ZYWNOSC 4(25), 2000

JOANNA KLEPACKA, LUCJA FORNAL,
ZBIGNIEW BOREJSZO, EDWARD WROBEL

NIEKTORE ZWIAZKI FENOLOWE JECZMIENIA BROWARNEGO

Streszczenie

Analizowano zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych ogdlem, wolnych, w polaczeniach estrowych i kom-
pleksowych w ziarnie jgczmienia browarnego odmiany Maresi, uprawianego przy zrdznicowanym pozio-
mie nawozenia azotowego. Stwierdzono wyraznie wigkszaq zawarto§é zwiazkow fenolowych ogétem
w otrgbach, w pordwnaniu z maka oraz ich wzrost wraz ze zwigkszaniem nawozenia azotowego. Wyka-
zano, ze kwas ferulowy nie wystgpuje w polaczeniach estrowych, natomiast jego ilo§¢ w polaczeniach
kompleksowych zwigksza sig wraz ze stosowaniem nawozenia azotowego. Ggsto$¢ optyczna (barwa)
ziarniakOw jgczmienia zmieniata sig wraz ze wzrostem nawozenia azotowego i zawartosci kwasu ferulo-
wego w polaczeniach kompleksowych.

Wstep

Jako$é stodu i piwa jest $cisle zwiazana z jakos$cia jeczmienia browarnego. Meto-
dy oceny jako$ci jeczmienia browarnego sa zlozone i dlugotrwate. Istnieje zatem po-
trzeba rozwazenia zadan badawczych zmierzajacych do opracowania systemu, na pod-
stawie ktorego mozna by przewidywac jako$¢ browarnicza odmian. Garcia del Moral i
wsp. [1] proponuja przewidywanie jakosci stodowniczej odmiany przez pomiar cech
rosliny w fazie anthesis lub dojrzatych ziarniakow stosujac cyfrowa analizg obrazu.
Wykazali oni, ze zawarto§¢ azotu w roslinie jest dobrym czynnikiem prognozujacym
wydajno$é ekstraktu. Jednym z wyrdznikow jakosci jeczmienia browarnego jest barwa
powierzchni. Gudaczewski 1 wsp. [2] badajac ggsto§¢ optyczna powierzchni jgczmienia
browarnego odmian polskich i uprawianych we Francji wskazali na réznice w barwie
ziarmiakdw dwoch grup odmian. Wéréd wielu czynnikéw wplywajacych na barwe
ziarna jeczmienia wymienia sie cechy odmianowe, region i technologi¢ uprawy, tech-
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nik¢ zbioru, suszenie i inne. Jednym z waznych elementdéw uprawy jest nawozenie
azotowe, od ktorego zalezy zawarto§¢ azotu w ziarnie, objgtos¢ ziarniaka, grubosé
okrywy nasiennej, wielko$¢ zarodka i warstwy aleuronowej [1]. Czy nawozenie azo-
towe ma rowniez wplyw na zawarto§é zwiazkéw fenolowych w okrywie i barwg ziar-
niako6w?

Material i metody badan

Materialem badan bylo ziarno jeczmienia browarnego odmiany Maresi pochodza-
ce ze zbiordw z 1997 roku z doswiadczen polowych Katedry Produkcji Roslinnej ART
w Olsztynie. Jeczmien nawozono dawkami 0,20 i 40 kg N/ha. Zwiazki fenolowe ozna-
czano w otrebach i mace po rozdrobnieniu ziarna w mlynie laboratoryjnym Quadrumat
Junior firmy Brabender.

W otrebach jeczmienia oznaczano ogdlng zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych, ogol-
na zawarto$¢ frakcji kwasoéw fenolowych. W poszczegoélnych frakcjach kwaséw feno-
lowych: wolnych, zwiazanych estrowo oraz uwalnianych z polaczen kompleksowych,
wykonano analiz¢ jakosciowa kwasow fenolowych oraz badano zawarto$¢ kwasu fe-
rulowego wystepujacego w trzech frakcjach.

Ogolna zawarto $¢ zwiqzkow fenolowych

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogétem oznaczano metoda Ribereau-Gayon [7]
z zastosowaniem odczynnika Folina- Ciocaltea’u.

Ogdlna zawartos¢ frakcji kwasow fenolowych

Zawarto$¢ trzech frakeji kwaséw fenolowych ogdtem: wolnych, w potaczeniach
kompleksowych i estrowych oznaczano stosujac opisana przez Zadernowskiego [11]
metodg uwzgledniajaca ekstrakcje, oczyszczanie ekstraktow oraz ich pomiar z zasto-
sowaniem metody Ribereau-Gayon [7].

Analiza iloSciowa i jakoSciowa kwasow fenolowych z zastosowaniem metody GLC

Oznaczanie poszczegdlnych kwasow fenolowych zawartych w trzech analizowa-
nych frakcjach: wolnych, uwalnianych z komplekséw i estr6w wykonano stosujac
ektrakcjg, oczyszczanie ekstraktow oraz prowadzac rozdziat kwaséow fenolowych przy
zastosowaniu techniki chromatografii gazowej (metoda wg Zadernowskiego [11]).
W celu przygotowania probek do rozdzialu metoda chromatografii gazowej, 1 cm’
roztworu przenoszono do naczynek reakcyjnych i dodawano 40 pg roztworu N-tetra-
kozanu jako standardu wewngtrznego. Nastgpnie proby odparowywano do sucha
w temperaturze 40°C i do suchej pozostatosci dodawano 50 pl BSA [N,0- bis- (trime-
tylosilan) acetamid]. Szczelnie zamknigte proby pozostawiono w temperaturze poko-
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jowej przez 24 godziny. Trimetylosilanowe pochodne kwasow fenolowych rozdzielono
metoda chromatografii gazowej. Stosowano nast¢pujace warunki rozdziahu:
= chromatograf Hewlett Packard HP 6890,
= detektor: MSD,
= kolumna: kapilarna RTX-1,
= dhugosé: 30m,
= $rednica wewnetrzna: 0,32 mm,
= grubo$¢ filmu: 0,25 pum,
= temperatury:
- detektora: 250°C,
- kolumny: 100-260°C, At = 6°C/min,
- odparowywacza: 250°C,
= gaznosny: hel — 0,6 cm’/min., splitless.

Wyznaczanie gestosci optycznej barwy ziarniakow

Jako$¢ optyczna ziarniakéw zb6z oznaczano za pomoca komputerowego systemu
analizy obrazu [2].
Pomiar gestosci wykonano wedtug nastgpujacego algorytmu:
1) kalibracja systemu na podstawie wzorca,
2) ulozenie obicktow na stoliku bezcieniowym bruzdka ku dotowi,
3) o$wietlenie obiektow ,,0d dotu™:
= uzyskany obraz wprowadzono do pamigci karty VFG i zapamigtano w postaci
macierzy o wymiarach 512 x 512 pikseli o skali odcieni szaro$ci 0-253,
= binaryzacja obrazu dla 116 £ 2 odcienia szaro$ci,
= segmentacja i lokalizacja obiektow oraz pomiar podstawowych cech geome-
trycznych, :
4) o$wietlenie obiektow ,,0d gory” — czteropunktowo, symetrycznie — §wiatlem bia-
ym: .
= uzyskany obraz wprowadzono do pamieci karty VFG,
» wprowadzenie informacji o lokalizacji i wymiarach analizowanych obiektow,
= skaning gestosci optycznej powierzchni poszczegblnych obiektow i wyzna-
czenie max 1 min odcienia szaroéci, réznicy tych wielko$ci (max-min) oraz
odchylenia standardowego (c ),
5) zapisanie otrzymanych informacji w postaci pliku,
6) analiza danych.
Wyniki przedstawiono jako liczebno$¢ wystgpowania réznicy pomigdzy max. i
min. poziomem szarosci.
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Wyniki badan i ich oméwienie
Zawartosé zwiqzkow fenolowych ogolem

Uzyskane wyniki badan ziarniakéw jeczmienia odmiany Maresi wskazaly na zna-
na w charakterystyce ziarna pszenicy zalezno$¢ mniejszej zawarto$ci zwiazkoéw feno-
lowych w mace, w pordOwnaniu z otrebami [3, 4, 8, 9]. Wyniki Maillard’a i wsp. [5]
wskazuja na podobne poziomy wystgpowania zwigzkoéw fenolowych ogétem w otre-
bach jgczmienia. OkreSlona przez nich zawarto§¢ zwiazkéw fenolowych ogdlem
ksztaltowala si¢ na poziomie 930-11140 pg/g, w zalezno$ci od odmiany jeczmienia.
Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogdtem w mace nie wykazywata wyraznej tendencji
wzrostowej wraz z nawozeniem (rys. 1).
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Rys. 1. Zawarto§é zwiazkdéw fenolowych ogétem w mace i otrgbach jeczmienia Maresi.
Fig. 1.  Total content of phenolic compounds in the flour and bran of barley variety Maresi.

Ogdlna zawartosé frakcji kwasow fenolowych -

We wszystkich trzech analizowanych probkach jeczmienia nawozonego dawkami
0-40 kg N/ha na podobnym poziomie ksztattowata sig¢ zawarto$¢ kwaséw fenolowych
wolnych (8,13-9,85 ug/g) oraz uwalnianych z estrow (38,37-41,79). Zr6znicowana
byla jedynie ilo§¢ kwaséw fenolowych uwalnianych z potaczen kompleksowych
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(57,02-68,76 ug/g) miedzy dawka N-0 i N-20 lub N-40 (rys. 2). Rotkiewicz i wsp.
[12] uzyskali podobne wyniki oznaczania ogdlnej zawarto$ci kwasoéw fenolowych
dotyczace kwasdéw uwolnionych z estrow (52,2 ug/g) oraz z kompleksoéw (68,0 ug/g).

ZAWARTOSC KWASOW FENOLOWYCH [ug/g)
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Rys.2. Zawarto$¢ frakcji kwaséw fenolowych w otrgbach jgczmienia Maresi.
Fig.2. Content of different fractions of phenolic acids in bran of barley variety Maresi.

Analiza ilosciowa i jakoSciowa poszczegolnych kwasow fenolowych na podstawie met.
GLC

Charakterystyka jako$ciowa i ilo§ciowa kwasdéw fenolowych wolnych, uwolnio-
nych z potaczen kompleksowych i estrowych wykazata, ze dominujacymi byty kwasy:
p-OH-benzoesowy, wanilinowy, natomiast kwas ferulowy wystepowatl w ilo§ciach
$ladowych w jeczmieniu nie nawozonym azotem (tab. 1). Podobne ilosci kwaséw fe-
nolowych w ziarniakach jeczmienia, oznaczanych rowniez metoda GLC, uzyskali Rot-
kiewicz 1 wsp. [12] oraz Paprocka [6].

W przypadku wzrostu nawozenia do 20 kg N/ha wzrastata szczegdlnie zawarto$é
kwasu ferulowego uwalnianego z komplekséw. W jeczmieniu, przy zastosowaniu
dawki azotu 40 kg/ha, zawarto§¢ kwasu ferulowego zwigkszala si¢ 3-krotnie (rys. 3).
Ponadto wyniki badan dowodza, ze kwas ferulowy w otrebach jeczmienia browarnego
nie wystepuje w polaczeniach estrowych, w odréznieniu od pszenicy [4, 10]. Wzrost
zawarto$ci kwasu ferulowego moze wynikaé z wigkszego udzialu okrywy i warstwy
aleuronowej w ziarnie nawozonym wysokimi dawkami. Mozna tez sugerowa¢ zawar-
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to§¢ kwasu ferulowego jako wskaznik znacznie podwyzszonych dawek nawozenia
azotowego.

Wyznaczone histogramy gestosci optycznej wykazaly, ze barwg powierzchni ba-
danych ziarniakéw charakteryzuja dwa dominujace pasma réznicy pomigdzy maksy-
malnym i minimalnym poziomem szaro$ci: 41-60 i 61-80, ale w przypadku jgczmie-
nia przy nawozeniu na poziomie 40 kg/ha zmieniaja si¢ ich proporcje iloSciowe (tab.
2). Stwierdzenie, czy charakterystyczna zmiana barwy moze mie¢ zwiazki z zawarto-
$cig kwasu ferulowego i nawozeniem azotowym, wymaga dodatkowych badan.

Tabela 1

Zawarto$¢ kwasow fenolowych [ug/glw otrgbach jeczmienia Maresi, uprawianego przy zréZnicowanym
poziomie nawozenia azotem.

Content of phenolic acids [ug/g] in bran of barley variety Maresi, cultivated at different levels of nitrogen
fertilization.

Kwasy fenolowe Poziom nawozenia azotem / Level of nitrogen fertilization [kg/ha]
Phenolic acids 0 20 40

Wolne kwasy fenolowe
Free phenolic acids

p-OH-benzoesowy 1,42 0,68 2,99
Wanilinowy 2,31 0,38 -
Ferulowy slady - -

Kwasy uwolnione
z kompleksow

Acids from complexes

p-OH-benzoesowy 1,30 - -
Wanilinowy 3,23 2,62 3,22
Ferulowy slady 3,92 13,70
Kwasy uwolnione

Z estrow

Acids from esters
p-OH-benzoesowy 4,43 2,30 -
Wanilinowy 7,09 3,94 2,04
Ferulowy slady - -
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Tabela 2

Badanie ggstosci optycznej powierzchni calkowitej ziarna jgczmienia. Liczebno$¢ wystepowania réznicy
pomiedzy max.-min. poziomem szaro$ci.

Evaluation of optical density of barley grain surface. The great number occurrence of the difference be-
tween max.-min. level of greyness.

Dawka azotu Liczebno$¢ wystgpowania/ Great number occurrance [%)]
Nitrogen dose Pasmo
[kg/ha] 41-60 61-80 81-100 101-120 121-140
N-0 58 42 2 0 0
N-40 87 12 0 0 0
15—: 13,70
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Rys.3. Zawarto$¢ kwasu ferulowego w otrgbach jeczmienia Maresi.
Fig. 3.  Ferulic acid content in bran of barley variety Maresi.

Podsumowanie

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogotem jest wigksza w otrgbach niz w mace i
rosnie wraz ze zwigkszaniem poziomu nawozenia azotowego. Poziom nawozenia azo-
tem zmienia zawarto$¢ kwasoéw fenolowych uwalnianych z potaczen kompleksowych.
Ilo$¢ kwasu ferulowego uwalnianego z kompleksow rosénie w miare zwiekszania dawki
nawozenia azotowego, natomiast kwas ten nie wystgpuje w polaczeniach estrowych,
ani we frakcji wolnych kwaséw fenolowych. Zawarto§¢ kwasu ferulowego w otrebach
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uzyskanych z ziarna jgczmienia nawozonego azotem w dawce od 20-40 kg N/ha moze
wskazywa¢ na zwiazek z barwa ziarniakéw. Udowodnienie tej tezy, nie tylko dla ba-
danego gatunku ziarna, ale i ziarna innych gatunkow, jest przedmiotem dalszych ba-
dan.

LITERATURA

[1] Garcia del Moral L.F., Sopena A., Montoya L., Polo P., Voltas J., Codestal P., Ramos .M., Molina-
Cuno J.L.: Image analysis of grain and chemical composition of barley plant as predictors of malting
quality in mediterranean environments. Cereal Chem., 75 (5), 1998, 755-761.

[2] Gudaczewski W., Fornal L., Filipowicz A.: Jeczmien browarny — barwa. Przegl. Zboz. Miyn., 5,
1999, 33-34.

[3]1 Hatcher D.W., Kruger J.E.: Simple phenolic acids in flours prepared from canadian wheat: relation-
ship to ash content, color, and polyphenol oxidase activity. Cereal. Chem., 74 (3), 1997, 337-343.

[4] Klepacka J., Fornal L., Gudaczewski W., Borejszo Z.: Optical density of wheat grain surface and
content of phenolic compounds in wheat coat. Natur. Sc., 3, 1999, 245-261.

[5] Maillard M.N., Soum M.H., Boivin P., Berset C.: Antioxidant activity of barley and malt: relation-
ship with phenolic content. Lebensm. Wiss. U Technol., 29, 1996, 238-244.

[6] Paprocka J.: Zwiazki fenolowe w rozwijajacych si¢ i dojrzewajacych ziariakach zbéz oraz ich rola
w spoczynku tych ziarniakéw. Praca doktorska, ART. Olsztyn 1995.

[7] Ribereau-Gayon P.: Plant phenolics. Hafner Publishing Company, New York, 1972.

[8] Rybka K., Sitarski J., Raczyfska-Bojanowska K.: Ferulic acid in rye and wheat grain and grain
dietary fiber. Cereal Chem. 70 (1), 1993, 55-59.

[9] Symons I.S., Dexter J.E.: Relationship of flour aleurone fluorescence to flour refinement for some
canadian hard common wheat classes. Cereal Chem., 70 (1), 1993, 90-95

[10] Weidner S., Amarowicz R., Karama¢ M., Dabrowski G.: Phenolic acids in caryopses of two cultivars
of wheat, rye and triticale that display different resistance to pre- harvest sprouting. Eur. Food Res.
Technol., 210, 1999, 109-113.

[11] Zadernowski R.: Studia nad zwiazkami fenolowymi maki rzepakowej. Acta Acad. Agricult. Tech.
Olst., Technol. Aliment., 21, Supl. F, 1987.

[12] Rotkiewicz D., Zadermowski R., Koztowska H.: Kwasy fenolowe zbdz, Zesz. Nauk. ART., Olsztyn,
1984, 135-143.

SOME PHENOLIC COMPOUNDS OF MALTING BARLEY
Summary

Content of total, free, bound in esters and complexes phenolic compounds, particularly ferulic acid, in
malting barley variety Maresi cultivated at different level of nitrogen fertilization was analysed. It was
shown that level of total phenolic compounds was higher in bran than in flour of barley, and amount of
them increased with the level of nitrogen fertilization. The ferulic acid is not bound in esters, and content
of this acid bound in complexes increases with the level of nitrogen fertilization. Optical density (colour)
of barley grain changed with increasing of nitrogen fertilization and content of ferulic acid bound in com-
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plexes.



