Die tschecho-
slowakischen Sommergerstesorten weisen im Antho-
cyanogengehalt nur unwesentliche Unterschiede auf; der
Durchschnittswert bei Malzen betrédgt ca 110 mg in 100 g.



