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OPCl DIO — GENERAL

. A. Uvod — Introduction

Tanini su prirodna biljna gtavila, kojih je osnovna karakteristika da su u stanju
zivotinjsku kozu prevesti u uStavljenu.

Prema Dekkeru (32) tanini su biljne tvari koloidnih svojstava, ̂djelomiCno
topljivi u vodi 1 organskim otapalima. Adstringentnog su okusa, taloze zelatinu,
alkaloide i bjelancevine. Tanini su amorfni te sa zeljeznim solima daju bojane reak-
cije. Lako oksidiraju na zraku i potamne. Tanini reagiraju slabo kiselo u podrucju
pH 2,5—5. Povefianjem pH vrijednosti iznad pH 5 tanini postaju tanmiji i potpuno
se tope u vodi, a daljnjim poveiavanjem pH vrijednosti potpuno gube svojstvo
stayljenja.

Izraz »tanin« u nauku je uveo Seguin (140) namjeravajuci tim pojtnom oznaditi
one tvari u biljnim ekstraktima koje su odgovome za §tavljenje koze. U kemijskoj
i botani6koj literaturi nailazi se na niz primjera tanina, identificiranih razlicnim
testovima kao fenolnih derivata iz biljaka koji su kao takvi svrstani u tanine, a da
ne pokazuju stavna svojstva. To je zamrsilo pojmove u literaturi o taninima, tako da
je danasnja kemija blljnih stavila relativno malo poznata u smislu aktivnih §tavnih
tvari po zamisli definicije Seguino.

Danas je prevladalo misljenje koje zastupa White (163), tj. da su tanini kom-
pleksne smjese mnogih tvari i da nismo u stanju nijednu supstancu nekog ekstrakta
izdvojiti 1 smatrati je karakteristicnom za proces stavljenja. Izolacija takvih tvari
ne samo da je veoma tezak posao nego i nesiguran s obzirom na vrijednost te
izolirane tvari za Stavljenje. Npr. izolirana galna kiselina (m-digalna Idselina) iz
najjednostavnijih tanina pirogalolnog tipa, dobivenih iz li56a domaceg ruja (102),
pokazuje sve osobine 5iste kemikalije, ali nema svojstvo stavljenja koze. Tek vezana
s glukozom u obliku poligaloil glukoze postaje stavilo.

Na osnovi takvog stanja nauke o kemizmu tanina sigumije je upotrijebiti
naziv »faninsfci ekstrakU, kod cega se misli na prisutnost mnogih tvari, koje u nekim
slucajima poznamo kao kemijske tvari, ali sastav kojih se moze mijenjati u tipu
formule, a i u pojedinostima. Npr. taninski ekstrakt iz kore mimoze i drva quebracho
spadaju u pirokatehinske tanine, ali svaki od njih ima svoje osobine, koje se ne
mogu razjasniti na osnovi jednoga kemijskog spoja.

Od vremena prvih studija o vegetabilnim stavilima — taninima pa do danas
tanini se klasificiraju na dvije pdnosno tri velUce grupe:

1. hidrolizirajuci ili pirogalolni tanini — galotanini,
2. kondenzirajuci ili pirokatehinski tanini — katehinski tanini.
Kad se zapazilo, da neki tanini nisu mogli biti sa sigumosfiu rasporedeni niti u

jednu od gomjih grupa, dodana je treca grupa nazvana:
3. mje§oviti tanini, koji sadrze pored pirogalolnih' i pirokatehinskih spojeva

i neke, danas, nepoznate spojeve, koji odluCuju njihova stavna svojstva.
Pojam taninskog ekstrakta sadrzi i takozvane netanine. To su tvari u ekstraktu,

koje su topljive u vodi, ali nemaju svojstva stavljenja, kao: Sederi, kiseline, bjelande-
vine, smole, boje, alkaloid! i sliCne tvari, specifidne za pojedine sirovine. Uloga
spomenutih tvari u tijeku Stavljenja nije jasno definirana. OCito je da mnogo utjedu
na adstringentna svojstva tanina te da pomazu topljivost tanina u vodi. Odvajanjem
hetanina iz taninskih otopina dializom povecava se stavna vrijednost do odredene
granice.Potpunim odvajanjem gube se Stavne osobine, ali tijekom stajanja u vodenoj
otopini tanina, u kojoj su odvojeni netanini, dolazi do ponovnog stvaranja netanina
hidrolizom ili oksidacijom tanina, dok se ne uspostavi stanje ravnoteze.

Vedinu tanina u prirodi dine medusobno esterski vezane galne kiselin^, koje su
opet esterski vezane na glukozu. Takve taninske molekule se lako razaraju hidro
lizom (kiseline, alkalije, encimi) i zovu se hidrolizirajudi tanini. -



Druga grupa tanina ima vrlo malo ugljikohidrata. Kod njih su se kondenzirale
fenolne grupe, pa se ne mogu hidrolizom rastaviti. Takvi tanini zovu se nehidrolizi-
rajuci ili kondenzirajuci tanini.

3® navedena pqdjela uobiCajena i u praksi primljena, sa znanstvenog gle-
dista ne zadovoljuje, Jer u praksi ne postoje tako izrazito odijeljeni taninski
ekstrakti. S tih je razloga uvedena trefia grupa tanina, nazvana mije§ani tanini.

jednom osvmemo na podjelu tanina na hidroliziraju6e i nehidro-
.  ̂^®3uce, moze se kazati da.je ta klasiiikacija imala svoj praktican smisao, jer
je k(^ tanina koji se u praksi najcesce upotrebljuju utvrdeno, da hidroliziraju6i
t^ni imaju relativno ̂ dsoku adstringentnost, dok su kondenziraju6i tanini uglavnom
slabi]e adstringentni.'Na tenielju te konstatacije u modemoj tehnologiji prerade
koM stvoreni su i razliciti oblici tehniCkog tanina'za primjehu: zasladeni tanini ili

^  ®<^s{ringentni tanini koji se koriste u poCetku stavljenja, da bi duboko prodrliu fibrile koznog koUgena.^Adstringentni tanini upotrebljuju se pri zavrsetku §tavr
l^njai da se povrsina koze sto bolje proStavi te koza dobije cvrstofiu^i punocu.
Praksa je-dakle pokazala,- da se na pocetku stavljenja koriste tanini katehinskih
grupa, odnosno kondenzirajuci tanini kao npr. quebracho, a na kraju stavljenja se
konste tanini pirogalolnog tipa odnosno hidrolizirajuci tanini. Kompliciranost, odnos-
no nepoznavanje kemijske strukture tanina ima neke slidnosti s kemizmom lignina.
Na«n izoliranja tanina iz biljnih supstrata putem ekstrakcije izricito utjece na
osobine tanmskog ekstrakta. DrugaCiji je sastav i osobina ekstrakta,- dobivenog
hladnom ekstrakcijom od onoga vrucom ekstrakcijom. Velik utjecaj na ekstrakciju
imaju Cimbenici kao sto su: pritisak, prisutnost zraka, pH vrijednost otapala
koncentracija, vrijeme ekstrakcije i sliCno.

y posljednje vrijeme mhogo se radilo na rjesavanju konstitucije tanina, a^oder su se usavrsile i metode ispitivanja.- Poznati radovi Whitea, Kirbya i
Knowlesa ijnaju ne samo znanstvenu nego i praktiCnu vrijednost Spomenuti autori
su se bavili ̂ istrazivanjem ekstrakta quebracha, pri cemu su strogo kontrolirali
^oje radove'kao i radove ̂ostalih autora na navedenom ekstraktu. Konstatirali su
da se njetko postizu identiCni rezultati pa su zakljucili da je to zbog toga ~ barem
djelonucno —-Sto ppstojece industrijske metode ekstrahiranja vegetabilnih taninskih
efetrakata uvjetuju parcijalnu oksidaciju i kondenzaciju prisutnih produkata te na

povecavaju njihov broj i kompleksnost u usporedbi s nativnim taninima
u biljkama.

.  Danasnja naucna istrazivanja taninskog ekstrakta krenula su u dva smjera:
^ da se.istraze nativni tanini, tj. sto sliSniji onima koji se nalaze u biljnim

stamcama, odnosno

.  istraze tehnifiki tanini, tj. oni koji su pretrpjeli izvjesne, ali karakte-
nsticne promjene svojih kemijskih grupacija, vaznih. za stavljenje.

Na tima posljednjini istrazivanjima" mnogo se radilo, i ti radovi veoma' za-
nimaju industriju jer sluze direktno za poboljsanje taninskih ekstrakata i njihovo
bolje. koriStenje, a s druge strane omoguduju bolji uvid u strukturu tehniCkog
tanina.

U na5em radu istrazivane su kemijske osobine tehniCkih tanina, koji su proiz-
yedeni na uobiiiajene tehnoloske naCine i to iz drva hrasta — Quercus pedunculata,
kestenovine.— Castanea vesca i lisca domaceg ruja — Rhus cotinus, dakle radovi
koji odgovaraju drugom znanstvenom smjeru istrazivanja kemije tanina. Rezultati
nagih istrazivanja tek su prilog rjesavanju spomenutih problema, koji se kod nas
nisu obradivali. Mnoge komponente taninskog ekstrakta, koje su u nasem radu
up5ene kao zasebne tvarj, nisu identificirane i do. danas.se nije za njih.znalo. Da bi
"se identificirale, potrebno je hastaviti rad s ve£im mogufinostima i novim metodama.

Ako se istrazivanja na kemizmu tanina nastave ovim intenzitetom. moze se
oCekivati da ce se jednog dana dobiti taninski ekstrakti s odredenim karakteris-
tik^a, isto_ kao sto je to .uradeno u drugim industrijama, gdje se npr. regulira
polimerizacija jednog proizvoda da bi se dobio polimer s tocno definiranim svoj-
stvima. Ta .misao, koju je dao Bravo (15a), potpuno je opravdana i treba biti smjer
rjeSavanja kemije tanina.

Nas rad treba biti prilog rjeSavanju toga zadatka;



B. O kemizmu tanina — On the chemism of tannins

HIDROLIZIRAJUCI TANINI — HYDROLYZING TANNINS

U podruCje tih tanina spadaju taninski ekstrakti iz lisca plodova i izraslina.
Najvaznlji predstavnici tih ekstrakata dani su u donjoj tabeli.

Naziv biljke Dio biljke Naziv ekstrakta

Rhus semialata

Quercus infectoria
Rhus coriaria
Rhus cotinus

Quercus Aegilops
Terminalia chebula

Caesalpinia coriaria
Caesalpinia brevifolia

jabuCice na listu
jabucice na plodu
lisce

lisce

zir

plod
plod
plod

taninska kiselina

turski tanin
sumah ekstrakt

rujev ekstrakt
valonea ekstrakt

mirobalan ekstrakt

divi-divi ekstrakt

algarobila ekstrakt

Pored navedenih ekstrakata u tu grupu dolaze ekstrakti iz kore i drva raz-
liCitih vrsta hrastova (Quercus) i kestena (Castanea).

Hidrolizirajuci tanini dijele se u dvije skupine:
1. galotanini u uzem smislu 1
2. elagni tanini.

Radovi u vezi s kemijom galotanina spadaju u najranije radove s podrucja
istrazivanja kemije tanina. Sigumo se zna da su na torn podrucju radili poznati
kemicari kao Sto su: Scheele, Berthelot, Proust i drugi. Radovi na istrazivanju
galnih jabudica (Rhus semialata) i jabuCica Quercus infectoria, iz kojih je dobiven
turski tanin, dali su prve izolirane proizvode, nazvane taninska kiselina. U kla-
sidnim radovima Fischera (44) navodi se da je prvi od njih penta-m-digaloilglukoza,
a drugi pentagaloilglukoza.

Daljnjim radovima Karrera, Salomona i Peyera (73) utvrdeno je, da postoje
mogucnosti daljnje esterifikacije hidroksilnih grupa s galnom kiselinom. Kod toga
dolazi do potpune supstitucije svih hidroksilnih grupa molekule glukoze s poli-
galoilnim grupama.

Radovima • Whitea i koautora (165) pomodu dvodimenzionalne papirne kromato-
grafije utvrdeno je, da ekstrakt iz jabucica Rhus semialata (taninska kiselina) daje
2I®/o galne kiseline, 7% m-digalne kiseline i 3"/o, vjerojatno, pentagaloilglukoze, dok
za l°/o smatra da bi to mogla biti trigalna kiselina. Oko 70°/o ima »galotanina«.

Druga grupa hidrolizirajucih tanina osniva se na prisutnosti elag kiseline, koja
se stajanjem talozi u obliku kristalinicnog dilaktona. Ona se mora smatrati za
derivat galne kiseline, a karakteristicna je kao
»cvijet« na povrsini ustavljene koze — sto je
znak dobrog prostavljenja. Elag kiselinu opisao
je vec Braconet (1818), a sintezu su proveli Per-
kin i Nierenstein (113) iz galne kiseline. Karak-
teristika elag kiseline je njezina ekstremna ne-
topljivost u vodi.

U ekstraktu mirobalana istalozeni »cvijet«
sadrzi kristaliniCnu hebulinsku kiselinu koja, po
Freudenbergu (48), kiselom hidrolizom daje glu-
kozu, galnu kiselinu i neku nepoznatu strukturu,
koja je kasnije identificirana kao hebulna kise
lina.

Iz mirobalana su Schmidt i Nieswandt (148)
izolirali hebulagnu kiselinu. a kasnije su Schmidt
i Lademann (145) nasli hebulagnu kiselinu i u
divi-divi ekstraktu. Ona daje hidrolizom po
jednu molekulu glukoze, galne, elag kiseline i
hebulne kiseline.

CO—0

//
HO

0—OC

ELAG KISELINA

CO—0.

—COON

CH /XX)H
^pH—CHj

OH HOdC

HEBULNA KISELINA



00-CH-HO

HO HCOH

>00-CHHO

HCOH

HOC—»

CO O OH,HO

OORILAGIN

Radovima Schmidta i Lademanna (146) izolirana
ie iz mirobalana i divi-divi ekstrakta kristaliniCna tvar,
nazvana corilagin, koja hidrolizom daje jednu mole-
kulu glukoze, galne i elag kiseline ali ne i hebulnu
kiselinu.

Iz tih se radova vidi da je veoma velika moguc-
nost prijelaza hidroliziraju6ih tanina tipa galo-tanina
u elag-tanine. S obzirom na hidrolize, koje su izveli
navedeni autori, moze se utvrditi, da je bsnova uglji-
kohidratni kostur — najvjerojatnije glukoza, esterski
vezana na galnu kiselinu, elag kiselinu i hebulagnu
kiselinu.

SliSne radove izveli su Schmidt i Bernauer (143)
na algarobila ekstraktu dobivsi tri kristaliniCna spoja;
brevilagin, brevifolin karboksilnu kiselinu i brevifolin,
od kojih je struktura brevifolina potvrdena sintezom.

r» . SliCni-radovi radeni su na valonea ekstraktu i na ekstraktu iz kestenova lisca.Davis (3p, a kasnije i Robinson (122) ukazuju na metabolisticki put, kako priroda
proizvodi aromatske amino kiseline u organizmima. U svojim radovima Brown i

Neish (17) ukazuju, da taj put opcenito moze biti izvor
aromatske jezgre u biljkama, odnosno da je shikimic
kiselina prethodnik aromatskog prstena lignina, a po
Burtonu i Nurstenu (20) takoder i prethodnik tanina
u bilju.

Catravas (22) je nasao shikimic kiselinu u eks
traktu sumaha (ruja), koja po njegovu misljenju vodi
direktno Hi indirektno do galne kiseline i njezinih
derivata.

Rezimirajuci radove na kemiji hidrolizirajucih tanina, moze se konstatirati da
je (prema Whiten, 163) pronadeno desetak komponenata, ali oni tvore tek mall dio
ekstrakta. Kromatogrami pokazuju da je mnogo vise tvari preostalo za identifikaciju,
nego sto ih je identificirano. U svakom slucaju dosadasnji radovi ne mogu dati
konacan zakljucak o kemijskom sastavu hidrolizirajucih taninskih ekstrakata.

HOOC

SCHIKIMIC kiselina

KONDENZIRAJUCI TANINI — CONDENSING TANNINS

y podriiCje tih tanina spadaju taninsld ekstrakti iz drva, kore, a u nekim
slucajima 1 lisca. Najvazniji predstavnici su ekstrakti, navedeni u nizoj tabeli:

Nazlv biljke Dio biljke ■ Naziv ekstrakta

Shinopsis lorenzii, balansae drvo quebracho ekstrakt
Acacia catechu " katehu "
Rhus pentaphylla " tizerah "
Astronium balansae urunday '*
Acacia spp. kora mimoza "
Rhizophoraceae spp. » mangrove "
Tsuga canadensls hemlock "
Picea abies smrekov "
Uncaria- gambler ■ ■ ~ list gambir "
Camellia sinensis . ' cajni "

Najgira istrazivanja kemizma obavljena su na ekstraktima quebracho, mimoze,
katehu i gambira.
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Mnogi radovi obraduju i tanine 6aja, dok je na ostalim kondeziranim tanini-
ma malo uradeno.

Keraijska struktura kondenzirajudih tanina vrlo je malo poznata, pa do danas
uglavnom postoje tri hipoteze.

1. Katehinska hipoteza

Katehinska hipoteza kondenzirane strukture tanina koju zastupaju Freudeiiberg
(47) i Weinges (53) osniva se na katehinu,

^ iCHOH
M£

katehin

koji je derivat flavana ili flavena. Po hipotezi spomenutih autora kondenzirani lanini
su polimerizati, kondenzati ili dehidracijski polimerizati »reaktivmh katehina«.
Katehinsku hipotezu postavio je Freudenberg (48) radovima s Burma cutch (Acacia
catechu) i gambir ekstraktom, u kojima katehin tvori SOVo u vodi topljivog sadrzaja.
Medutim, prisutne su i druge tvari. Osim toga katehin ne stvara crveni talog s mi-
neralnim kiselinama (flobafene).

Prema Whiteu (166) »moze se zakljuciti da katehinska hipoteza vjerojatno ne
vrijedi ni za quebracho ekstrakt, a cinl se ni za vecinu druglh kondeziranih tanina«.

2. Flavpinakolna hipoteza

Ovu hipotezu prvi je postavio Russell (50, 43, 139), a po njoj su kondenzirani
tanini dimerne strukture katehina. To je, u stvari, varijanta prve hipoteze.

Tako se npr. iz 4,7,3',4'-tetrahidroksiflavana dobije bis-(7,3',4'-trihidroksi)
llavpinakol:

OH

.OH

r<y.
tm

OH

HO

C-OH
-cHa

■-0'^OH

Russel i Todd (139) pretpostavljaju, da su »flobatanini« sastavljeni na isti na6in.
Tu je hipotezu Freudenberg (50) podvrgao kritici. Po misljenju Whitea (163)

Russelloua hipoteza je vazna jer pokazuje, da se nakupljanjem fenolnih grupa dobije
tvar koja moze staviti, ali Finch i White (43) navode da Russellovi produkti imaju
linearnu strukturu.
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3. Leukoantocijanidinska hipoteza • ,

Spomenuta hipoteza poCinje radovinia Bate-Smitha (5), koji su zapazili da se
mnoge tvari u liscu i cvijecu mogu pomocu testova" identificirati kao tanini, koji
pokazuju, da su te tvari polifenoli te da se takvi »tanini« mogu smatrati kao
leukoantocijanidini. Identifikaciju leukoantocijanidinskih tvari u ekstraktu utvrdili
su flobafenskim testom (155), tj. dodatkom vru6e vode alkoholnom ekstraktu. Kod
toga se izoliraju crveni antocijani — flobafeni.

Bate-Smith i .Swain (9) pretpostavljaju, da su leukoantocijanidini u- vezi s
katehinima te da se sliCno njima mogu smatrati'za prototipove kondenziranih tanina.
Oni ih u stvari smatraju taninima (6, 7, 8). Bate-Smith ogranicuje svoju interpreta-
ciju na latice, lisce i vo6e.

Prema Robinsonu^ (122a) hipotetske tvari tipa Ca-Cs-Cs dolaze u tkiyu biljaka
kao bezbojjie. One sluze biljci kao rezervna tvar, za stvaranje prircdnih boja, pig-
menata i stavnih tvari, koje se tek pomo6u testa vrucom vodom mogu identifici
rati kao flobafenski kondenziraju6i tanini.

OS - • ■ X ̂  - . . ■ ■ -
TRIOL " CIJANIDIN KLORID

Leukoantocijanidinska'hipoteza bi prema Kingu i Whiten (77) te Hillisu (164)
odgovarala za sluCaje eucalyptus i mangrove ekstrakte, aU ne i za ostale kondenzirane
tanine (hidroliziraju6i tanini ne daju antocijanidine).' . • •

Spomenute tri hipoteze ni -izdaleka ne mogu potpuno objasniti kemizam tanina.
White (164) odbacuje kao potpuno neosnovane ideje, da bi se jednom formulom mogao
objasniti kemizam taninskog ekstrakta. Isti je autor (White) u nizu radova ukazao
na kompleksnost smjese razliditih polifenola, prisutnih u svakom kondenziranom
ekstraktu." : r -•

White, Kirby i Knowles' (165) objasnjuju svoj stav rijeCima:-»Na§a ispitivanja
poCela su dokazom, da razjaSnjenje kemizma i-ponasanje svakoga taninskog ekstrakta
uzima u obzir cijeli ekstrakt, a ne samo dio poCetnog materijala izoliranoga po nekpj
propisanoj metodi pro5is6ivanja, a onda razmatranog bez obzira na ostalo... Cinje-
nica da se taninski ekstrakti sastoje od smjese velikog broja tvari, kod kojih
prevladavaju polifenoli, izgleda da je jedan od najvaznjih faktora koji odreduju
kemijsko i fizikalno ponasanje ekstrakata«.

Radovima Whifea i Kirbya, odnosno primjenom dvosmjeme papirne kroma-
tografije citirana je misao nedvojbeno potvrdena, ali time, da za sada ni jedan
taninski ekstrakt nije potpuno identificiran u svim svojim keniijskim komponentama.

C. ZadcLtdk istrazivanja — Task of research

Poznajuci dana§nje stanje kemije tanina. htjelo se ispitati kemijski sastav
doma6ih taninskih ekstrakata iz kestenova i hrastova drva kao i lisca domaceg ruja.

Istrazivanje .tih ekstrakata malo je obradeno u naSoj i u stranoj literaturi, a
metode rada su zastarjele. Novija se istrazivanja taninskih ekstrakata u svijetu s
obzirom na njihov kemizam osnivaju na kromatografskim i spektrografskim meto-
dama. U vezi s ovim radovima s podruCja istrazivanja quebracho i mimoza ekstrakta
zeljelo se bolje upoznati kemizam taninskih ekstrakata iz nasih sirovina.

Nag rad predstavlja samo jedan korak k upoznavanju kompleksnosti doma6ih
taninskih ekstrakata te identificiranju njegovih komponenata." Potpuno rjegenje
ovog zadatka bilo bi ne samo velik nrilog znanstvenom istrazivanju nego i 'velika
praktiCna vrijednost za bolje i uspjesnije pripremanje taninskog'ekstrakta za
industrijsku primjenu kod proizvodnje koza i busenja izvora nafte.
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SPECIJALNI DIO — SPECIAL

1. TJvod — Introduction

0 podjeli tanina, odnosno o danasnjem pogledu na kemizam ta-
nina receno je u opcem dijelu.

Niz autora prema Kirhyu, Knowlesu i Whiteu (80) nalaze, da su
pojedini tanini siozene prirode, npr. po Fischeru i Freudenhergu (46) te
Fischeru i Bergmanu (45) kinekd. galotanin (Rhus chinensis Mill.), Hi po
Catravasu (23) sumah ekstrakt (Rhus coriaria L.), ill po Clarku i Levyu
(26)kestenov ekstrakt, itd. itd. Odnosno, niz autora ukazuje na kompleks-
nost taninskog materijala.

1 dok jedni autori, kao npr. Freudenberg i Maitland (49), Roux
(126), Braumchweig (16) ill Putnam i Gensler (116) nalaze fomiule za
quebracho, odnosno »prociscen« mimozin tanin i smatraju da je to jedna
tvar, drugi ukazuju na nepotpunu desorpciju s koznog praha (97) ill
na nezadovoljavajucu metodiku (19), tj. ukazuju na kompleksnost tanin-
skih ekstrakata. Da materijal, dobiven desorpcijom koznog praha nije
manje kompleksan nego izvorni, utvrdio je White (164) svojim radom
na kromatografiji quebracho tanina dokazavsi da je quebracho taninski
ekstrakt smjesa velikog broja tvari.

Kromatografijom taninskog ekstrakta myrobalana Hillis (69) takoder
zakljucuje da su tanini kompld^ne smjese.

Kasnije White, Kirby i Knowles nizom radova (82, 165, 83) kroma- '
tografsfci dokazuju i utvrduju kompleksnost taninskih ekstrakata, speci-
jalno quebracha i mimoze. Prije ^kromatografije oni obavljaju frak-
cionaciju ekstrakata (82, 83) organskim otapalima.

U nasem je radu takoder prije kromatografiranja obavljena frak-
cionacija ekstrakata tanina kestena, hrasta i ruja organskim otapalima.
Rezultati frakcioniranja i kromatografiranja izlozeni su u daljnjem tekstu.

Obavljena je i taninska analiza (semimikro) pojedinih frakcija, da
bi se vidjelo koliko je stavne tvari u pojedinim frakcijama ispitivanih
taninskih ekstrakata.

Konacno, da bi se dobio orijentacijski uvid u grupe tvari ili poje-
dine tvari, koje sudjeluju u kompleksnosti ispitivanih taninskih materija
la, obavljena su mjerenja UV i IR-spektra pojedinih frakcija ispitivanih
taninskih ekstrakata.

2. Frakcioniranje taninskih ekstrakata — Fractionation of tannin extracts

2.1 Uvod — Introduction

Komercijalni* taninski ekstrakti iz kestenova i hrastova drva te rujeva
lisca u prahu suseni su kod sobne temperature u vakuumu nad P2O5.
Nakon duljeg susenja i smanjenja vakuuma od l5 mm Hg na manje od 1
mm Hg postignuta je priblizno konstantna tezina, sto se za tanine hrasta i

• Taninski ekstrakt kestenova drva — u prahu — dobiven od Jugotanina,
Sevnica.

Taninski ekstrakt hrastova drva —u prahu — dobiven od DIK-a Belisce.
Taninski ekstrakt rujeva lisca — u prahu — dobiven od prof, dr Opodicc, a proizve-
den je po toplom postupku ekstrakcije u tvornici tanina i furfurola Sisak.
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kestena vidi na slioi 1. Kolicina vode, vezana na P2O5 iznosi konaCno za
kestenov ekstrakt ll,5Vo, a za hrastov oko Wo od pocetno uzetih kolicina.

SLIKA BR. 1 KRWULJA SuSeNJA KESTENOVOG I HRASTOV06 TAN1NSK06 EKSTRAKTA NAD ROc U
2 0

VACUUMU OD ISilmmHg

.U

.*3

.t2

.M

Immmm

<  '2 .
DAM SU5EWA (LOG) '  - w ■« '<0 5/ i7 io Jy is k? 77 30'«» TiS too-

Ekstraktl kestena, hrasta 1 ruja su nakon susenja podvrgnuti frak^
cioniranju-otapalima. Frakcioniranje je izvedeno .prema shemi (si. 2)

Ekstrakt (E)

aceton

topljivo
E-1

netopljivo
E-2

aceton: eter (1:9) metanol

topljivo
E-111

netopljivo
E-12

topljivo
E-21

netopljivo
E-22

ispareno, otopljeno u acetonu
i dodano 9 vol. dijelova etera

topljivo
E-11

netopljivo
E-112

Sllka 2. Shema jrakcioniranjd tahinskih ekstrakata pomocu otapala
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Kdrbya i koautora (82) za frakcioniranje mimoza ekstrakta, koja se i u
torn sluoaju pokazala povoljnom, specijalno za kestenov i hrastov ekstrakt.

Dobivene frakcije upotrijebljene su za kromatografska i ostala ispi-
tivanja.

Gore navedeni autori (82) upotrijebili su i Craigovu protustrujnu
razdjelnu ■tehniku (27). Ova separacija pokazala se odlicnom za o'djelji-
vanje relativno jednostavnih smjesa ili za odjeljivanje malih kolicina
necistoca iz kemikalija (167). Primjena spomenute tehnike na slozene
smjese nepoznatih tvari — kao u slucaju taninskih ekstrakata — nije
najoptimalnija. Dobivena .ie, medutim, izrazita slicnost separacija objema
metodama u slucaju mimozina ekstrakta (82, 165). U ovom radu separacija
Craigovom tehnikom nije primijenjena.

Jednostavna frakcionacija polifenolnih tanina je tesko izvediva.
Polifenolna reaktivnost grupa u molekuli vrlo malo varira od tanina
do tanina, tako da za separaciju na bazi kemijske razlike prakticki ne
postoji mogucnost.

Kirby i koautori (82) tvrde, da su poHfenolni" tanini uzajamno vrlo
topljivi te da tvore krute otopine koje uzrokuju da se tanini ponasaju
kao homogene tvari. Nadalje dok se s jedne strane istice da taninski
ekstrakti pokazuju golem porast topljivosti u organskim otapalima uz
tragove vode (25, 112), s druge strane se navodi da je prakticki neiz-
vedivo dobivanje potpuno bezvodnih ekstrakata.

Gore spomenuta uzajamna topljivost taninskih tvari je i od prak-
ticne vaznosti jer se time, odnosno parcijalnim uklanjanjem nekih kom-
ponenata, moze protumaciti izlucivanje nekih tvari na povrsini koznih
vlakana (»cvijet« od elag kiseline).

2.2 Frakcioniranje kestenova ekstrakta — Fractionation of
Chestnut extract

Osuseni kestenov ekstrakt u koliSini od 50 g promuckan je 2 puta s po 100 ml
acetona p.a. (»Kemika«), a zatim jos 9 puta s po 50 ml istog otapala. Svako muckanje
trajalo je prosjecno 15 dana. Nakon svakog muckanja dekantiran je aceton koji je
otopio frakciju K-1.

Sve dekantirane otopine su pomijesane, uparene 1 konacno osusene nad
silikagelom u vakuumu. Susenje ove, kao i pojedinih kasnije navedenih frakcija nad
silikagelom u vakuumu trajalo je oko 60 dana, a kontrolirano je vaganjem. Isto tako
je osuSena i preostala frakcija K-2. KoliCina dobivene supstance K-1 Iznosila je
25,94 grama, a K-2 24,70 grama.

Nakon suSenja i<.vaganja frakcija K-2 je muckana 6 puta s po 100 ml metanola.
Svako muckanje je trajalo 2 dana. Otopine otopljenog dijela frakcije K-2 su spojene,
koncentrirane, isparene pod snizenim tlakom nad silikagelom te su dale frakciju
K-21. Preostali neotopljeni dio je frakcija K-22. Nakon susenja nad silikagelom u
vakuumu dobilo se 12,14 grama frakcije K-21 i 11,97 grama frakcije K-22.

Na frakciju K-1 dodano je 35 ml acetona, a zatim je uz jako potresivanje
dodano 315 ml etera (9 puta vise od acetona) i promu6kano. Nakon toga otopina je
dekantirana. Na talog je opet dodano 35 ml acetona i 315 ml estera, prorauckano,
ltd. Ta separacija frakcije K-1 obavljena je 4 puta na gore opisani nacin a muckanje
je svaki puta trajalo 6 dana. Nakon zadnje dekantacije spojene su sve cetiri otopine,
profiltrirane i djelomiCno uparene u frakciju K-11. Talog je frakcija K-12. Obje
frakcije su zatim susene nad silikagelom u vakuumu. KoliCina dobivene tvari K-11
iznosila je 2,55 grama, a K-12 tvari 23,08 grama.
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^3kon susenja frakcija K-11 otopljena je u deseterostrukoj (28,5) kolicini ace-

(D?5na Son,l^ f 5i' ® deveterostruka volunma kolicina etera
20 TaW • f 324 ml Iza jednosatnog muckanja ostavljena je da stoji oko

^ \ frakcija K-112, a u otopmi ostaje K-111. Nakon susenja nadsilikagelom u vakuumu dobivena kolicina K-112 iznosila je 0,52 grama, a K-111 2 33
3rdni3« '

Konacno su dobivene ove frakcije:

frakcija K-111
K-112
K-12

K-21

K-22

frakcioniranja kestenova ekstrakta. Neslaganje zbroja
do lOOVo je zbog nedovoljnog su§enja.

.  2,33 grama

.  0,52 ■'

. 23,08

. 12,14

. 11,97

Kestenov ekstrakt (50 g susenog)
100°/o

aceton

topljivo
K-1 = 5I.88V0

aceton: eter (1 ■ 9)

netopljivo
K-2 = 49,40'>/o

metanol

topljivo netopljivo
K-11 = 5,70^/0 K-12 = 46,160/0

otopljeno u acetonu
+ 9 vol. dijelova etera

toplj Ivo netopl j i vo
K-21 = 24,28Vo K-22 = 23,94'Vo

topljivo
K-111 = 4,66o/o

netopljivo
K-112 = 1,040/0

Slika 3. Shema frakcioniranja kestenova taninskog ekstrakta pomocu
otapala.

2.3 Frakcioniranje hrastova ekstrakta — Fractionation of Oak extract
Frakcioniranje osusenoga hrastova ekstrakta izvedeno je potpuno analofino kao

1 kod, ve6 opisanoga, kestenova ekstrakta (SI. 3).

Frakcioniranjem dobivene su slijedece frakcije:

frakcija H-111 0 98 grama
H-112 0,38 "
H-12 4,22 "
H-21 24,37 "
H-22 20,07 "
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Slika 4 daje pregled frakcioniranja hrastova ekstrakta. Neslaganje zbroja do
100% je zbog nedovoljnog susenja.

Hrastov ekstrakt (50 g su§enog)
100%

aceton

toplj ivo netopl j ivoH-1 = ̂ 11,16% H-2 = 89,36%
aceton : eter (1: 9) metanol

toplj ivo netopljivo toplj ivo netopljivo
H-11 = 2,72Vo H-12 = 8,44''/o H-21 = 48,74% H-22 = 40.14%

otopljeno u acetonu+ 9 vol. dijelova etera

i  i
toplj ivo netopljivo

H-111 = 1,96% "H-112 = 0,76%

Slika 4. Shema jrakcioniranja hrastova taninskog ekstrakta pomocu otapala

2.4 Frakcioniranje rujeva ekstrakta — Fractionation of Sumach extract

Osuseni rujey ekstrakt (50 g) promuckan je prvo s 150 ml acetona p.a. (»Kemi-
ka«), a kasnije jos pet puta s po 100 ml acetona. Svako muckanje je trajalo 6 dana.
Dekantacijom je dobivena otopljena frakcija R-1 (vrlo malo), dok je daleko ve6i dio
ostao neotopljen R-2.

Nakon su§enja (oko 60 dana) nad silikagelom u vakuumu dobiveno je 0,80 grama
R-1 i 49,25 grama R-2. KoliCina dobivene frakcije R-1 je toliko mala, da nije dalje
frakcionirana.

Osusena frakcija R-2 mudkana je 9 puta s po 100 ml metanola. Svaki put pro-
sjeCno pet dana. Nakon otparivanja i suSenja nad silikagelom u vakuumu dobivena
je metanolom frakcija R-21, dok je frakcija R-22 ostala neotopljena. Dobiveno je
36,80 grama frakcije R-21 i 12,45 grama frakcije R-22. Daljnje frakcioniranje nije
izvedeno, iako bi bile potrebno — naroCito frakcije R-21 zbog analogije frakcioniranja
s ekstraktima kestena i hrasta.

Dobiveno je ukupno;

frakcija R-1 0,80 grama
R-21 36,80 "
R-22 12,45

Slika 5 shematski prikazuje tu frakcionaciju. Odstupanja od 100% su vjerojatno
zbog susenja, koje je vrlo te§ko izvedivo.
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Rujev ekstrakt (50 g su§enog)
lOOVo

aceton

topljivo netopljivo
R-1 =« l,60«/o R-2 = OB.TSVi

metanol

topljivo netopljivo
R-21 = 73,60«/o R-22 « 24,90o/o

Slika 5. Shema frakcioniranja rujeva taninskog ekstrakta pomocu otapala

3. Semimikro taninska analiza taninskih ekstrakata i frakcija
SemimicTo tannin analysis of tannin extracts and fractions

3.1 Uvod — Introduction

Kruti taninski ekstrakti kestena, hrasta i ruja kao i njihove frakcije
ispitani su na sadrzaj tanina, netanina i netopljivoga semimikro tanin-
skqm analizom.

Semimikro taninskoj analizi pribjeglo se zbog malih kolicina tvari
pojedinih ekstrakata, narocito nekih frakcija.

Semimikro taninska analiza po filter metodi opisana je i razradena
po Grrossmarwt i koaiitorima (56). Autori se drze propisa sluzbene filter
metode s time, da je pribor smanjen, a kolicina ispitivane tvari imosi
jednu desetinu od propisane za makro .t^insku analizu. Kako autori.
navode, metoda se u stotinama ispitivanja pokazala kao dobra. Svoju
tvrdnju autori potkrepljuju i tabelamim pregledom cijelog niza taninskih
analiza, izvedenih po makro- i semimikro-metodi."

3.2 Metode rada i pribor za 'semimikro taninsku analizu — Working,
methods and utensils for semimicro tannin analysis '

3.21 Odredivanje sadrzaja vode — Determination of water content

Sadrzaj vode odredivao se indirektno kao razlika do 100®/o kod taninske analize.
Osim toga direktno je odredivan tako da se oko 1 g tvari odvajalo s to5nosti od 0,1 mg
u posudicu za vaganje s ubrusenim cepom i su§ilo kod lOO'C do konstantne tezine
(efektivna voda).

3.22 Priprema analiticke otopine — Preparation of analytical soluticm

Za makroanalize po filter metodi- uzima se za 1000 ml analitiCke otopine
400
—jj— g ekstrakta (x = postotak tanina u ekstraktu). U nagim sludajima odvaga je

iznosila 0,5—0,6 g. Odvagnuti ekstrakt je preliven desetorostrukom koliCinom kipuce
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destilirane vode i mijesanjem na vodenoj kupelji jednoliko suspendiran. S oko 40 ml
kipu6e destilirane vode suspenzija je prelivena u odmjemu tikvicu od 100 ml uz
dodatak destilirane vode do oko 90 ml. Nakon toga se tikvica hladi u vodi od IS'C
(temperatura ne smije biti niza) uz 5esto potresivanje, da ne dode do pothladivanja
otopine uz stijenke tikvice. Kad se postigne 18°C, tikvica se dopuni do 100 ml s destili-
ranom vodom, promucka i filtrira.

3.23 Odredivanje ukupnoga ispamog ostatka — Determination oj the
total evaporation residue

Od pripremljene analitiCke otopine otpipetira se 5 ml u srebrnu zdjelicu s
ravnim dnom (promjer 3 cm, visina 2 cm, tezina oko 6,4 g).

Zdjelica se stavi na vodenu kupelj (na porcelanski prsten). Sadrzaj se ispari do
suha, a zatim kroz 4 sata susi u susioniku kod 98,5—100®C. Iz literature i vlastitim
ispitivanjem utvrdeno je susenje kroz 4 sata kao najoptimalnije.

Srebrne zdjelice se prije svake analize peru koncentriranom solnom kiselinom,
isperu vrucom destiliranom vodom i zatim suge u susioniku do konstantne tezine. Zbog
pranja nastaju gubici, pa se zdjelice moraju prije svake analize vagati. ProsjeCni
gubitak tezine zdjelice iznosi oko 0,013% od pocetnih tezina zdjelica.

3.24 Odredivanje netopljivoga — Determination of insoluble matter

Netopljivo se odreduje analogno kao kod • makroanalize, tj. filtracijom preko
filter svijece kod sobne temperature. Upotrijebljene su svijece iz specijalnoga
poroznog porcelana, proizvedene od Berkefeld-filter drustva (Celle). Duzina svijece
je 60 mm, a promjer 15 mm. Nove svijece prane su nekoliko dana 10%-tnom solnom
kiselinom, a zatim dobro isprane vrucom destiliranom vodom i osusene kod lOO'C.
Cilindar u koji se postavi svijeda i otopina za filtriranje visok je ukupno 120
mm. Gornji (siri) dio je 40 mm promjera i 45 mm visine, a donji (uzi) dio ima
promjer 25 mm i visinu 75 mm. Oblik cilindra omogucuje malen utrosak otopine.
Usisna cijev ima razliku nivoa od 360 mm (kod makroanalize 750 mm). Prije
filtracije svijeca stoji u otopini oko 10 minuta i istom tada se pocinje s izvlacenjem.
An^ogno kao kod makroanalize prvih se 25 ml odbaci. Od daljnjega bistrog filtrata
otpipetira se 5 ml u srebrnu zdjelicu, ispari do suha na vodenoj kupelji, susi na
98°C kroz 4 sata, ohladi u vakuumu (eksikatoru) i vaze. Po zavrSenoj filtraciji filter-
svijece se peru u toploj krom-sumpomoj kiselini i ostave preko noci, a zatim se
isperu temeljito vrufiom destiliranom vodom i. osule.

3.25 Odredivanje netanina — Determination of non-tannins

Za odredivanje netanina u nalim anallzama koristila se filter metoda. Radi
se Procterovim filter zvonom, ali je zvono manjih dimenzija, tj. duzina mu je
50 mm, a unutrasnji promjer 11 mm, promjer kapilare 1,5 mm, a duzina cijevi
320 mm. U gornji kraj zvona stavi se malo vate, a zatim 0,9±0,05g kromiranoga
koznog praha. U ovim je analizama upotrijebljen slabo kromirani darmstadski
kozni prah. Zvono se stavi u stakleni cilindar visine 75 mm i promjera 20 mm u
koji se ulijeva otopina. Nakon sto se zvono, ispunjeno koznim prahom, napije.
otopinom, povuCe se zrak na kraju kapilare tako da tekucina pocne kapati u
menzuru. Broj kapi u minuti iznosi 7—9. Prvih 3 ml se odbaci, a od slijede6ih 6 ml
otpipetira se toCno 5 ml, otpari na vodenoj kupelji, a zatim su§i 4 sata u susioniku
kod 98,5—lOO'C.

Kod takvog odredivanja vazan je postupak punjenja zvona koznim prahom,
jer se brzina protjecanja regulira punjenjem. Nacin punjenja zvona koznim prahom
detaljno je opisan i ilustriran po E. Grosjeanu (58), i prema njemu se postupalo
u nagim analizama.
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3.26 Odredivanje pH — Determination of pH

Od svake analiticke otopine mjeren je pH, ali takoder i od njezine desetero-
struko manje koncentracije. Mjerenja su obavljena pH-metrom Iskra MA 5701 s
toSnosti od dvije decimale, Prije svakcg mjerenja obavljeno je bazdarenje pomcfiu
KH-ftalata na pH 4,00.

3.27 Analize — Analyses

Za svaku ispitivanu tvar obavljena je paralelna analiza. Primjer izraCunavanja
jedne analize hrastova ekstrakta pokazan je na jednoj frakciji hrastova taninskog
ekstrakta.

3.271 Odvaga:

Posudica za vaganje + uzorak: 30,3380 g
posudica za vaganje: 29,8270 g

odvaga: 0,5110 g

3.272 Odredivanje ukupnoga isparnog ostatka:

Ovdje se odreduje suha tvar koja sadrzi tanin (T) + netanin
(NT) + netopljivo (Net.).

zdjelica + ostatak: 6,4315 g
zdjelica: 6,4067 g

isparni ostatak: 0,0248 g

3.273 Odredivanje netopljivoga:

Ovdje se odreduje suha tvar koja sadrzi tanin (T) + netanin (NT).

zdjelica + ostatak: 6.7228 g
zdjelica: 6,7000 g

ostatak: 0,0228 g

3.274 Odredivanje netanina:

Ovdje se odreduje suha tvar koja sadrzi netanin, dobiven
filter metodom.

zdjelica + ostatak: 6,8352 g
zdjelica: 6,8295 g

ostatak: 0,0057 g

3.275 Odredivanje pH-vrijednosti:

pH analiticke otopine (a) = 3,39
pH a/10 = 4.10

3.276 Izraiunavanje:

3.2761 Ufcupni ispami ostatak:

u 5 ml ima 0,0248 g

u 100 ml ima . x g

^0,0248 ICQ ^ 0^4960 g t + I^T + Net. u 100 ml (0,5110 g),



u 0,^110 g ima 0,4960 g

u  100 g ima • x g

x= = 97.060/0 (T + NT + Net.)
U.OllU

3.2762 Netopljivo:

u  5 ml ima 0,0228 g

u 100 ml ima y g

« 0.0228 ♦ 100 ^ g T + NT u 100 ml (0,5110 g)
D

u 0,5110 g Ima 0,4560 g

u  100 g ima y g

= 89,24-.MT + NT)

3.2763 Netanin:

u  5 ml ima 0,0057 g

u 100 ml ima z g

3.2764 IzraSunavanje iz gomjih podataka:

T=(T + NT) — NT = 89,24 — 22,31 = 66,930/o
Net = (T + NT + Net).— (T + NT) = 97,06 — 89,24 = 7,82<'/o
H2O = 100 — (T + NT + Net) = 100 — 97,06 = 2,94«/o

3.2765 Izradunavanje na subu tvar:

T _ 66,930/.

NT — 22,310/0 (100 — 2,94)

Net - 7,82./. ./.NT =^^^=23,00
H2O — 2,940/0 7 82 >100

100,00./. °(100-2.94)-°
3.2766 Izracunavanje omjernog broja (O. B.):

T-lOO 69-100

T + NT 69,0 + 23,0 '

3.2767 Prikazivanje analize u naSem radu (prema gornjim podacima) je sUjede6e:

T = 69,00/o
NT = 23,00/0
Net. = 8,00/0
OB = 75,00/0

pH(a) = 3,39
pH(a/10) = 4,10

3.3 Pregled taninskih analiza — Survey of tannin analyses

Prema naprijed opisanoj metodi obavljene su sve analize taninskih
otopina.

Podaci za tanin, netanin i netopljivo izracunati su na suhu tvar
zbog lakse usporedbe. Rezultati koji su izneseni na tabeli 1 predstav-
Ijaju srednje vrijednosti veceg broja analiza.
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Reakcija zelatina — kuhinjska sol bila je u svim ispitivanjima ne-
gativna.

Taninske analize frakcija K-112, H-111, H-112 i R-1 nisu izvedene
zbog premale kolicine tvari (ispod 2®/o).

Osim taninskih analiza na tabeli 1 dodan ie na kraju i tezinski
postotak frakcije pojedinih tanina.

Tab. 1

Frakcija TO/o NT®/ Net.Vo O. B.®/o
PH
anal,

otop.

pH 0,1
anal,

otop.

"h
frakcije

K 81,9 17,4 . 0,7 82,5 3.79 4,24
K-21 72,8 22,7 4.5 76,4 3,71 4,40 23,94
K-22 78,4 20,0 1.6 79,7 4,85 5,23 24,28

. K-12 79,3 18,5 2,2 80,1 3,33 4,05 46,16
K-111 95,0 1.9 3,1 98,1 2,80 3,50 4,66
K-112

— — — — 1,04

H

H-21

H-22
H-12

H-111

H-112

66.7
60.8
71,8
67,0

31.3
37.4
27,1
26,0

2.0
1,8

1.1
7,0

68,0
61,9
72,6
72,0 ■

4,20
. 3,71
5,19
3,45

4,65
.4,25
5,45
4,20

48,74
40,14
8,44
1,96
0,76

R
R-21

R-22
R-1

58,9
62,5
9,2

40,5
33,2
59,5

0,6
4,3

31,3

59,3
65.3
13.4

4.40
4,03
6,70

4,55
4,22
6,79

73,60
24,90
1,60

Pojava koju su White i koautori (165) uocili kod mimoza tanina i
Hdglund (59) kod drugih opazena je i u nasim ispitivanjima. Naime, ana-
lizom se pokazalo da su pojedine frakcije siromasnije na taninu nego
ishodni taninski ekstrakt, a uz istovremeni porast netanina (sve racu-
nato na suhu tvar). Uzrok je tome sto kod analiziranja s koznim prahom
dolazi do talozenja netanina na koznom prahu nakon vezanja otopljenih
polifenolnih tanina. Ti istalozeni netanini, zbog netopljivosti u vodi, nisu
Isprani s koznog praha, pa tako dodu kao tanini. U slucaju frakcija izo-
liranih iz ekstrakta »separacija netanina i topljivost tanina u razlicitim
frakcijama moze uvjetovati, da netanini budu analizirani u odsutnosti
topljivih tanina, tako da ne moze doci do nikakvog taIo2enja« (165).
Kao posljedica toga moze se pokazati visi rezultat netanina od onoga u
ishodnom ekstraktu.

Slozenost taninskog ekstrakta ovdje pokazuje dvostruko ponasarije,
tj. da se jednom pod odredenim okolnostima javlja kao tanin, a drugi
puta kao netanin.

U nasim ispitivanjima opazeno je da se pH-vrijednost ishodne tvari
»frakcionira«. Naime, suma pH-vrijedriosti"pojedinih taninskih frakcija
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jednaka je pH-vrijednosti ishodnog ekstrakta uzevsi u obzir kolicinu
frakcije, kojom' sudjeluje u ekstraktu. Racunski izvedena pH-vrijednost
ekstrakta ne razlikuje se bitno (osim kod ruja) od pH-vrijednosti ekstrakta
izmjerenog s pH-metrom.

"3.4 Diskusija rezultata — Disciission of results

1. Obavljena je frakcionacija otapalima kestenova, hrastova i" ru-
jeva komercijalnog taninskog ekstrakta- u prahu.

2. Od kestenova i hrastova taninskog ekstrakta dobiveno je po pet
frakcija, a od rujeva tri frakcije.

' 3.- Taninski ekstrakti kestena, hrasta 1 ruja kao i njihove frakcije
ispitani su na sadrzaj tanlna, netanina i netopljivoga semimikro
tanlnskom analizom (osim frakcija s prinosom ispod ^Vo). Obav-
Ijeno je odredivanje njihove pH-vrijednosti.

4. a) Kod kestenova ekstrakta u acetonu netopljiva frakcija sadrzi
nesto manji postotak aktivne taninske tvari, all zato vi§"e
topljivih netaninskih tvari. U acetonu topljiva frakcija ima
neznatno nizi sadrzai tanina 1 nesto povisen sadrzaj netanina.

b) Kod hrastova ekstrakta frakcija netopljiva u acetonu poka-
zuje kod topljiva dijela (H-22) vrlo osjetno noyecanje tanina
i znatno smanjenje netanina. Frakcija. topljiva u metanolu
(H-21j pokazuje znacajno, ̂ anjenje.tanina uz veoma veliko
povecanje netanina. Frakcija, topljiva u acetonu (H-12) poka
zuje isti sadrzaj tanina kao izvomi ekstrakt uz-pojavu velikog
sadrzaja netopljivoga.

c) Kod rujeva ekstrakta frakcija netopljiva u acetonu daje veoma
povoljne rezultate, tj. znatno se novecava sadi^aj tanina,
smanjuju netanini, ali, se osietljivo novecava netopljivo.
Netopljiva frakcija u metanolu (R-2?.j sadrzi vrlo malo tanina,
velike kolicine netanina i veoma velike kolicihe netopljivoga.
Frakcije, koja je topljiva u acetonu, dobiveno je vrlo malo pa
se zato nije mogla.izvesti taninska analiza. .

5. Pokazalo se da je suma pH vriiednosti nojedinih. frakcija.'uzevsi
u obzir kolicinu frakcije, priblizno jednaka pH-vrijedndsti ishod
nog ekstrakta. " . .
Tcinini i njihove frakcije podvrgnuti su dalje kromatografskom
i- spektrometrijskom ispitivanju; • • . . .

4. Kromatografska ispitivanja taninskih ekstrakta i frakcija
Chromatographic investigations of tannin extracts and fractions

4.1 Uvod — Introduction

Za ispitivanje tanina kestena, hrasta i ruja u nasem je radu primi-
•jenjena papima kromatografija, jer se pokazala sposobnom za karak-
terizaciju polifenolnih tvari (82, 83). Kod polifenolnih tvari postoje- male
razlike u kemijskim reakcijama s obzirom na njihovu fenolnu reaktivnost,
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koja dominira. Osim toga tanini zbog velike uzajamne topljivosti tvore
krute otopine u kojima se gmpe tvari ponasaju kao jedna homogena
tvar. Take se npr. frakcija,' izolirana iz ekstrakta ne topi u otapalu po-
mocu kojeg je izolirana — bila je topljiva samo uz prisutnost drugih
tvari. Isto tako ima frakcija koje se -lako tope u otapalu, s kojlm nisu
mogle biti odijeljene iz cijelog ekstrakta, jer se on ponasa kao kruta
otopina (165). Ta pojava cini, kako je vec prije naglaseno, poteskoce kod
frakcioniranja.

Papuna kromatografija se, medutim, ipak pokazala zadovoljavajucom
za separaciju takve kompleksne smjese kao sto je tanin, a narocito ako
se kombinira s frakcioniranjem pomocu otapala.

Ispitivanja tanina su obavljena na razlicite nacine, a dalje je dan
samo pregled ispitivanja tanina pomo6u papirne kromatografije prema
dostupnoj liferaturi.

4.2. Papirna kromatografija tanina — Paper chromatography of tannins

Analiza taninskog materijala pomocu papime kromatografije spominje se u
literatun prvi puta 1944. godine (29). Do godine 1952. ima jos registriranih 11
radova koji su dani u popisu literature.

Autori ispituju razlicne tanine i razliCitim nacinima.
Kruznom papimom kromatografijom 5®/o-tnih otopina uz mobiinu fazu 40®/o

octenu kiselinu ispitivano je 10 vrsta taninskih ekstrakta (75), a medu njima i
etelrakti hrasta, kestena i ruja. Rezultat ispitivanja. je kod hrasta 7, kod kestena
"4 i kod sumaha 5 razliSito obojenih zona pod UV-svjetlom.

U svojem prvom radu White (164) je pokazao da je quebracho taninski ekstrakt
smjesa velikog broja raznolikih stvari. Slicno opa2a kasnlje i Hillis (67) za Eucalyptus
kinos, a ispitivanjem niza drugih tanina (gambir, katehin, quebracho, mimoza,
mirobalan, malet i mirtan) to,i pptvrduje (68).

Kirby s koautorima (81) je isoitao, uzlaznom metodom uz razIiCita otapala
23 vrste taninskih ekstrakata, a medu njima i taninske ekstrakte hrasta, kestena i
sumaha. Dobiveni rezultati dani su na tabeli 2. Mrlja s Rf 0,65—0,66 je galna kise-
lina (u tabeli potcrtano).

Dok rezultati prikazani na tabeli 2 nesumnjivo nokazuju slozenost ekstrakta,
Schmidt i Lademann (146) su, ispitujuci hidrolizirajuce tanine, dohili samo .jednu
nurlju. Uzrok tome su prerazrijedene otopine, premalo osjetljivi reagensi za
prskanje i nepovoljna mobilna faza.

Isto su tako po jednu mrlju dobili Putnam i Bowles (114) ispitujuci mimozu,
gambir, mangrovu i quebracho. Oni su upotrijebili terciiami butanol; O.IN pufer
(pH = 9) — 1 :1, za jednosmjemu silaznu metodu na Whatman papiru 11.

Isti autori (114) kazu da, ispitujufii svoj mimoza ekstrakt (117) metodom Kirby
i koautora i uz njihove uvjete (82), nisu dobili nikakve ni vidljive ni fluorescentne
mrlje u UV-svjetlu, izuzev plavobijele fluorescentne mrlje na startu. Dobili su
(s bis-diazotiranim benzidinom) samo jednolicnu trokutastu mrlju s bazom na prvom
smjeru kretanja. Smatraju da su svojim nacinom dobili bolje rezultate te zaklju-
2uju, da je ekstrakt homogen i da mu odgovara iznesena osnovna formula.

Svoj daljnji rad su Kirby i koautori usmjerili na ispitivanje mimozina (82) i
quebracho (83) taninskog ekstrakta. Nakon frakcioniranja otapalima autori orimje-
njuju dvosmjemu uzlaznu kromatografiju. Ispitivanjem mimoza taninskog ekstrakta
nasli su 10 fluorescentnih mrlja nakon izlaganja amonijsklm parama te 27 mrlja
nakon prskanja amonijakalnom otopinom srebmog nitrata. Separacija komponenata ,
mimoza taninskog ekstrakta je prva stvarna frakcionacija jednoga taninskog
ekstrakta. Kod quebracho ekstrakta dobili su 17 glavnih i 23 sporedne fenolne
komponente te 21 spoj koji fluorescira.
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Tab. 2

Taninski
ekstrakt

Mobilna faza NaCin razvijanja mrlje Rf i boja mrlje

Kesten

Hrast

n-butanol:
octena kisel.:

voda
(4:1:5)

Fluorescentne mrlje

Fluorescentne mrlje
nakon izlaganja amo-
nijskim parama

Amonijakalni srebrni

nitrat (7 tamnih mrlja)
Fluorescentne mrlje

0,75 — plava

0,75 — plava

0,34 — blijedozuta

0.03 0.07 0,12

0.19 0.30 0,41

0.65

sek-butanol

(zasi6. vodom)

Fluorescentne mrlje

Fluorescentne mrlje
nakon izlaganja
amonijevim parama

Amonijakalni srebrni
nitrat (6 tamnih mrlja)

Amonijakalni srebrni
nitrat (5 tamnih mrlja)

0,05 — blijedozuta
0,38 — plava
0,81 —plava

0,34 — zuta

0,62 — zuta

0,03 0,11 0,19
0,24 0.26 Oj^

0,05 0,08 0,12
0,22 0,37

Sumah

n-butanol:

octena kisel.:

voda

(4:1:5)

Fluorescentne mrlje

Fluorescentne mrlje
nakon izlaganja
amonijevim parama

Amonijakalni srebrni
nitrat (8 tamnih mrlja)

0,07 —
0,26 —
0,40 —
0,52 —
0,65 —
0,77 —
0,88 —

0,05 —
0,22 —
0,35 —
0,48 —
0,62-
0,71 —
0,88 —

0.04 0
0.22 0

0.66 0

•zuta 1 bijela
• bijela
•bijela
•bijela
• apsorpcija
• bjelkasta
• plava

• bijela
• plava
■zuta
-zuta
•apsorpcija
•zuta
• bijela
.07 0,13
.33 0,50
.89

PrimijenivSi dvodimezionalnu kromatografiju za ispitivanje taninskih ekstra-
kata White i koautori (165) su. medu ostalima, kromatograiiraU i kestenoy etatrakt.
Kromatogram je vrlo slican nasem. Mobilne faze, koje su koristili, su slijedece:

prvi smjer — N/20 HCl zasicen terc. amilnim alkoholom,
drugi smjer — sekundami butanol zasicen s N/20 HCl.

Kromatogram je razvijen amonijakalnim srebrnim nitratom. Nadene su galna
i elag kiselina.

Kvantitativno mjerenje biljnih fenola metodom transparencije na papirnim
kromatogramima bpisali su Bradfield i Flood (14). Oni su jednosmjerno kromatogra-
firali razlicite tvari na Whatman papiru 1 s mobilnom fazom n-butanol-octena ki-
selina-voda, izrezali odgovarajube zone i mjerili njihov UV-spektar.

Sli5no su kvantitativno ispitivanje pokusali primijenitl na taninske ekstrakte
King i T^iie (24) mjerenjem UV-spektra fisetina.
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Daleko bolje rezultate isti su autori (24) dobili spektrofotometriranjem reflek-
tiranog svjetla komponenata i usporedivanjem. sa standardima. Mjerili su galnu
kiselinu koja, razvijena smjesom feriklorida i fericijanida (165), daje mrlju s maksi-
mumom opticke gustoie kod 680 mp. Kao nul-podlogu (blank) koristili su ill nepr-
skani papir, ill magnezijev karbonat. Istom metodom mjerili su galnu kiselinu u
quebracho ekstraktu, glukozu i arabinozu u mimoza ekstraktu, katehin u mimoza
ekstraktu, galnu i m-digalnu kiselinu u taninskoj kiselini, itd.

Dvodimenzlonalnom kromatografijom sluzi se 1 Roux (125) za odredivanje kon-
denziranih tanina u kozi, a uz upotrebu 3 N HCl otopine kao specifiCnog reagensa
na leukoantocijanidine. Koristeci tu reakciju, pretvara leukoantocijanidine u. anto-
cijanidine kojl su karakteristi5ni za pojedine ekstrakte. Medu ispitivanim taninima
autor navodi, da tanin kestena i opdenito hidrolizirajufii tanini" ne daju antocija-
nidinsku reakciju.

Kromatografska ispitivanja obavlja i Del Pezzo ispitujuci netanine (33) kao
i hidroIitiCke produkte kestenovine (34).

Hathway (61, 62) kod odredivanja flobatanina hrastove kore koristi dvosmjernu
uzlaznu kromatografiju uz slijedece mobilne faze: (I). 6°/o octena kiselina s 2%
mravlje kiseline i (ip. butan-2-ol: octena kiselina: voda (14:1:5). Zadnju mobiinu
fazu koristio je za kromatografsko dobivanje katehina.

Papimu kromatografiju koriste King, Kirby i White praktiCki u svim svojim
radovima, a osim njih i niz dhigih autora.

4.3 Eksperimentalni dio — Experimental

U ovom radu je primijenjena dvosmjema uzlazna papima kroma-
tografija.

Taninski ekstrakti, njihove frakcije i standardne tvari otopljeni su
u smjesi: voda : metilcelosolv: aceton (2:1:1) za dobivanje 20®/o-tnih
otopina (standardne tvari kao 2®/otne). Te su se koncentracije poka-
zale kao najpovoljnije.

Od svake otopine stavljeno je mikropipetom 5pl u donji lijevi
ugao jpapira na udaljenost od oko 3 em od donjega i lijevog ruba papira.
Nanosena je dakle kolicina od 1000 ]ig. Kolicine koje se obicno nanose,
tj. 10—100 iig kao 0,1—iVo-tne otopine (28) pokazale su se nedovolj-
nima, jer su mnoge mrlje vldljive tek kod vecih koncentracija.

Svi su eksperimenti radeni na kromatografskom paniru Schleicher-
-Schiill 2043 b, formata 29X30 cm, kod cega je dulja strana upotrijeb-
liena za I. smjer. Papir je spojen pomocu 2 staklene spojnice prvo uzduz
dulie strane, a nakon izvrsenog kromatografiranja u I. smieru uzduz
krace strane. Po dva papira. stavljena u Petrijeve zdjelice s mobilnom
fazom, razvijana su pod staklenim zvonom, obrubljenim gumom na sta-
klenoj ploci kod sobne temperature.

Kao mobilna faza za I.-smjer upotrijebljena je voda zasicena terciiar-
nim amilnim alkoholom i zakiseljena octenom Idselinom (sadrzaj octene
kiseline = O.lVo). Octena klselinn, u maloi kolicmi sprecava lonizaciiu
polifenolnih tvari (82, 165). Niz mobilnih faza za tanine navodi Hillifi (68").

Nakon kromatografiranja u I. smjeru, koje je trajalo oko 5 sati.
kromatogrami su izvadeni ispod zvona i suseni u tami kod sobne tem
perature.

Za ,11. smjer kromatografiranja upotrijebljen je sekundami butanol
zasicen vodom. Kromatografiranje u 11. smjeru trajalo je oko 20 sati.
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Po zavrsetku kromatografiranja kromatogrami su suseni kod sobne tem
perature u mraku.

Malo vlazni, a zatim i potpuno osuseni kromatograrrii promatrani su
pod UV-svjetlom (zivina visokotlacna svjetiljka s nikalj-oksid filtrom)
zbog registriranja fluorescentnih mrlja.

Nakon oznacivanja fluorescentnih mrlja kromatogrami su prskani
amonijakalnom otopinom srebmog nitrata u mraku, gdje su i osiiSeni.
Polifenolne tvari s tim reagensom daju tamno sive, tamno smede ill
cme mrlje.

" Amonijakaini srebmi nitrat pripravljen je take da je na 20 ml
5Vo-tne vodene otopine srebmog nitrata dodan visak lOVo-tnog amo-
nijeva hidroksida za otapanje nastaloga srebrnog oksida (81). Nakon otapa-
nja otopina je dopunjena vodom do 100 ml i tada prskana pomo6u prs-
kalice.

Kromatogrami, osuseni nakon prskanja amonijakalnim srebrnim ni-
tratom fiksirani su oko 30 minuta pomocu 10"/o-tne otopine natrijeva
tiosulfata, a zatim prani u tekucoj vodi oko 1 sat i suseni.

Osim navedenih reagensa kromatogrami su Ispitivani i prskani ani-
linftalatom (»Merck-Spruhreagenz f. Chromatographie) na secere, a
zatim suseni oko 10 minuta na-105'C. Dobivene su smedasto-crvenkaste
mrlje.

King i White (78) daju slijedeci pregled reagensa koji se upotreblja-
vaju za prskanje kromatograma uz odgovarajucu literaturu za svakl
pojedini reagens:

1. feriklorid, fericijanid — fenoli opcenito,

2. bis-diazotirani benzidin — fenoH oocenito i razlikovanje katehol-
-pirogalola od resorcinol-floroglucinola,

3. amonijakaini srebmi nitrat — fenoli oncenito.

4. vanilin/HCl — floroglucinolne grupe (hladno), resorcinolne grupe
i leukoantocijanini (vruce),

5. iVo HCl u etanolu — leukoantocijanini (vruce),

6. alkalije, a zatim kiseline — za dihidroflavonole (npr, fustin),

7. anilinftalat — za reducirajuce secere,

8. etilen diamin — galna kiselina i galoil-derivati,

9. U. V. (s i bez amonijevih para) — fluorescentni spojevi opcenito.

Mjerenje Rf-vrijednosti pojedinih mrlja obavljeno je -pomocu pre-
pravljene sorave za nanosenie tangenta za lukove zakrivljenosti. Sora-
vica je analogna s Jerchel-Mohleovim razmiemirn sestarom (28). Ocita-
vaiu se direktno Rf. 100 vrijednosti s tocnoscu 0.2. U cijelom radu Rf-
-vrijednosti su izrazene kao 100 puta vece, tj. Rf • 100.

4.4 Kromatografija standardnih supstanci — Chromatography of standard
substances

Vec opisanom tehnikom ispitane su slijedece standardne tvari (struk-
tume formula su dane kod IR-spektrometarskih mjerenja):
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1. resorcin — »Merck«
2. pirogalol — Schmidt*
3. galna-kiselina —

.  4. elag kiselina —
5. 3,6 digaloilglukoza —
6. pentagaloilglukoza —
7. hebulinska kisdina —

8. hebulagna kiselina —
9. d-katehin — »Fluka« AG^urum

10. fisetin — »Fluka« AG-puriss.

Najprije su sve standardne tvari, svaka posebno, kromatografirane
samo u I. smjeni. Zatim su sve tvari, posebno, kromatografirane samo
u II. smjeru. Tabela 3 prikazuje Rf-vrijednosti pojedinih tvari posebno

Tab. 3

Tvar
Rf u I.

smjeru
Rf u 11

smjeru Primjedba

'  1. 77,5 92,8
2. 70,7 83,5
3. 53,2 73,5 srednje vrijednosti
4. 52,6 84 plava fluorescencija na

startu
5. 35,3 49,2

.. .

6. 56.2 67,5
7. 14,2 37,4 irag i kod Rf 16,4 i 11,2
8. 26,3 24,7 trag i kod Rf 10,8
9. 55,0 80,0

10. 6,6 90,5 jaka zuta fluorescencija

u I, posebno u 11. smjeru. Otopina uzorka za kromatografiju je 2Vo,
a pripravljena je u sastavu voda : metilcelosolv : aceton (2 ; 1 :1). Na-start
je naneseno 5 pi otopine. Prekano je amonijakalnom otopinom srebmog
nitrata.

Nakon ispitivanja standardnih tvari posebno u I, posebno u II.
smjeru ispitane su dvodimenzionalno galna i elag kiselina. Na start

Tab.' 4

Tvar Rfl Rf n

galna kiselina 55,0 72,5
elag kiselina 65,0 81,6

* Standardne tvari, navedene pod brojem 2—8 poklon su pro/, dr O. Th.
Schmidta, Sveuciliste. Heidelberg, na Cemu mu se i ovom prilikom zahvaljujem. —
Standard substances under Nos. 2—8 are a gift by Prof. Dr. O. Th. Schmidt, Uni
versity Heidelberg, for which also on this occasion I am expressing him my thanks.
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je stavljeno 5 p-l 1 ®/o otopine galne kiseline i veca kolicina elag kise-
line (jer je skoro netopljiva u stalno upotrebljavanoj smjesi otapala).
Prskano je amonijakalnom otopinom AgNOs. Rezultati su dani u tabeli 4.

Promatjranjem u UV-svjetlu opazene su dvije zute fluorescentne
mrlje uz mrlju galne kiseline. Oko Rf (I) 5 do 13 i Rf (II) oko 78 nalazi
se skupina od tri zute fluorescentne mrlje. Mrlje potjecu od nepoz-
natog oneciscenja (fisetin ?).

U UV-Bvjetlu opazene su zute fluorescentne mrlje na istoj lokaciji
kao i tri mrlje kod galne kiseline. Osim toga opazena je mrlja crvene
fluorescencije na lokaciji Rf (I) 27,6 i Rf (II) 92,2. Na startu ostaje plava
fluorescentna mrlja.

Usporedujuci podatke u tabeli 4 s onima u tabeli 3, opaza se dobro
podudaranje za galnu kiselinu, dok se Rfl za elag kiselinu znatno raz-
likuje.

Nakon tih uvodnih ispitivanja standardnih tvari preslo se na dvo-
dimenzionalnu kromatografiju smjese standardnih tvari. Na start su
nanesene slijedece kolicine tvari (Tabela 5):

Tab. 5

Standardna

tvar

KoliCina 2''/o-tnih otopina za kromatograme
»A« i »B«

1. resorcin 5,0 pi 5,0 pi
2. pirogalol 3,0 pi 5,0 pi
3. galna kiselina 5,0 pi 5,0 pi
4. elag kiselina 10,0 pi 10,0 pi
5. 3,6 digaloil-glukoza 4,0 pi 5,0 pi
6. pentagaloil-glukoza 3,0 pi 5,0 pi
7. hebulinska kiselina 3,0 pi 5,0 pi
8. hebulagna kiselina 3,0 pi 5,0 pi
9. katehin 5,0 pi 5,0 pi
10. fisetin 0,5 pi 0,5 pi

Nakon stavljanja otopine prve tvari mrlja je osusena, zatim je stav-
Ijena otopina druge tvari, itd.- Mobilne faze bile su standardne.

Po zavrsetku razvijanja kromatograma u oba smjera, isti su pro-
matranl pod UV-svjetlom, pa su zapazene slijedece fluorescencije: na
startu zuckasta mrlja te vrlo intenzivna zuta mrlja fisetina stopljena sa
zelenkastom.

Prskanjem kromatograma amonijakalnim srebmim nitratom poka-
zale su se mrlje i drugih tvari, kako se vidi iz slike 6. Na slici 6
prikazan. je kromatogram »B«. Na startu je ostala jaka mrlja. Brojevi na
slici oznacuju tvari, kojih su Rf vrijednosti izmjerene na kromatogra-
mima »A« i »B« u I. i II. smjeru, dane u tabeli 6.

Usporede li se Rf vrijednosti standardnih tvari kromatografiranih
u.smjeru I. pojedinacno (Tab. 3) i u smjesi (Tab. 6), opa^ se da su
Rf standardnih tvari u smjesi redovno manji za 2—6 jedinica. U smjeru
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Tab. 6

Tvar

1. resorcin
2. pirogalol

3. galna kiselina

4. elag kiselina
5. 3,6 digaloil-glukoza
6. pentagaloil-glukoza
7. hebulinska kiselina
8. hebulagna kiselina
9. d-katehin

10. fisetin

10a. fisetin - -

Rf I. smjer

»A«

Rf II. smjer

j>A«

71,0 72,0 93,0 93,0
66,6 66,0 84,4 82,5

49,0 47,9 • 68,2 67,2

53,4 53,5 89,2 87,0
31,2 31,3 49,7 54,2
49,5 50,5 64,5 68,9
12,8 12,3 34,2 37,5
22,7 -  22,4 26,1 27,1
49,0 51,5 83,0 80,0
3,6 2,3 85y5 85,2
3,6 2,3 91,5 91,0

Primjedba

veliki trag u
■II. smjeru

zuta fluorescencija
zelena fluorescencija

II. te razlike vanraju. Moze se ocekivati da ce i kod kromatografije
tanina i frakcija odredene tvari imati nize Rf vrijednosti, narocito u I.
smjeru, nego sto bi ih pokazale pojedinacno kromatografirane.

1.

2.

3.

4.5 Diskusija rezultata — Discussion of results

Kromatografirane su standardne tvari pojedinacno i u smjesi.
Nadene su Rf vrijednosti za I. i II. smjer kromatografiranja.
Rf vrijednosti standardnih tvari, ispitivanih pojedinacno i u
smjesi, uglavnom se podudaraju.
Zapazeno je da su Rf-vrijednosti tvari, ispitivanih u smjesi za 1.
smjer sve nize za Rf 2—6 od Rf vrijednosti tvari ispitivanih
pojedinacno (I. smjer). To bi se moglo protumaciti uzajamnim
djelovanjem tvari u smjesi.

4.6 Kestenov tanin — Chestnut tannin

4.61 Uvod — Introduction

Kestenovo drvo, tj. drvo pltomog kestena fCosfanea sativa Mill., C vesca
Gaertn.) ima slijedeci kemijski grupni sastav (156):

0,41®/o pepela
4,72®/o ekstrakta smole (alkohol-benzen 1:1)

34,65®/o lignina (po Ender-JJbelu)
19.69®/o pentozana - ■ •
20,10®/o topljivoga u iVo NaOH
42,0®/o celuloze (po Kiirschneru)
41,86% celuloze (po Cross-^Bevanu)
2—3 % sadrzaj skroba

, 12,5% tanina u kori . .

30



7,4®/o tanina u bjeljiki
8,7®/o tanina u srzi
8,2®/(i tanina ukupno u drvu
8,5% tanina u okoranom drvu

Prilikom istrazivanja kemijskog sastava kore, bijeli i srzi kestena za proiz-
vodnju tanina Opacic i koautor (106) su nasli, da prema starosti sadrzaj tanina
varira (uz 25®/o vl'age) u kori od oko 5—11%, u bijeli oko 2—5,5°/o, a u srzi oko
7_140/o.

■  1891. godine Trimble (157) ispituje izoliranu tvar iz drva kestena i dobivsi
galnu kiselinu uz prisutnost se6era, zaklju£uje da je taj tanin identiCan s galo-
taninom.

Freudenberg i koautor (51) su proCiscivali tanin pomocu olovne soli. Dobivena
je tvar kiselom, hidrolizom dala 15—20% elag kiseline i tragove galne kiseline,
5ecera te quercetina.

Kurmeier (89) je iz ligfia dobio — preko olovnog tanata, odvajanjem s H2SO4,
talozenjem s pirimidinom, ponovnim profiiscavanjem s olovnom soli i oslobadanjem
s H2S0_4 te konacno talozenjem s kinolinom — procisceni tanin formule CaiHsoOic.
Metiliranjem je nadeno da ima 8 slobodnih —OH grupa. Djelovanjem tanaze ili
hidrolizama (i alkalnom i kiselom) dobio je 8—17®/o elag > kiseline.

Nass (99) je dobio hidrolizom elag i galnu kiselinu te glukozu. Elag kiselinu
su nasli i Curtius i Franzen (30).

Formulu tanina kestenova drva dao je WiereTisfein (100) 1934. godine, tako da
je jednostavno spojio produkte hidrblize:

• CO-O O-CsH? Oe f<ju8rcettn»kl o«tatal<)

/ -yZrVo-ocH^:
ho'- "^0-OC.''^

Mayer (92) je iz mladog lis6a kestena izolirao dehidrodigalnu kiselinu i utvr-
dio ovu strukturu: - - - -

--«0

COOH

\

Iz kestenove kore Mayer i Bauni (93, 94) su izolirali d-katehin i galokatehin.
Schmidt i Hull (144) izolirali su d-katehin iz kestenovih ljuski.
Clark i Levy (26) su-frakcionirali vodom otopinu kestenova tanina preko

kolona od. celuloznog praha. Frakcionirali su s 4%-tnom slanom vodom u struji
dusika te su dobUi 6 razliCitih zona.

Titracijom eterski ekstrahiranog tanina kestena Sourlanpes (154) je zakljucio
da postoje slobodne karbbksilne grupe.

Putnam i Browne (115) su ionoforetski uklonili svu slobodnu elag kiselinu, a
encimatskom fazgradnjoni su je opet dobili, sto potvrduje da je elag kiselina kon-
stituent tahinske mblekule. Galnu kiselinu su dobili u maloj koliCini grijanjem s
NaOH i Zn-prahom.-bokazali su je kristalima KCN, kojima vodena otopina galne
kiseline daje crvenu boju, koja stajanjem nestaje, a potresanjem se opet vraca.
To je Sidney-Youngova (47) reakcija na slobodnu galnu kiselinu.

Elag-i galnu kiselinu—u • kestenovu taninskom ekstraktu je utvrdio i-White
(81, 165). - - -

Galna. kiselina. je dobivena i iz prociscenog tanina japanskog kestena (C. cre-
nafa) (101). . - . . . .

Pregled ispitivanja^tanina kestena dali su Allegrini i koautori (1).
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4.62 Kromatograjija kestenova taninskog ekstrakta i frakcija —
Chromatography of Chestnut tannin extract and jractions

Vec opisanom tehnikom ucinjeni su dvodimenzionalni papirni kro-
matogrami kestenova taninskog ekstrakta i njegovih frakcija.

Mrlje, opazene pod UV-svjetlom oznacene su (sa strane) velikim
slovima, a malim slovima (unutar mrlje) oznacene su boje, i to: p =
= plava, t = tirkizna, c = crvena, z = zelena, s = smeda, sp =
= svijetlo plava, z6 = zuckasta.

TAB. 7

MR
LJE

K K-111 K-112 K-12 K-21 K-22
1. a. I. II. I. II. 1. u. 1. u. 1. II.

1 46.5 676 56,4 640 46,0 690 52,6 660

2 276 49.0 ' 34,3 29.1 26.0 41,0 263 17,6 226 364
3 4,2 3^ 3.1 37,8 3.3 40,0 40 440
4 5Q3 6i2 58,2 6,2 53^0 •6,3 508 60 610 2/4 450 6.6

5 64,9 3,3 666 .3.2 680 40 72,0 20
6 59,0 9.0 6f,0 90 65,8 90 63.3 7.5 666 84
7 61,7 18,2 67,3 14,7 680 13,7 702 19,0 730 14,3
8 7ao 19,7 8?,7 190
9 78^2 24,2 82,7 236
10 58,8 12,4 53.4 140
11 536 202
12 63,0 24,0
13 635 29,0
14 600 352 53.4 37.7
15 590 4Q9 54,4 433

16 70,3 39,5 710 406

17 73,1 66,1
18 77.5 S4.6
19 575 324 67/4 28.4 69,6 22,1
20 61,6 A2p
21 580 32,9 47,8- 400
22 59j5 41,1 4!^ 49,4
23 610 380
A b8,8 4,8 628 10,2 78,0 ^5 61,6 53
B 8^0 4.4 888 4,0 87,5 7,3 860 1 3 735 43
C 79i4 7,2 84p 5,1 70p 9,2
D 770 io;9 74,9 170 806 iop
E 70,8 19.0 74^ 24,7
F 7Q0 24.7 TQB 318

6 616 75,0 490 770
H 4Et2 7E^5 6Q5 79.5 51,0 896 55,0 757
1 6^6 8^
J 37^ 930 400 96,0
K 15^ 78^ 50 94p 46 713 156 75,0
L 81.0 31.6
M 64,5 180 67;6 17,5
N 50,6 407 55,7 39,1 52,1 46p
0 57,3 14,7 45,0 29,7
P 580 220
R 610 28,7

Rf-VRIJEONOSTI KOMPONENATA KESTENOVOG TANINSKOG EKSTRAKTA I FRAKCIJA
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Mrlje su nakon prskanja amonijakalnim srebrenim nitratom oznacene
brojevima. Neke od njih pokazuju i fluorescenciju, pa je to oznaceno
odgovaraju6im slovima.

Mrlje kao i njihove Rf-vrijednosti (• 10^) u pojedinim ispitivanim
ekstraktima dane su u tabeli 7. Brojevi I. i II. oznacuju prvi odnosno
drugi smjer kretanja mobilnih faza.

Slike 7—12 pr&azuju po jedan dvodimenzionalni kromatogram kes-
tenova tanina i njegovih frakcija.

Iz tabele 7 vidi 5e da je dobiven znatan broj mrlja, odnosno da
je postignuto dobro razlucivanje. Narocito dobro razlucivanje postignuto
je kod frakcija K~lll i K-112. Zadovoljuje 1 razlucivanje kod K i K-12,
dok su frakcije K-21 i K-22 slabo razlucene.

Broj mrlja kod pojedinih frakcija dan je u tabeli 8.-

Tab. 8

Frakcije ■  Ii4rlje s AgNOs Mrlje pod UV Ukupno

K 11 9 20
■ K-111, 14 11 25
K-112 14 10 24
K-12 11 ■ 5 16
K-21 7 4 11
K-22 2 3 5

Ukupno su registrirane 23 mrlje nakon prskanja kromatograma
amonijakalnim srebmim nitratom, a 17 ih je bilo vidljivo pod UV-
-svjetlom.

Opaza se da Rf~vrijednosti (• 10^ pojedinih mrlja pokazuju i znat-
nije razlike od jednoga do drugog eksperimenta. Medutim, po njihovoj
lokaciji najvjerojatnije se ipak radi o istim tvarima.

Zanimljivo je da K-111 i K-112 pokazuju veci broj tvari nego
K. To se moze protumaciti time da su u izvomom ekstraktu te tvari u
premaloj koncentraciji, da bi se mogle opaziti na kromatogramu, dok
se frakcionacijom njihova koncentracija povecala.!

Mobilna faza I. pokazala se u svim ispitivanjima kao povoljna. Do-
brom se pokazala i mobilna faza 11. osim u slucajima K-21 1 K-22
kromatograml kojih su u pravcu II. slabi. Neka druga mobilna faza za
smjer II. vjerojatno bi bolje rastavila te frakcije.

Posebno treba istaci da je znatan dio frakcije K-22 ostao na startu,
dok su sve druge frakcije bile dobro topljive.

Sto se tice kolicina tvari u kromatografiranju kestenova ekstrakta,
najve6a kolicina je u mrljama 1, 4, 5, 6 kao i u tragu.

Frakcije K-11 i K-112 su odlicno rastavljene. Najvece kolicine u
frakciji K-111 su u mrljama .1, 2, 22, 21, 2, 23, 4 i 10, a u frakciji
K-112 u mrljama 1, 4, 19, 14. Frakcija K-12 pokazuje najvecu koli-
cinu tvari u mrlji 4, a m^je u 5, 6 i 1. Kod frakcija K-21 i K-22
najveci dio tvari je ostao na tragu, odnosno kod K-21 u mrljama 4,
6 1 5, a kod K-22 u mrlji 4.

3 Glasnlk za Sumske pokuse XVII
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Tvari koje fluoresciraju vjerojatno su vrlo malih koncentracija.
Upotreba drugih mobilnih faza vjerojatno bi rastavila i frakcije

K-21 i K-22, a mozda i koju mrlju, inace dobro izoliranu.

4.63 Diskusija rezultata — Discussion of results

1. Kestenov taninski ekstrakt i njegove frakcije ispitivani su dvo-
smjemom kromatografijom.

2. Na kromatogramima pojavile su se 23 komponente, sposobne da
reagiraju s amonljakalnlm srebmim nitratom (polifen<^i).

•  3. Oslm njih je nadeno daljnjih 17 komponenata, koje fluoresciraju
pod UV-svjetlom.

4. S obzirom na sliku broj 6, koja prikazuje kromatogram stan-
.  , dardnih tvari, kromatogrami pojedinih frakcija kestenova eks-

trakta pokazuju slijedece rezultate:

a) Frakcija K-111 pokazuje velike kolicine galne kiseline^ (mrlja
1). Mrlja 2 pripada 3,6-digaloil glukozi. Mrlje 17 i '18 po
kazuju prisutnost pirogalola i resorcina.

b)- Frakcija K-112 pokazuje prisutnost galne kiseline (mrlja 1).
Mrlja 2 koja pripada 3,6-digaIoil glukozi je slabije-izrazena
-nego kod K-111. Nema mrlja, karakteristicnih za nize poli-
fenole.

c) Frakcija K-12 pokazuje jos slabiju mrlju galne kiseline (1).
Digaloil glukoza i nizi fenoli potpuno iscezavaju. U toj frakciji
narocito se isticu kolicinom nepoznate mrlje 4, 5 i 6.

d) Frakcija K-21 karakteristicna je zbog potpune odsutnosti fe-
nola i galne kiseline. Karakteristicna je mrlja 2 koja bi
mogla odgovarati hebulinskoj ili hebulagnoj kiselini. Nepo
znate mrlje 4, 5 i 6 ostale su na istoj lokaciji. Mrlje 8 i 9
pripadaju sigumo hidroliziranim secerima i pojavljuju se samo
jos na kromatograniu K.

e) Frakcija K-22 kad netopljiva frakcija u metanolu slabo se
rastavda, i u njoj dolaze neidentificirane mrlje. •

f) U kromato^amu originalnoga kestenova ekstrakta ne vide
se sve mrlje koje su frakcijama jasno izrazene i determi-
inirane. Jasno dolazi do izrazaja prisutnost galne kiseline
(mrlja 1) kao i prisutnost secera (mrlje 8, 9) dok je slabo
izrazena mrlja 2 koja pripada 3,6-digaloil glukozi. Nepoznate
mrlje 4, 5 i 6 vrlo su dobro izrazene.

Iz te identifikacije moze se zakljuciti da u frakciji, netopljivoj u
acetonu a topljivoj u metanolu, dolaze hidrolizirani seceri i tragovi hebu-
linske ili hebulagne kiseline. U aceton-topljivim frakcijama dolaze do
izrazaja galna kiselina, digaloil glukoza te manje kolicine nizih fenola
kao pirogalol i resorcin.

Usporedivanje kromatograma kestenova ekstrakta i njegovih pet
frakcija sa svega deset standardnih tvari ne moze dati pravu sliku kom-
pleksnosti kemijskog sastava, ali upucuje na prisutnost karakteristicnih
grupa. Karakteristicno je da u taninskom ekstraktu nije odredena pri
sutnost slobodne elag kiseline.
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4.7 Hrastov tanin — Oak tannin

4.71 TJvod — Introduction

Hrastovo drvo, koje sluzi kao sirovina, najcesce je drvo hrasta luzniaka
[Quercus rdbur L., Quercus pedunculata Ehrh.) i kitnjaka (Quercus petraea LiebL,
Quercus sessili^Iora Salisb.). Za luznjak i kitnjak dan je slijedeci kemijski skupni
sastav (156):

24^9% lignina
42,8°/o celuloze
25,5®/o pentozana
0,39% mast, vosak, ulje
0,27% pepeo
0,16% pepeo u srzi
0,42% pepeo u bijeli
5... 9... 16% tanina u kori
5... 12... (38%) tanina u drvu.

Istrazujuci hrastovinu za proizvodnju tanina, Opa6ic (103) je nasao da (uz
30% vode) kora sadrzi 6,530/0, bijel 1,70%, srz 5.20o/o, a drvo s korom i bijeU 4,34V(.
tanina. '

Od razliCnih tvari izoliran je iz kore hrasta d-katehin (93), a nasao ga je uz
galokatehin u taninu hrastove kore (Q. pedunculata) i Hatway (61, 62). On u svojim
radoytoa u vezi s tamnima hrastove kore smatra da pirogalolni tanini uz leuko-
antocijanidine sudjeluju u formiranju kondenziranih tanina. Osim galokatehina i
katehina nasao je u liscu hrasta i flavonoide te elag i galnu kiselinu.

Galnu kiselinu izolirao je i White (81).

4.72 Kromatograjija hrastova taninskog ekstrakta i frakcija
Chromatography of Oak tannin extract and fractions

Dvodimenzionalni papimi kromatogrami hrastova taninskog ekstrakta
i njegovih frakcija pripravljeni su vec opisanom tehnikom.

Pod UV-svjetlom opazene mrlje oznacene su velikim sloviina. Ma-
lim^slovima (u mrlji) su oznacene boje: p = plava, z = zelena, z =
= zuta, t = tirkiz, 1 = ljubicasta, sp = svijetlo plava, tp = tamno
plava, zc = zuckasta i zz = zutozelena.

Mrlje, koje su se pojavile nakon prskanja amonijakalnim srebmim
nitratom (polifenoli), oznacene su brojevima. Ukoliko je koja od njih
pokazivala fluorescenciju pod UV, oznacena je slovima boja.

■^""^ijsdnosti mrlja (■ 10^) ispitivanih taninskih frakcija dane su na
tabell 9. Brojevi I. i II. oznacuju prvi odnosno drugi smjer kretanja
mobilnih faza.

Slike 13—19 prikazuju dvodimenzionalne kromatograme hrastova
tanina i njegovih frakcija.

Tabela 9 pokazuje da je dobiven velik broj mrlja, tj. da je postig-
nuto dobro razlucivanje.

Kod frakcije H-111 i H-112 postignuto je odlicno razlucivanje kom-
ponenata. Frakcije H-12, H-21 i H su takoder dobro razlucene, ali H-22
je prakticki ostala nerazlucena (u II. smjeru).

Broj mrlja komponenata u pojedinim frakcijama dan je u tabeli 10.
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TAB. 9

MR- . H-111 A H-112 H-12 K-21 h-22
LiE L D> 1. i]. 1. II. t. R. 1. il- 1. D.

* 43,5 6^5 5B.S 67,S 453 670 570 655

z 76.2 62,9 es,s eifp 65,2 62,0 60,8 93,0 86.5 81,5

9 75,0 71,5 69,0 77,0 83.5 7CiO

4 7Z0 63,4 80,5 70X 66,0 62P 62P. 64,0 63.5 59,4

5 743 81.6 623 62,0 51,0 62,2 55,0 33.0 soft

6 66^6 372 63,0 32.0 61.5 36.2 66,7 92,4

7 7i,5 40,0 705 35,6 677 954 72,S 3St5

0 63.0 3.1 63,5 3,6 656 4,3

9 53,2 6^ S8.5 6,5 54,0 5.5 51,3 8,5 54,8 6,0 47,4 71,0

'10 £1,6 10X 63.1 13.3 .63,9 12,0 65.2 9.4

»,5 12,0 657 157 66,8 155 57.3 13,7 ■

iZ 73p 19.7 70,2 157 66,0 22,2 72,3 lefl

43 61,1 2Sfi 81,5 29.1 790 29fl 61fi 22fi

ik 76,5 51,6 755 4ft1
15 31,2 •HA

16 4,7 35.7 1,3 10,e A7 ap 24.8 7.0 46,2

17 34,3 6,6 aai 3.3

16 376 4t2 32,9 3!\S
19 42,6 477
20 &.Q 54,5

« 51,5 Hfi

22 ' 60,0 ZOfi

£3 58,2 17.7

24 640 47,1

25 654 64,1

A 4*0 BSfi H-111 B kajs 653 54,7 69,0

B 61JS M 5A4 61.0 50,4 614 asr esfl

C H7 TV
CO

Tl

E
o

m

450 7^4 74,6

D 640 7,7

E %19 66,5 A2 63,2 56 88,0 3,6

F 633 66,1 S6.4 69,4 54.0

G Q 456 20,2

H 870 61X>
fTt
z 8$,S 574

H 76 W54

J Ofl 17,6 m- 0.0 4.7 ofl 6,2 1,7 2^6

K S 46,4 esfi

L 73 455 4S,S

M
C, 652 SS.ll

N 77 350

0 55,4 39;6 56.2 39,0

Rf-VRIJEDNOSTI KOMPONENATA HRAST0V06 TANIWSK06 EKSTRAKTAI FRAKCtJA

Ukupno je registrirano 25 mrlja nakon prskanja amoniiakalnim sre-
brnim nitratom, a 15 ih je bilo vidljivih pod UV-svjetlom (frakcija
H-lli pokazuje 23 fluorescentne mrlje, ali neke se mogu ukljuciti medu
15 registriranihl.

' Rf-vrijednosti (-10^ pojedinih mrlja; oznacenih istim znakom, vari-
raju od frakcije do frakcije. Medutim, po njihovoj lokaciji .moze se
pretpostaviti, da se radi o istim komppnentama.
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Tab. 10

Tvar Mrlje s AgNOs Mrlje pod UV Ukupno

. H 10 9 19

H-111 16 (23) . 39

H-112 20 8 28

• H-12 13 7 20

H-21 14 9 23

H-22 1 0 1

Sve frakcije (osim H-22) pokazuju veci broi komponenata nego H.
To se moze protumaciti time, sto su se neke komponente tek frakcio-
niranjem nasle u tolikoj kolicini da ih se moze kromatografski regis-
trirati.

Mobilna faza I. pokazala se ti svim i^itivanjima kao potpuno zado-
voljavajuca. Mobilna faza II. ne zadovoljava u potpunosti kod frakcije
H-12 i H-21, dok je za frakciju H-22 nepovoljna.

Na startu je ostalo nesto tvari kod kromatograma H-12 i H-22.
Kolicinski su najvece mrlje 9, 8 i 1 kod H, mrlja 1 kod H-111,

mrlje 9, 6^ 7, 12 i 17 kod H-112, mrlje 1, 9, 8 1 10 kod H-12 i H-21,
dbk je frakcija H-22 ostala prakticki nerastavljena.

Fluorescentne tvari su, vjerojatno, u posve malim kolicinama.

Upotreba drugih mobilnih faza bi vjerojatno i bolje rastavila poje-
dine frakcije, a mcada cak i neke komponente.

4.73 Diskusija rezultata — Discttssion of. results

1. Hrastov taninski ekstrakt i njegove frakcije ispitivani su dvo-
smjemom kromatografijom.

2. Na kromatogramima pojavilo se 25 komponenata, koje reagiraju
s amonijakalnim srebrnim nitratom. Sve frakcije (osim H-22)
pokazuju veci broj komponenata od izvomog ekstrakta.

3. Pod UV-svjetlom nadeno je 15 fluorescentnih komponenata.
Frakcija H-111 pokazuje 23 fluorescentne mrlje, all se neke mogu
ukljuciti medu 15 registriranih.

"4. S pbzirom na sliku broj 6, koja prikazuje kromatogram standard-
nih tvari, kromatogrami pojedinih frakcija hrastova ekstrakta po
kazuju slijedece rezultate: • • •'

a). Frakcija.H-111 pokazuje velike kolicine galne kiseline. Mrlja
18 odgovara 3,6-digaloil glukozi, a mrlja 17 mogla bi pred-
stavljati trag hebulagne kiseline. Za tu frakciju karakteristicna
je prisutnost velikog broja mrlja, koje pripadaju jednostav-
nim fenolima, od kojih su utvrdeni resorcin i pirogalol (mrlje
2—7 i 14). Podrucje mrlja 9—12 pripada nepoznatim kompo-
nentama.
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b) Frakcija H-112 ne pokazuje prisutnost galne kiseline, a pri-
sutnost jednostavnih fenola znatno se smanjila. Potpuno se
izgubio pirogaloL Do veceg izrazaja dolaze nepoznate tvari.

c) Frakcija H-12 pokazuje malu kolicinu galne kiseline (mrlja 1),
a vecu kolicinu nepoznatih tvari (mrlje 8 1 9). Kolicina jed-

- nostavnih fenola je kao u frakciji H-112. Mrlja IS predstavlja
slobodne secere.

d) Frakcija H-21 potpuno je analo^a frakciji- H-12 s time, da
se medu jednostavnim fenolima ponovno pojavljuje mrlja
3, koja bi mogla odgovarati pirogalolu.

e) Frakcija H-22 kao netopljivi dio u acetonu i metanolu poka
zuje veoma slabu razdiobu sto je, s.obzirom na netopljivost
frakcije,- i razumljivo.

f) U kromatogramu hrastova taninskog ekstrakta nisu uocljive
sve mrlje, koje su opazene u frakcijama. Prisutnost galne ki
seline je slabo izrazena mrljom 1. Dobro se uocuju jedno-
stavni fenoli (mrlje 2—5). Nepoznate tvari nagomilavaju se
u mrljama '8—10. Slobodni se6eri pokazali su se u mrlji 13.

Na temelju gomjih identifikacija zakljucuje se, da u netopljivom
u acetonu dolaze do izrazaja u manjim kolicinama galna kiselina i jedno-
stavni fenoli uz veliku kolicinu nepoznatih tvari. U frakcijama, potpuno
topljivim u acetonu, nalazi se velika kolicina galne kiseline i jednostavnih
fenola, a karakteristicna je odsutnost nepoznatih tvari i secera.

Usporedujuci kromatogram hrastova ekstrakta i njegovih pet frak
cija sa svega deset standardnih tvari, jos teze nego kod kestena moze
se zakljuciti kemijski sastav ekstrakta. Karakteristicno je da, u uspo-
redenju s kestenovim ekstraktom, hrastov ekstrakt sadrzi znatno vise
jednostavnih fenola. Ni u spomenutom ekstraktu nije zapazena prisut
nost slobodne elag kiseline.

4.8 Rujev tanin — Sumach tannin

4.81 TJvod — Introduction

Sve sirovine za tanine iz porodice »Rhus« zovu se sumah, a rijetko ill nikako
ne navodi se vrsta.

Prema OpaiH6u (108, 109) kod nas za tehnoloSku preradu dolaze u obzir 3
vrste rujeva lisca (porodica Anacardiaceae):

Domafii ruj (Cofinus coggygria Scop., syn.: C. Coceygea C. Koch,'Rhus
cotinus^ L.) nalazirao u: Istri, Hrv. Primorju, Sjevernoj Dalmaciji, Velebitu, Make-
doniji i Kosmetu. Najbolje li§ce ruja je iz Istre i Hrv. Primorja. Sadrzaj tanina uz
ISVo^vlage liica je 18—22% (109), odnosno uz 12% vlage rujevo tamnozeleno liSce
sadrzi 21,5%, zutozeleno 23,0®/o 1 crveno 22,0% tanina (105).

Tehnolo§ki proces dobivanja tanina iz rujeva lisca uz karakteristike njegovih
Stavnih svojstava opisao je Opa5ic (104).

Kiseli ruj (Rhus typhina L.) prenesen je iz CSR i Francuske. Uzgajao se
plantazno -kod Belis6a i Vocina. Arialize su pokazale slijededi sadrzaj tanina:
tamnozeleni list (rujan) — 24®/o, zutozeleni i djelomiSno crveni list (listopad) —
24,8%, crveni list (studeni) — 26,2%, odnosno uz 15% vlage 18—30% tanina (109).

Sicilijanski ruj (Rhus coriariaj uvozio se prije rata. Sadrzaj tanina je
oko 22—26% (15«/o vlage) (109).
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Ratnid i koautori (119) navode strane literatume podatke za sadrzaj tanina u
gomjim sirovinama i nalaze za doma6i, kiseli i sicilijanski ruj 23,7%, 24,6®/o i 26,OVo
kao prosjecni (?) sadizaj tanina (ne navode postotak vlage). Isti autori nisu izgleda
upoznati s radovima, koji obraduju te domace sirovine (108, 102, 104, 109).

Ispitujufii kemizam nijeva tanina, pojedini autori iznose slijedefie podatke:

Izolacijom Cistog tanina OpaSid i koautor (105) su iz taninskog ekstrakta liica
ruja (R. cotxnus) dobili preparat s fizickim i kemijskim konstantama koje su vrlo
blizu pentagaloilglukozi. Zbog ve6e koliCine galne kiseline, dobivene hidrolizom,
autori (105) pretpostavljaju da je dio galnelciseline vezan kao metadigalna kiselina.

Osim toga, isti su autori utvrdili i slobodnu galnu kiselinu Youngovom reak-
cijom s KCN i vezanu elag kiselinu ProcteT-Paesslerovom reakcijom s K-nitritom.

Catravas (23) pokazuje da se rujev (R. CoriaTia L.) ekstrakt sastoji uglavnom
od smjese m-digalne kiseline, m-digaloilglukoze 1 di-(m-digaloil)-galoilglukoze.
Kvantitativnim odredivanjem slobodne galne kiseline u ruju bavio se posebno
Opadic (102).

Galnu kiselinu nasao je i Kirby s koautorima (81) ispitujudi medu ostalima i
sumah tanin.

White (162) navodi da jezgra molekule hidrolizirajucih tanina nije nuzno
monosaharid. On kaze da klasicna taninska kiselina (R. semialata, gigke), koja Cini
glavni dio tog tanina, nije struktumo penta-m-digaloilglukoza (Fischer), ve6 da se
radi barem o trisaharidu s dvije nesupstituirane hidroksilne grupe, a ostale nose
uglavnom galoilne grupe, mali broj di-, a mozda tri-galoilne grupe.

Slicno Whiteu Grassman i koautori (57) pretpostavljaju tetrasaharidnu jezgru
za glavni dio tanina u kiselom ruju (R. typhina).

Durio i koautori (36,-37), ispitujuci sastav tanina iz rujeva lisda (R. coriaria),
ekstrakcijom su separirali: a- i TP-klorofil, flavonske derivate, galnu kiselinu i
neke fenolne spojeve.

U ruju (R. cofinus) su Freudenberg i koautor (52) te Weinges (161) nasli fustin
kromatografiju kojeg su opisali Roux i koautori (129). Za fisetin (TIL) Roux i
Paulus (130) smatraju da nastaje iz fustina (II.), a taj od 7,3',4'-trihidroksi fla-
van-3,4 diola (1.) prema shemi:

H OH

OH

OH >1

Sva trl spoja nasao je zajedno u ruju (Cotinus coggygria syn. R. cotinws)
Freudenberg (52).
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U dnru ruja fR. cotlnus) osim fisetina — pronadenog 1886. — kojemu se pri-
pisivalo bojenje King i koautor (79) su na§li znaCajnu kolieinu (O.SVe) aurona svlfu-
retina (2-benziliden-6,3',4'-trihidroksikumaran-3-ona):

CH

za koji smatraju, da sudjeluje vise kod bojenja nego fisetin.
Znacajno je da su isti autori (78), ispitujudi genezu i medusobno srodstvo

t^ina i polifenola Quebracho tanina. nasli da Quebracho drvece sintetizira »hidro-
lizirajude« tanine u lisdu te da ti tanini tvore polifenolni sirovinski materijal, koji
se konaCno pretyara u tipibne »kondenzirane« tanine srzi. Kako ruj spada u .Anc-
catdiaceae kao i Quebracho (Schinopsis balansae i lorentzii), autori zakljucuju da
je analogna geneza i tanina drva ruja, sto su svojim radom (79) i potvrdili.

4.82 Kromatografija rujevg, tanina i frakcija — Chromatography
of Sumach tannin and fractions

Vec navedenom tehnikom ucinjeni su dvodimenzionalni kromato-
grami rujeva tardnskog ekstrakta i njegovih frakcija.

Mrlje, opazene pod UV-svjetlom, oznacene su istim slovima abecede
na slikama ̂ kromatograma kao i na tabeli 11.

TAB.11

MRLJE
R R-1 R-21 R-22

A e A B A B A F
1. n. 1. II. 1. 0. L II. 1. M. II. 1. II. I. II.

1 48,8 SBX)43.7 74,6 54,6 GOiO 47,0 738 Bf>n 74,5 550 74,0 5?;1 52,5 53^0 52p9
7. 3B,7 61,5 31,2 81,5 43,2620 33,1 80,8 42,5 77,4 41,0 785
3 2^4 550 302 56,6 31,4 6.31 2g6 fiP4
4 620 861 61,8 ftRp 5? ,5 81,0 52,5 CD

CO5 67,3 448 555 41t1
6 71,5 31,1 67,7 285
7 76,1 19.5 73^0 164 72,3 14,2 702168
R 74,1 461 69,0 46;1
0 67,8 RflO 64,5 690 56,4 665 48068?
10 38 67,3 643

A-rtAVKASTA 86,0 15,5 87,5 22,6 850 21,8 810 16,1
B-2U(5KASrA 0 n 0 0 35 0 4|0 0
C-S7J.P( AVA R3,5 27,6 7^8 22,6
D-2im 9,0 7^ 60 84,5
E-TIRKIZ 74,1 4fi,1 eSjO 46,1
F-SVJ.PLAVA 760 53i6 72,4 51,5
G-SVJ.tUTA 03,5 6,0 895 4P

Rf.-VRUEDNOSTI KOMPONENATA RUJEVOGTANINSKOG EKSTRAKTA I FRAKCIJA

Mrlje, koje su se pokazale nakon prskanja amonijakalnim srebmim
nitratom, oznacene su brojevima i na slikama kromatograma i u tabeli 11.

Tabela 11 pokazuje Rf vnjednosti pojedinih mrlja, dobivenili dvo-
dimenzionalnom kromatografijom rujeva ekstrakta 1 njegovih frakcija.
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b) Frakcija R-21 pokazuje slijedece mrlje: mrlja I pripada gal-
no] kiselini,'- mrlja 2 je nepoznata tvar iz grupe digaloil glu-
koze, mrlja 3 -je;-^galoil glukoza,,-mrlja- 4 pripada -katehins-
kom spoju, a mrlja 9 pentagaloil glukozi koja^je, s obzirom
na pploMj, vjerojatno penta-m-digaloil glukoza.

c) Frakcija H-22 ■ pokazuje (u maloj^kolicini)'. mrlje'od kojih
su mrlja 1 —; tragovi galne kiseline) mrlja 9 — pentagaloil
glukoza, a mrlja 4 — spoj katehinskog tipa. Mrlje 7 1 10
pokazuju prisutnost. tragova neidentificiranih. tvari.^l.

'd) U ̂I^omatogramu .originalnog rujeva ekstrakta ne_vide se sve
mrlje, koje ;su jasno izrazene u frakcijania.. Mrlja .1 pokazuje
prisutnort galn'e kiseiine, mrlja! 2 n^oznatu tvar,' a 'mrlja
3 digaloii glukozu. ' ' ,

Iz spomenutih Identifikacija moze se zakljufiiti da u frakciji-netop-
Ij ivoga u acetonu i metanolu dolaze neke neidentificirane tvari, dok frak
cija koja je topljiva u metanolu, sadKi glavne kolicine rujeva ekstrakta,
a ove sadrze u najvecoj kolicini slobodnu galnu kiselinu, galoil glukoze
i spoj kat^nskog lipa.. . . " .. .

Frakcija, topljiva u acetonu, sadrzi neznatni dio rujeva tanina!; koji
se sastoji od galne Wseline i nesto galoil glukoze.

Usporedujuci'kromatograme rujeva tahinskog ekstrakta i njegove
tri frakcije, riioze se^dobiti-dosta jasna slika kemijskog sastava. Karak-
teristidno' je i za ,taj tanihski ekstrakt; da- se kromatografskim putem
nije mogla odrediti prisuthost slobodnie elag kiseiine.

4.9 Ispitivanje secera u taninskim ekstraktima Investigation-of
sugars- in tannin extracts

.4,91-I7uod.T—Introducfion.

Putnam^ i-Browne' (115) su pronasli, da u ameriCkom kestenovu ekstraktu
(C. dentata) ima.najmanje,7.se6era, od kojih su-identificirali glukozu 1 ksilozu. '

U japanskom kestenu (C. crenata) nadena je takoder glukoza i ksiloza (101).
Hidrolizom kestenovine sa 72®/o sumpomom kiselinom nasao je Del Pezzo

(34) u ekstrahiranom drvu glukozu,.ksilozu, manozu (trag) .i. arabinozu, a u eks
traktu ksilozu, manozu (trag), arabinozu, fruktozu i uronske kiseiine.'

Ispitivanjem netanina kestenova ekstrakta isti autor (33) je nagao dehidro-
.askorbinsku kiselinu, glukozu; arabinozu, ksilozu, galaktozu, fruktozu i arabo-
ketqzu. • , o , i

■tr hetaninu hrastova taninskog ekstrakta"Del*Pe22o (33) je pronaSao glukozu
i a'rabincMJU. ' •

TJ netaninu rujeva ekstrakta isti autor (33) ,je .pronagao uronske kiseiine,
dehidroaskorbinsku kiselinu, glukozu i arabinozu. Grassmanii' i koautori (57) naSli
su glukozu, ramnozu i arabinozu,' koji su mozda i u obliku di-tri- ili tetrasaharida.

-  Odredujuci ukupne secere u rujevu taninu; Opafic (102) ih je nagao 6,48®/o.
odnosno reduktivnih 3,74®/9.

.  II

4.92 Kromatografija secera taninskih eksir.ako-ta —- Chromatography
of sugars of tannin extracts ' ■

'Prilikom ispitivahja polifenola kromatogrami su prskahi i anilin-
ftalatom, da bi se odredili reduktivni seceii. Rezulta'f je ch^enosmeda
mrlja sa lokacijom Rf I.'= -78,51 Rf II. = 32,8. ' '
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S istim mobilnim fazama su zatim kromatografirani slijedeci stan-
dardni seceri: 1. riboza, 2. ramnoza, 3. arabinoza, 4. manoza, 5. glukoza,
6. ksiloza i 7. galaktoza. Mjerenjem njihovih Rf-vrijednosti u 1. i 11.
smjeru dobiveni su rezultati dani u tabeU 12.

Tab. 12

1 2 3 4 5 6 7

Rf I. 91,6 94,5 93,2 92,0 92,6 94,0 93,5

Rf II. 41,0 46,8 34,1 34,2 25,8 38,5 22,8

Boja u
zutaUV-svjetlu crvena crven- crvena zuc- zuta crvena

kasta kasta

Rf-vrijednosti I. smjera su prakticki iste, all u drugom smjeru
variraju. Opcenito obje su vise ad srednjih Rf-vrijednosti secera, na-
denih prskanjem taninskih kromatograma istim reagensom. To se moze
protumaciti time sto su standardni seceri kromatografirani pojedinacno,
a tanini su smjese uzajamno topljivih tvari.

Rekognosciranje secera tima mobilnim fazama nije bilo moguce, pa
se zato prislo drugoj tehnici.

Taninski ekstrakti kestena, hrasta i ruja kromatografirani su (si-
laznom) protocnom metodom (Durchlaujchromatographie). Kod toga se
nisu odredivale Rf-vrijednosti, nego su mrlje determinirane pomocu sli-
jedecih standardnih secera: galaktoze, glukoze, manoze, arabinoze i
ksiloze.

Kao mobilna faza upotrebljavala se smjesa: piridin — etilacetat —
voda (1 :2,5 :3,5), koja je u lijevku za odjeljivanje dobro izmijesana.
Donji, vodeni sloj je odijeljen i upotrijebljen za klimatiziranje atmosfere
u cilindru za razvijanje. Gomji sloj se koristio kao mobilna faza. Kro-
matografirano je kod sobne temperature kroz 16 sati, zatim je kroma-
togram susen 5 minuta u susioniku, a iza toga je kromatografija nastav-
Ijena jos 4 sata. Ukupno 20 sati. Detekcija je obavljena prskanjem s
anilinftalatom i zagrijavanjem 10 minuta na 105 "C.

Tab. 13

Nadeni seceri
Taninski ekstrakti

kestena hrasta ruja

1. galaktoza + + + +

2. glukcza + + + + + + +

3. neidentificiran — + —

4. manoza — — —

5. arabinoza + + + + + + —

6. ksiloza + + +
—

+ = mala kolicina

+ + = srednja kolicina
+ + + = velika kolicina

— = nema mrlje
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Taninski ekstrakti za nanosenje pripremljeni su kao lOVo-tne vodene
otopine. Taninski ekstrakti nisu frakcionirani niti hidrolizirani osim
izvorno, tj. prilikom tehnoloskog procesa (ekstrakcijom 1 isparivanjem)
dobivanja tanina. Kolicina nanosa taninsldh otopina na start iznosila
je 6til (2 X S-iil).

Standardni seceri su naneseni u kolicini od 3 {^1, a kolicina svakoga
pojedinog secera iznosila je 3 iig. Nakon kromatografiranja poredak stan-
dardnih secera od starta prema dolje bio je slijedeci: galaktoza, glu-
koza, manoza, arabinoza i ksiloza. Tabela 13 na str. 43, odnosno crtez
na str. 44 prikazuju rezultat ispitivanja secera u taninskim ekstraktima.

Seceri, koji reagiraju s aniUnftalatom, su determinirani pomo6u
standarda. Samo jedan secer nije determiniran, a registriran je kod
hrastova ekstrakta izmedu glukoze 1 manoze.

4.93 Diskusija rezultata — DiscussioTi of results

1. Taninski ekstrakti kestena, hrasta i ruja ispitanl su kromato-
grafski na sadraai secera.

2. Mobilne faze, koje su upotrijebljene za kromatografiju taninskih
ekstrakata i njihovih frakcija, nisu se pokazale kao povoljne za
determinaciju secera.

3. Determinacija je odredena smjesom piridin-etilacetat-voda (1 : 2,5 :
:3,5) kao mobilnom fazom, a pomocu standardnih secera.

4. U kestenovu ekstraktu nadena su cetiil secera: galaktoza, glukoza,
arabinoza i ksiloza.

U hrastovu ekstraktu pronadeno je pet secera: galaktoza, glu
koza, neidentificiran, arabinoza i ksiloza.
U rujevu ekstraktu nadena su dva secera: galaktoza i glukoza.

5. Spektralna analiza tanxTiskih ekstrakata i frakcija —
Spectral analysis of tannin extracts and fractions

5.1 Mjerenje UV-spektara tanina — Measurement of TJV spectra of tannins

Organski materijali, koji sadrze rezonantne strukture (kromofome grupe)
apsorbiraju energiju zracenja u XJV 1 vidljivom dijelu spektra. Aromatski spojevi
npr. s benzenskim prstenom pokazuju jaku apsorpciju u podruCju od 250—280 m[X,
pa u slucaju alkilbenzenskoga homolognog niza spektri su slicni po lokaciji, obliku
1 intenzitetu, jer apsorpcija bitno zavisi o benzenskom prstenu (54). »Slicnost UV
spektra ima manu, da se slicni spojevi obicno ne mogu medusobno razlikovati, pa
upotreba za analizu vise komponentnih sistema nije korisna« (127). UnatoC tome
ispitivanjem UV-spektara razJiCnih tanina bavilo se niz autora. Najvise ispitivani
tanini u svakom pogledu su tanini mimoze i quebracha.

Eoux (123) predlaze upotrebu UV fotometrijske metode za analizu mimozina
ekstrakta. Ta se metoda bazira na apsorpcijskom maksimumu kod X = 203 m(x, uz
vec prijasnju metodu s maksimumom kod X = 280 mp. po tome, sto je krivulja
apsorpcija —koncentracija bila pravac, a sto je i Sohn (153) pokazao kod que
bracha. U svojem kasnijem radu iloux (127) kaze da mimozin tanin sadrzi kromo-
fore u obliku fenolnih jezgri te da u razrijedenim vodenim otopinama metanola
1 etanola (0,1 g/1) daje izrazitu apsorpciju kod 280 m[i, dok je minimum kod
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253 m{i. Kod maksimalne apsorpcije 280 m[i je Rusell (138) dobio s preciznijim apa-
ratom dva maksimuma, i to visi kod 285 mp. te nizi kod 270 mp. Taj maksimum
nije karakteristican same za mimozin tanin, nego se pokazuje i kod katehina (127),
elag kiseUne (138), lignina (120, 151), taninske kiseline (18) itd. uz razUeite vrijed-
nosti molamih ekstinkcija. Netanini u mimozinu ekstraktu (gume, sefieri i si.) ne
pokazuju apsorpciju (137).

Roux (124) navodi, da su maksimumi kod 203 mp i 280 mp (nadeni kod kon-
denziranih tanina u mimozinu ekstraktu, a koji sadrze velik Vo-tak ortohidroksi
fenolnih grupa) tipicni za katehine (fIavan-3-oIe) i leukoantocijanidine (flavan-
-3,4-diole), a takoder i za njihove konstitucijske fenole.

Ispituju6i mimoza-taninski ekstrakt na sadrzaj fenolnih hidroksila (vidi u
daljnjem tekstu). King i koautori (77) su dobili podatke, pri^zane u tabeli 14. Onl
srhatraju da je pomak od 279 mp na 292 mp uzrokovan resorcinolnom i katehol-
nora grupom.

Tab. 14

Ispitivana
tvar

Vodena

max

otopina
•0!%

5®/o NaOH otopina

max

mimozin ekstrakt 279 - 90 292 196
resorcinol 272 174 291 290
katehol 275 220 298 416
pirogalol 265 54

Eloroglucinol 266 27 349 374

Ispitujuci quebracho tanin i njegove frakcije, Kirby, Knowles i White (83)
mjerili su spektar ekstrakta u otopini voda: metanol (1:1) od 210—400 mp. Sve
krivulje pokazuju maksimum kod 280—281 mp, signirajudi fenolnu jezgru, a
krece se u vrijednosti od 170—192,5 mp. Te vrijednosti se slazu s ispitivanjima
Sohna (153). Utjecajem alkalija (83) minimum (258 mp) uglavnom iscezava, a maksi
mum se pomi5e na 285—290 mp, sto podsjeca na utjecaj alkalija na UV-spektar
lignina (2), koji ima nekoliko slobodnih fenolnih hidroksilnih grupa.

Za uzrok utjecaja alkalija autori (83) pretpostavljaju krizanje kromofomih
efekata od velikog broja prisutnih tvari. Isti autori u daljem radu (84) nalaze, da
acetilirane quebracho frakcije imaju maksimum kod 273 mp, ali smatraju da je jos
ipak polovina fenolnih hidroksila neacetilirana. Ve6u vrijednost nekih frakcija
tumaCe tako, da vjerojatno ima vise eterskog veza nego hidroksilnih grupa, §to
potkrepljuju i time jer frakcija ima veliki postotak u vodi netopljive tvari.

Kishimoto (87) je ispitivao XJV-spektre tanina §iske {Rhus javanica L.), hra-
stove kore (Quercus denfata Thunb.) i kore mimoze (Acacia decurrens Willd. var,
■molUs Lindl.) Prije mjerenja obavljena je frakcionacija (7 frakcija). Mjerene su
0,p01®/o vodene otopine kod pH 2, koja je kiselost postignuta s. 0,1 N HCl. Nadeno
je da se frakcije kod sva tri tanina razlikuju samo po E vrijednosti, a maksimumi
i minimum! su slijede^i:

maksimum (mp) minimum (mp)
rujeva (javanska) si§ka 277 243
mimozina kora 278 258
hrastova kora 275 260

U daljnjim ispitivanjima (88) autor navodi da izmedu tanina javanskog ruja
i grozdastog distilija (Distylium racemosum Sieb. et Zucc.) postoji slicndst UV-
-spektara ne samo u pojedinim dijelovima drva nego i u siskama.

Isti autor (86) ispituje i UV-apsorpcijski spektar tanina iz kore japanskog
kestena — kuri (Castanea crenata Sieb. et Zucc.). Autor je izveo frakcionaciju
tanina kuri kore i dobio 5 frakcija. Smatralo se da tanin kuri kore nema maksi-
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mum u UV-apsorpcijskom spektru, medutim je autor dokazao, da postoji apsorpcija
kod svih pet frakcija kod pH 2,7 i pH 2,2, u podruCju od 265—274 mil, teminimum
u podruSju od 246—^254 mp.. Cirkulamom papimom kromatografijom dilje je doka-
zano da su i frakcije sastavljene.

Sakata i koautori (169) takoder smatraju, da kora kestena sadrzi i konden-
zirane i hidrolizlrajude tanine s UV-apsorpcijskim maksimumom kod 268 mp, dok
je tanin drva hidroUzirajuci 1 ne pokazuje tu apsorpciju.

Za proSisceni tanin japanskog kestena (C. crenata) Okamura i Sizuka (101)
nisu nagli maksimum apsorpcije pa navode da je slifian taninu kestena (C. vesca).

Hathway (61) ispituju6i tanine kestenove kore, navodi za flavo-tanine apsorp-
cijski maksimum kod 280 mp.

Sohn (152, 153) je pronaSao da »kateholni« (kondenzirani) taninski ekstrakti
(quebracho, mimoza i smreka) pokazuju minimum kod 260 mp, a maksimum kod
280 mp. »Pirogalolni« (hidroUzirajuci) taninski ekstrakti (hrast, kesten, valonea)
nemaju odreden maksimum i minimum. To zadnje potvrduje i ispitivanje 0,002%-
-tnih otopina taninskog ekstrakta valonee, hrasta i kestenova drva koje su pro-
veli Blazej i koautori (12).

Ispitujuci frakciju taninskog ekstrakta kestena, Putnam (115) je takoder
nasao da 0,001% i 0,01%-tne otopine u aps. etanolu u podrucju od 230—435 mp
nemaju apsorpcijski maksimum. Za kestenov ekstrakt je to isto zakljuCio i Bucha
nan s koautorima (19).

Medutim, Mladek (168) navodi za kestenov ekstrakt, da ima UV-apsorpcijsku
krivulju, identicnu smjesi kondenzirajucih i hidrolizirajucih tanina s maksimumom
apsorpcije kod 280 mp.

Myrobalan, iako oznacen kao »pirogaloIni« ekstrakt, pokazao je maksimum
kod 280 mp.

Za odredivanje koUcine fenolnih hidroksila u polifenolima MaronuUle i Gold-
schmidt (91) koristili su Aulin-'Erdtman (3) i Goldschmidtovu (55) metodu, koja
omogucuje odredivanje kolicina fenolnih hidroksila prema ra^ci neutralnog i
alkalnog spektra lignina. Njihova mjerenja pokazala su maksimum apsorpcije kod
290 mp za eksfrakte quebracha, katehu, smreke, bora, johe, sekvoje, jele i cedra.
Otapanjem ekstrakta u natrijevu boratu (pH 10) mjerili su promjene 1 kao rezultat
dobili sUjede^e postotke fenolnih hidroksila za gornje ekstrakte (isti redoslijed):

18,0;'8,0; 6,0; 5,9; 5,8; 0,9; 3,3; i 1,3%.

Opcenito je zapazeno, da se UV-apsorpcijska metoda mo2e koristiti i za odre
divanje komponenata, izoliranih iz tanina, a kod tako ispitanog galokatehina zapa
zeno je (13) da spelrtralni maksimum odgovara sumi maksimuma za pirogalol i
kroman, koji su kromofome grupe raolekule.

Spektrofotometrijsko UV-ispitivanje kestenova taninskog ekstrakta obavili su
i Lasserre i Magatian (90). Autori su pronasli da ekstrakt sadrzi galnu kiselinu te
da ima maksimum kod 290 mp, a minimum kod 270 mp.

Galna kiselina ima maksimume kod 213 1 265 mp, a minimum kod 237 mp.
Pirogalol ima maksimume (prema koncentraciji) kod 204—225 i 265 mp.
Tanin iz §i§ke ima maksimume kod 213 i 275 mp.
Nadalje su autori nasli da Beerov zakon vrijedi za kestenov ekstrakt u kon

centraciji 30—280 mg/1, te da kiselost ispod pH 5 ne utjece na E, dok u alkal-
nom raste.

5.2 Eksperimentalni dio — Experimental

5.21 Uvod — Introduction

Taninski ekstrakti i frakcije kao i standardne tvari bill su pripravljeni uglav-
nom kao 0,001%-tne otopine u vodi i metanolu (1:1). Mjeren je UV-apsorpcijski
spektar u podrucju od 190—390 mp.

Sve ispitivane tvari izmjerene su i uz dodatak 5 • 10"' M HCl (oko 0,02%)
odnosno 5*10~'MKOH (0,02%), da bi se dobila koncentracija HCl ili KOH u ispi-
tivanom uzorku od 5 • 10"^ M. Otopine KOH i HCl su priredene u voda : metanolu
(1 : 1).
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Debljina kvarcne kivete: 1 cm, prorez: 25, a brzina snlmanja je polagana
(8 minuta).

U tebeli 15 naveden je popis tvari, kojima je mjeren UV-apsorpcijski spektar
kao 1 odgovarajuie koncentracije. Struktume formula standardnih tvari dane su
na str. 67.

Tab. 15

Ispitivana tvar HiO : MeOH (1:1)

1. Resorcinol »Merck«

P. a.
2. Plrogalol

0. T. Schmidt
3. Galna kiselina

0. T. Schmidt
4. Elag kiselina

0. T. Schmidt
5. 3,6 digaloilglukoza

0. T. Schmidt
6. Pentagaloilglukoza

0. T. Schmidt •
7. Hebulinska kiselina

0. T. Schmidt
8. Hebulagna kiselina

0. T. Schmidt
9. d-katehin »Fluka«

puriss.
10. Fisetin »Fluka«

purum

11. K

12. K-111
13. K-112

14. K-12
15. K-21

16. K-22
17. H
18. H-IH
19. H-112
20. H-12

21. H-21

22. H-22

23. R

24. R-1
25. R-21
26. R-22

H2O; MeOH (1:1)
KOH (5 • 10-« M)

HiO : MeOH (1:1)
HCl (5 • 10--* M)

0,OOOWo

0,00010/0 i 0,10/0

0,001o/o

0,0010/0

0,001o/o

0,001o/o

0,001?/o

O.OOlo/o

0,00010/0

0,001o/o
0.001«/o
0,001o/o
0,001o/o
O.OOlo/o
0,001o/o
0,001o/o
0,OOlo/o
0,001o/o
0,00lo/o
0,001o/o
0,001o/o
0,001o/o
0,00l8/o
0,00lo/o
0,OOl8/o
0,001o/o

0,000lo/o O.OOOlo/o

0,00010/o 0,000lo/o

0,001o/o 0,001o/»

0,001o/o 0,00lo/o

0,001o/o 0,001o/o

0,00lo/» 0,00lo/o

0,OOlVo 0,001o/o

0,00lo/o 0,001o/o

O.OOOlo/o O.OOOlo/o

0,0010/e 0,001o/o
0,001o/o 0,001o/o
0,001«/o ■ 0,001o/»
0,001o/o 0,001o/o
0,001o/e 0,001o/o
0,001o/o 0,001o/o
0,0010/o 0,001«/o
0,001o/o 0,001o/o
0,001o/o 0,001«/o
0,001o/o 0,0010/0
0,001o/o 0,001o/o
0,0010/o 0,001o/o
O.OOlVo 0,001«/o
0,001«/o 0,001o/o
0,001o/i 0,001o/o
0,001o/o 0,001o/o
0,001o/o 0,001o/o

5.22 C7V-spektri standardnih tvari — UV spectra of standard
substances

Slika 24 prikazuje UV- apsorpcijski spektrogram resorcina. U lite-
raturi (110, 111) je nadeno, da resorcin ima slljedece apsorpcijske ma-
ksiniume (Xmax u mp):

U pH3:
UpH 11:

216; 273,5
236; 287

(35)
(35)
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U metanolu: 276,5; 283; 237,5 " (21)
U NaOH: 287,5 (21)
U etanolu: 277 (85)
U pH 1,4: 220; 275 (38)

Na slici 24 vidi se, da su nadena dva apsorpcijska maksimuma i to
kod 202 m[x i 276 mp. Naslucuje se maksimum kod oko 215 \i. Uz dodatak
HCl apsorpcija je manja uz malen hipsokromni pomak. Uz dodatak KOH
apsorpcija 'se poveca uz batokromni pomak. Iz^leda da je maksimum kod
270—280 dvostruk, a moze se naslutitl maksimum kod —240 s KOH.

Slika 25 prikazuje UV-apsorpcijski spektrogram pirogalola. U lite-
raturi (110, 111) je pronadeno da pirolagol u raznim medijima ima sli-
jede6e maksimume (Xmax u mp):

kodpH7,3: 270 (95)
u metanolu: 267,5 (21)
u metanolu: 244,5; 275 (21)
u etanolu: 266 (13,85)

Na slici 25 vidi se, da. je naden jedan- maksimum kod 202 mp koji
se uz dodatak HCl i KOH mijenja samb po infenzitetu apsorpcije. Na
slucuje se maksimum kod — 225 mp, odnosno uz KOH kod —245. Pove-
canje koncentracije na 0,l®/o pokazuje vrlo jaku apsou)ciju kod oko
225 mp te izrazite maksimume kod 270 i 312 mp.

Mjerenjem u vidljivom dijelu spektra (VIS) naden je apsorpcijski
maksimum kod 374 mp.

Slika 26 prikazuje UV-apsorpcijski spektrogram galne kiseline. U
literaturi (110, 111) nadeni su slijedeci apsorpcijski maksimumi (X^iai
u mp).

HaO
H2SO4, pHl,2

metanol

metanol, NaOH
etanol

255 (15)
216: 271 (158)
272,5 (21)
262,5; 335 (21)
272 (13)

Na slici 26 vidi se, da su nadena 2 maksimuma: kod 215,5 i 269 mp.
Dodatkom HCl dolazi do batokromnog pomaka (217, 273 mp), a uz
dodatak KOH prvi maksimum je kod 202 mp a drugi se gubi.

Slika 27 prikazuje UV-apsorpcijski spektrogram elag kiseline. U
literaturi (110, 111, 65, 66) nadeno je, da elag kiselina ima slijede6e
apsorpcijske maksimume (X,„ax u mp):

8OV0 vod. dioksan: ' 256. 368 (11)
dioksan: 255, 370 (149)
etanol: 255, 365 (76)
etanol: 255, 365 (71)

Na slici 27 vide se slijedeci maksimumi: 218, 255, 277 i 364 mp
(ovaj zadnji maksimum je utvrden ispitivanjem u VIS). Dodatkom HCl
dolazi do batokromnog pomaka s time, sto drugi maksimum postaje izra-
zit, a treci se prakticki gubi. Dodatkom KOH dolazi do jakoga hipso-
kromnog pomaka.

4 Glasnik za Sumske pokuse xvii
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Tab. 16

SUka Tvar
^max(mp,) ^max(mjx)— (HCl) ^max(mix)— (KOH)

I. II. III. IV. I. II. III. rv. I. • II; III. IV.

24 Hezorcinol 202 220 201 220 205 240
25 Pirogalol 202 228 — 374 202 228 202 245
26 Galna kiselina 215 270 217 273 202 260

218

27 Elag kiselina 244 277 364 219 258 370 204 244 280 360
255 254

28 3,6-digaloilglukoze 218 276.5 220 278,5 204 249 283
29 Pentagaloilglukoza 218 284 218 284 202 243 332
30 Hebulinska kiselina 205 216 281 201 -'230 -^278 203 '^290
31 Hebulagna kiselina 203 225 281 ^203 225 281 202 '245 326
32 d-katehin 206 225 284 396 205 231 284 ' 201,5 246
33 Fisetin 208 252 330 372 207 251 — 330 207 251 346 466

370



Na slici 28 je UV-apsorpcijski spektrogram 3,6 digaloil glukoze.
Na slici 29 je UV-apsorpcijski spektrogram pentagaloil glukoze.
Na slici 30 je UV-apsorpcijski spektrogram hebulinske fciseline.
Na slici 31 je UV-apsorpcijski spektrogram hebulagne kiseline.
Na slici 32 je UV-apsorpcijski spektrogram d-katehina.
Na slici 33 je UV-apsorpcijski spektrogram fisetina.

•  X

U vezi s tvarima kojih su UV-apsorpcijski spektrogrami prikazani
na slikama 28—33 u literaturi (651 je naden samo podatak, koji se od-
nosi na hebulnu kiselinu (a ona je konstitucijski dio hebulinske kise
line i hebula^e kiseline) te se navode maksimumi kod 227 i 289 m^,
dok otapalo nije dano (147).

Apsorpcijski maksimumi, nadeni na UV-spektrogramima (si. 28—33),
sumirani su u tabeli 16.

Na slici 28 vide se dva apsorpcijska maksimuma (218 i 276,5 mp).
Dodatak HCl-a uzrokuje malen batokromni pomak oba maksimuma
(220 i 278,5 mp). Dodatak ̂ OH znatno mijenja polozaj oba maksimuma
(Mpokromno) uz pojavu novog maksimuma. Njihovi polceaji su 204,
249 i 283 m[X.

Na slici 29 vrlo su analogue pojave kao na si. 30 time, da se treci
maksimum batokromno pomice. Maksimumi su u vodi i metanolu: 218
i 284 mp, vodi-metanolu uz HCl: 218 i 284mp, te uz dodatak KOH:
202, 243 i 332 mp.

Spektrogram na slici 30 pokazuje maksimum oko 200—220 (dvo-
struki) i 281 mp. Dodatkom HCl apsorpcija se znatno smanjuje, i maksi
mum je kod 201, «-230, —278mp. Apsorpcija se povecava dodatkom
KOH, a maksimumi su kod 203, ~290mp.

Hebulagna kiselina (si. 31) pokazuje istu apsorpciju za vodu-metanol
i dodatak HCl s maksimumima: 203, 225 i 281 mp. Uz dodatak KOH
maksimumi se hipokromno pomicu, odnosno drugi maksimumi nestaju.
Polozaj maksimuma: 202, —245, — 326mp.

D-katehin (si. 32) ima apsorpcijske maksimume 206, 225, 284 mp.
Mjerenjem u VIS podnicju naden je maksimum kod 396 mp. Uz dodat^
HCl 205, 231, 284 mp, a uz dodatak KOH apsorpcija se povecava: 201,5
i 246 mp.

Fisetin (si. 33) pokazuje apsorpciju kod 208, 252, 330 i 372 mp (zadnji
maksimum je mjeren i u VIS). Dodatkom HCl apsorpcijski maksimumi
su slijedeci: 207, 251, 330 i 370 mp (zadnji maksimum je mjeren i u
VIS), a dodatkom KOH: 207,5, 251, 346 i 466 mp (VIS).

5.23 UV-spektri kestenova taninskog ekstrakta i frakcija — UV spectra
of Chestnut extract and fractions

Taninski ekstrakt kestena i njegove frakcije mjereni su u voda:
: metanol (1:1) otopinama, a takoder su izmjerene apsorpclje uz dodatak
KOH i HCl analogno standardnim tvarima.

Obavljena su i neka mjerenja u vidljivom podrucju spektra (VIS),
ali bez dodataka HCl i KOH.
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Apsorpcijski spektrogram K (kestenov taninski ekstrakt) dan je na
slici 34, Izrazit je samo jedan maksimum (213 m|x), a dru^ se moze na-
slutiti prema obliku krivulje na oko 260—280 mix. Dodatkom HCl nema
promjene, osim sto je apsorpcija nesto manja, a dodatkom KOH maksi
mum pokazuje ostriju apsorpciju kod 202 mp-, dok se naslu6uje kod 257
i 336 mix.

Povecanjem koncentracije (0,lVo) naden je maksimum kod 364 mp
mjerenjem u VIS podrucju.

Apsorpcijski spektrogram frakcije K-111 prikazan na slici 35 poka
zuje maksimum apsorpcije kod 214 i 270 mp. Dodatkom HCl maksimumi
ostaju skoro identicni (2i5 i 271 mp), dok utjecajem KOH dolazi do hip-
sokromnog pomaka (203 i 245 mp) i naslucuje se pojava dvaju novih
maksimuma (285 i 345 mp).

Povecanjem koncentracije (0,lVo) naden je maksimum kod -^372 mp.
Apsorpcijski spektrogram frakcije K-112 dan je na slici 36. Vidi

se maksimum kod 215 mp i naslucuje kod 263 mp. Dodatkom HCl do
lazi do maloga batokromnog pomaka (271 i 266 mp), a hipsokromni pomak
nastaje dodatkom KOH (203 i 248 mp) te se naslucuje novi maksimum
kod 288 mp.

Povecanjem koncentracije (0,l°/o) i mjerenjem u VIS podrucju opaza
se apsorpcija kod — 364mp.

Apsorpcijski spektrogram frakcije K-12 (slika 37) pokazuje da je
maksimum apsorpcije kod 215 mp, a moze se naslutiti i kod --275mp.
Maksimumi ostaju isti uz dodatk HCl, samo se smanjuje apsorpcija.
Dodatkom KOH dolazi do hipsokromnog pomaka sa maksimumom kod
202 mp, a pretpostavljaju se maksimumi kod 243 i 335 mp.

Apsorpcijski spektrogram frakcije K-21 (slika 38) ima maksimum
kod 213 mp, a naslucuje se kod —285. Dodatkom HCl dobiva se maksi
mum kod 212 mp, a pretpostavlja se kod 282 mp. Utjecajem KOH do
biva se maksimum kod 203 mp, a naslucuje kod 243, 281 i 327 mp.

Kod vece koncentracije, mjerenjem u VIS podrucju naden je ma
ksimum kod — 350mp.

Apsorpcijski spektrogram frakcije K-22 (slika 39) pokazuje maksi
mum kod 206 mp, a naslucuje se i kod 226 1 273 mp. Dodatkom kise-
line apsorpcija je nesto pove6ana s maksimumom kod 206 mp, a pret
postavlja se maksimum kod 224 i 273 mp. Dodatkom KOH maksimum je
kod 203 mp, drugi se izgubio, a treci se naslucuje kod 243 mp.

Pregled svih maksimuma kestenova ekstrakta i frakcija dan je u
tabeli 17 (str. 61) pod brojevima 34—39.

5.24 UV-spektri hrastova taninskog ekstrakta i frakcija — UV spectra
of Oak tannin extract and fractions

Taninski ekstrakt hrasta i njegovih frakcija ispitan je u sistemu
metanol: voda (1 :1), a takoder uz dodatak KOH i HCl, kao sto su
mjerene standardne tvari i kestenov tanin s frakcijama.

Neka su mjerenja obavljena i u VIS podrucju.
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Apsorpcijski spektrogram hrastovog ekstrakta (slika 40) pokazuje
maksimum apsorpcije kod 207 mp. sa blagim padom prema vecim valnim
duzinama gdje se mogu jedva naslutiti maksimumi kod —230 i —280 mp.
Dodatkom HCl kiivulia ostaje ista (nesto manja apsorpciia), a dodatkom
KOH pDve6a se apsorpcija s maksimumom kod 204 mp, a predmnijeva se
maksimum kod 256 i 285 mp.

Mjerenjem u VIS, uz vecu koncentraciju (O,!"/©) naden je i maksi
mum kod 360 mp.

Apsorpcijski spektrogram frakcije H-111 (slika 41) pokazuje izra-
zitije maksimume i to kod 210 i 272 mp. Dodatkom HCl apsoipcija se
nesto sipanjuje, a polozaji maksimuma ostaju isti, dok uz dodatak KOH
dolazi do hipsokromnog pomaka s maksimumom kod 202 mp, a pret-
postavlja se i kod 255, 285 i 365 mp.

Apsorpcijski spektrogram frakcije H-112 (slika 42) ima maksimum
apsorpcije kod 207 mp, a naslucuju se i kod 278 mp. Dodatkom HCl
apsorpcija se smanjuje, maksimum je kod 206 mp, a predmnijeva se
i kod >-270 mp. Dodatkom KOH dolazi do hipsokromnog pomaka, ma
ksimum je kod 203 mp, a naslucuje se i kod 256 i 286 mp.

Mjerenjem u VIS podrucju naden je maksimum kod 368 mp.
Apsorpcijski spektrogram frakcije H-12 (slika 43) pokazuje apsorp

cijski maksimum kod 205 mp, a naslucuje se kod 232 i 286 mp. Dodatkom
HCl krivulja ostaje ista, a dodatkom KOH, uz hipsokromni pomak, dobije
se maksimum kod 203 mp, a predmnijeva kod 243 i 283 mp.

Apsorpcijski spektar frakcije H-21 (slika 44) pokazuje apsorpcijski
maksimum kod 205 mp, a jedva se naslucuje kod 230 i 280 mp. Dodat
kom HCl apsorpcija se jako smanjuje, a maksimum je ravan od 205—
—230 mp. Dodatkom KOH maksimum se pomice na 202 mp, a naslucuje
se i maksimum kod 251 i 283 mp.

Apsorpcijski spektar frakcije H-22 (slika 45) s obzirom na malenu
koncentraciju pokazuje samo maksimum kod 205—220, isto tako u
kiselom mediju. Dodatkom KOH maksimum je kod 200 mp, a pretpos-
tavlja se kod 247 mp.

Svi maksimumi hrastova ekstrakta i frakcija dani su u tabeli 17
(str. 61) pod brojevima 40—45.

5.25 UV-spektri rujeva taninskog ekstrakta i frakcija — VV spectra
of Sumach tannin extract and fractions

Taninski ekstrakt ruja i njegove frakcije ispitane su analogno kao
i taninski ekstrakti kestena i hrasta.

Apsorpcijski spektrogrami R, R-1, R-21, i R-22 dani na slikama
46—49 su toliko slicni, da ce biti opisani zajednicki.

Svi oni pokazuju izrazite maksimume apsorpcije kod —215 i 268 mp.
Dodatak HCl kod svih dovodi do batokromnog pomaka, ali kod R

i R-21 apsorpcije su smanjene, kod R-1 ostaje gotovo ista, dok se kod
R-22 jako povecava. Dodatkom KOH dolazi do hipsokromnog pomaka.

Svi maksimumi rujeva ekstrakta i frakcija dani su u tabeli 17 pod
brojem 46—49.
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Tab. 17

Slika Tvar
^max (nin) — (HCl) Xmai (mix) —(KOH)

I II Ill IV i II Ill IV I II III IVa IV

34 K 213 ^-^364 213
_ 260, 280 — 202 257 336

35 K-111 214 270 ~370 215 — 271 — 203 — 245 285 345

36 K-112 215 263 -^364 217 — 266 — 203 — 255 288

37 K-12 215 275 — 215 — 275 — 202 — 243 —
335

38- K-21 213 _ 280 ~360 213 — 282 — 203 — 243 283 327

39 K-22 206 226 273 — 206 224 273 — 203 243

40 H 207 230 280 360 207 230 280 • 204 256 285

41 H-111 210 — 272 — 210 — 272 — 202 — 255 285 365

42 H-112 207 — 278- 368 207 — 270 •— 203 — 256 286 —

43 H-12 205 230 — — 205 232 — — 203 — 243 283 —

44 H-21 205 230 280 — 205 —■
— — 202 — 251 283 —

45 H-22 205 220 — — 205 220 — —
200 247 ,

46 R 215 279 ^370 217 279 202 241 285 '
47 R-l" 215 276 — 217 — 278 — 202 — 242 285 —

48 R-21 215 278 — 217 — 278 — 202 — 242 287 —

49 R-22 211 —
277 —

216 • — 275 202 245 286 359



5.26 Diskusija rezultata — Discussion of results

korf tanini pokazuju jaku apsorpciju
1 1 • niaksimuma apsorpcije uglavnom je sirok. Ostriiivrh pok^uju n^ey tanmski ekstrakt i njegove frakcije te K-111 i

mzu: K-lll, K-112. K-12 i K-22 maksimumi apsorpcije su
Analogno se primjecuje i kod hrastovaekstrakta i njegoyih frakcija. Kod rujeva ekstrakta samo frakclja R-22

im^a nesto neostnji vrh, dok su ostali ostri. Moglo bi se kazati, da ie
oblik apsorpcijskog spektrograma kestenova ekstrakta rezultanta spek-
trograma frakcya. ^

Kod ispitivanih ekstrakata i njihovih frakcija nadena su 4 apsorD-
ci]ska maksimuma.

Prvi apso^cijsM maksimum kestenova ekstrakta nalazi se kod 213—

i  ̂ dvojni maksimum, veci (206 mir)1 man]! (226 mji), koji bi rezultiraU kao i ostali. Taj apsorpciiski maksi-
mum kod hrastova ekstrakta je kod 205—210 m^. Kod H, H-12- H-21
1 H-22 primjecuje se i jedan stopljeni maksimum kod 230 m{x. Apsorp-"
cijski maksimum kod rujeva ekstrakta je kod 215 mp izuzev R-22 gdje
je 211 mix. ^ ■■

1  j apsoypcijski maksimum, naslucuje se, a spomenut je uz prvikod K-22, H, H-12, H-21 i H-22. Taj je maksimum stopljen s prvim,
a nalazi se izmedu 220—230 mp. k j p v m,

Treoi maksimum nalazi se kod svih ispitivanih taninskih ekstrakata
izmedu 270—280 mix, izuzev K-112. gdje je 263 m^i. Taj se maksimum
^abo kod slijedecih frakcija: H, H-12, H-21, H-22, K, K-12,
^7}' K-22 Potpuno je izrazit i jak kod: R, R-1, R-22, H-111, H-112,
K-111, K-112,

Cetvrti maksimum je naden mjerenjem u VIS podrucju i kod vecih
koncentracija otopme. Lokacija mu je izmedu 360—370 mix.
„  T" ispitivani uzorak sadrzavao 5 • 10"^ MHCl primijeceno je da je oblik krivulje ostao prakticki isti '

Kod svih ispitivanih tvari (osim kod K-22, R-1, a naroCito R-22 gdje
je eiekt obmut) doslo je do smanjenja apsorpcije.

Maksimumi se podudaraju s onima bez dodatka HCl time, da su Ui
2r ^oslo do malog batokromnog pomaka (izuzev R-22 iH 112) koji iznosi 1—3 mp, a u jednom slucaju i 5 mix (R-22).

Dodatkom KOH, tako da je uzorak sadrzavao 5 • 10~^ M KOH
primijecene su znatne promjene.

Znatno je i^jenjen oblik spektrograma: prvi maksimum je postao
ostar 1 izrazit, drugi je nestao, treci je pomaknut, a izmedu trecega i
cetvrtog maksimuma predmnijeva se novi maksimum kod 283—288 mp.
.. ^^i maksimum apsorpcije se znatno povecao, a apsorpcija se u
cijelom podrucju povecala tek nesto bez narocito izrazitog maksimuma.

Opcenito utjecaj KOH je znatno jaci od utjecaja HCl.
Narocito se istice jak hipsokromni pomak kod svih ispitivanih tvari.
Taj je pomak za prvi maksimum kod kestenova ekstrakta i frakcija

11—13 mix, kod hrastovog ekstrakta i frakcije 3—8 mix, a kod rujeva
ekstrakta i frakcije 13 mix (osim R-22: 9 mix). Drugi maksimum je nestao.
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Treci maksimuni ima hipsokromni pomak kod kestenova ekstrakta
i frakcije 25—37 mp (osim K-112: Smp), kod hrastova ekstrakta i frak-
cije 17—29 mn., a kod rujeva ekstrakta i frakcije 32—38 mp.

Novi maksimum lezi izmedu 283—288 mp.
Cetvrti maksimum ima hipsokromni pomak 25—33 mp za kestenove

ekstrakte, dok su za ostale manjkavi podaci.
Usporedujuci apsorpcijske krivulje standarda sa spektrogramima is-

pitivanih tanina i frakcija po obliku, skoro svi spektrogrami imaju
slicnosti s taninskim spektrogramima.

Narocite slicnosti sii izmedu spektrograma galne kiseline i spektro-
grama ruja i njegovih frakcija, kako po obliku, tako i po identicnosti
polozaja maksimuma.

Spektrogram elag kiseline pokazuje izvjesnu slicnost u kracim val-
nim duzinama s H-111, K-111.

Spektrogrami 3,6 digaloil glukoze i pentagaloil glukoze — zadnje
narocito zbog vece apsorpcije prvog maksimuma u KOH — pokazuju
slicnosti sa frakcijama K-111, K-112, H-111, H-112, a narocito s R,
R-1 i R-21.

Spektrogrami hebulagne i hebulinske kiseline narocito su intere-
santnl zbog sirokoga, zapravo dvojnoga prvog maksimuma, koji pod-
sjecaju na maksimum frakcija K-12, K-21, K-22, H-12, H-21 1 H-22,
a koji mozda sudjeluju u oblikovanju sirokog maksimuma kod K- i H-
ekstrakta.

Fisetin 1 d-katehin ne pokazuju bitne promjene u promjeni polo
zaja maksimuma dodatkom kiseline ill luzine slicno kao i resorcin i piro-
galol. Pojedini maksimumi se pojavljuju i na mjestima apsorpcije u
taninskim frakcijama, ali cijele krivulje tesko je usporedivati.

Prema literatumim ,podacima (127) kromofori u obliku fenolnih
jezgri pokazuju apsorpciju kod 280 mp, ali ne samo kod mimoza tanina
i quebracha (83) vec i kod elag kiseline (138) i katehina (127). To isto
nadeno je i u nasim ispitivanjima kod nekih standardnih tvari (hebu-
lagna i hebulinska kiselina), supstituirane glukoze, d-katehina, elag
kiseline i skoro svih taninsMh tvari. U nekim je slucajima maksimum
stopljen, ali se naslucuje.

Maksimum kod 277 mp za. tanin iz galnih jabucica i 275 mp za
tanin dz hrastove kore, koji je nasao Kishimoto (87), podudara se s nasim
podacima, a isto tako se podudara maksimum K- frakcija 263—275 mp
sa onim nadenim u taninu kore kestena (C. crenata — tj. 265—274 mp
(86).

Sohn (152, 153) navodi da hidrolizirajuci tanini, za razliku od piro-
galolnih, nemaju maksimuma kod 280 — sto potvrduje i Blazej (12),
Putnam (125) i Buchanan (19). Medutim, mi smo taj maksimum nasli
vise ili manje izrazen kod svih ispitivanih tanina sto se slaze za keste-
nov ekstrakt s ispitivanjem Mladeka (168). Uzrok je, vjerojatno, sto je
ispitivani ekstrakt dobiven iz drva i kore zajedno (komercijalan). Kon-
centracija takoder igra veliku ulogu, a treba naglasiti da se maksimum
narocito istice kod nekih frakcija, dok se kod drugih jedva zamjecuje.
Maksimum kod 290 mp kestenova ekstrakta nasli su Lasserre s koau-
torima (90), a s njihovim se podacima slazu u biti i podaci za galnu
kiselinu.
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Opcenito se moze smatrati, da je, postignuta dosta dobra podudar-
nost s literatiirnim podacima.

5.3 Mjerenje IR'spehtara tanina — Measurement of IR spectra of tannins

O IR-apsorpcijskim spektrima tanina u prvom_ Hershensonovom indeksu (63)
nema podataka, dok se u drugom indeksu (64) nalazi registriran jedan red. U torn
se radu (41) usporeduje IR-spektre od gambira, produkata autooksldacije (+) kate-
hma 1 »tamna«, doblvenoga. HCl kondenzacijom (+) katehina.

Autori su uzorke tanina (0,6 mg) mijeSali s KBr (250 mg) i pripremill pastilu.
Mjerenja su obavljena na Perkin-Elmer Infracord IR-spektrofotometru. Slika 50
pnkazuje dobivene IR-apsorpcijske spektre.

kBU sooo

Frequency
15O0 fOdO M

!

^ 40

e  7

Wavden^lrti
SLIKA 8R50 |R-SPEKTR0(3RAM1 AUTOOKSIDACIONIH PRODUKATA •

WKATEHINA C—) l*TANINA' DGBIVEND6 HCl KONDENZACIJOM

COKATEHINAC—) CB10CHEM.J.C1960) 7g,25

Za ispitivane tanine, tj. za hrast, kesten ill ruj naden je same podatak za
kestenov tanin. Autor (115) je ispitivao kestenove taninske frakcije i elag kiselinu
u nujolu te iznosi, da su sve kestenove frakcije pokazale jaku keto-apsorpciju.

Ispituju6i IR-spektar za procisceni kestenov (C. crenata) taninski ekstrakt,
Okamura (101) je nasao takoder jaku keto-apsorpciju. -

U nizu radova na kondenziranim taninima Roux i koautori su ispitivali i nji-
hove IR-spektre. Pregled valnih duzina apsorpcijskih maksimuma pojedinih funk-
cionalnih grupa dan je u tabeli 18. Mjerenja su obavljena metodom KBr-pastila.

Jednu studiju IR-spektara tanina dao je Putnam's koautorima (118). Ispitani
su IR-spektri slijedecih tvari:

tanini i katehini
acetilirani derivati'
deacetilirani tanini
metilirani tanini

(9 spektrograma)
(8 spektrograma)
(3 spektrograma)
(3 spektrograma).

Mjerenja su obavljena s Perkin-Elmer Model 21 s NaCl prizniom u podruCju
2,5—ISp.

Preparati su pripravljeni u nujolu i autori navode, da zbog toga nisu mogla
biti analizirana podru6ja:

3,35—3,65 p; 6,75—7,60 p i 7,20—7,33 p.

Kod preparata, pripravljenih u kloroformu nisu mogla biti analizirana pod-
ruSja 8,10—8,45 p i 12,70—15,0 p.
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tab. 18

Grupa 1 Valni broj '(cm— Ispitivana tvar (literatura)

1.

—O—Me 1038 i  ̂

(Iz quebracha) 2-benziI-4'-metoksi-2,6,3'-tri-
hidroksikufnarah-3-on (131)

2. —C—H 2940
< 4'7-dihidroksiflavan-3,4-diol - (136) j

3.

=c=o

(arom.)
a) 1270
b) 1280

kao 1 ,
.(-)butin (iz mimoze), tj. (-)-7,3',4'-trihidroksi-
flavanon (132) ?» , • [

4.

arilalkil

eter

a) 1120
b) 1125
c) 1120
d) 1120

kao 1

kao 2

kao 1 '

kao 3b

■ 5.
—C=C—

(arom.)

a) 1615, 1590, 1508
b) 1630, 1525, 1470
c) 1600 (stopljeno)

d) 1600, 1530, 1465

kao 1 . , '
kao 2
(iz akacije) robtin (7,3'4',5'-tetrahidroksifla-
vanon) (135),
kao 3b

II

O
il

o

a) 1680—1660-
b) 1690
c) 1640
d) 1640—1725
e) 1650
f) 1655 i 1345
g), 1650
h) 1655

o-quinoni (41)
kao 1 (ne helatizirani aril keton)
kao • 5c '
(128)
butin (7,3',4'-trihidroksiflavanon) (132)
trimetilbutin (133)
kao 3b
butin (135)

7.

(fenol.) 1170
...

kao 2

8. —OH

(sek.)

a) 1015
b) 1030 •
c) 1000—1100
d) 1000—1100

fustin (3,3',4',7-tetrahidroksifIavan-4-on) (132)
kao 2
kao 5c

kao 2

9. —OH

a) 3345—3335
b) 3250
c) 3340
d) 3500

e) 3475
f) 3450

•f katehin kondenzirarii kao 6a
kao 1
kao 2

7,3',4'Ttrihidroksiflavan-3.4 diol (pentaacetat)
(134)
7,3',4'-trimetoksiflavan-4-ol (133)
kao 3b

Od tanina i katehina su ispitivane slijedece pojedine tvari: proeisceni que
bracho ekstrakt, quebracho ekstrakt A, proeisceni mimoza ekstrakt, procisfieni
gambir ekstrakt, proeisceni mangrove ekstrakti: A, B i A-181, nekristalizirani
quebracho-katehin i kristalinicni d-katehin. Sva ispitivanja prve gmpe obavljena
su u nujolu.

Apsorpcijsko podrucje, zajedniiko za sve ispitivane- flobatanine, sumirano je
u tabeli 19. •

5 Glasnlk za Sumske pokuse XVII
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Tab. 19

3,00—3,70 (3270—3330 cm-i)

3,30—3,40 H (2930—3030 cm-*)

5,70—5,82 n (1725—1760 cm-*)

6,20—6,28 |X
6,60—6,75 [X

(1590—1610 cm-*)
(1480—1515 cm-*)

8,40 p. (1190 cm-*)

10,20 p (980 cm-*)

udruzene OH grupe

— C —H

I

= C = O

fenil prsten

I
vjerojatno — C — O —

I
— R —CH = CH — R

Usprkos slicnosti krivulje se medusobno razlikuju. Razlike na podrucju 10—15 p
mogu potjecati od razliCitih skeletnih oblika.

Najinteresantnija je svakako apsorpcijska krivulja d-katehina, koja je u pre-
gledanoj literaturi ujedno jedina zanimljiva u vezi s nasim ispitivanjima (si. 51).

^.0

2 3 4 5 6 7 0 9 10 11 12 13 14 15 Jl
SLIKABR.5'1 IR-SPEKTR06RAM D-KATEHINA U NUJOLU

(J.A.LDA1954..427J

5.4 Eksperimentalni dio — Experimental

5.41 Uvod — Introduction

Uzorci standarda i tanina (1—^2mg) su dobro izmijesani s cca 250 mg kalijeva
bromida te su ucinjene pastile. Mjerenja su obavljena Perkin-Elmer Infracord
spektrofotometrom.

Ispitivane tvari mogu se podijeliti u 4 grupe:

1. Standardne tvari

a) resorcin (CeCeOa) — »Merck«
b) pirogalol (CsHeOs) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
c) galna kiselina (CyHoOs) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
d) elag kiselina (C14H6O8) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
e) 3,6-digaloilglukoza (C20H20O13) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
i) pentagaloilglukoza (C41H32O25) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
g) hebulagna kiselina (C41H30O27) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
h) hebulinska kiselina (C41H32O27) — O. Th. Schmidt (Heidelberg)
i) fisetin (C15H10O0) — »Fluka« AG — purum
j) d-katehin (C15H14O0) — »Fluka« AG — puriss.
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HO
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HO 1

KX-O-CO-f \oH
1

H-C

I
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/ \
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// \
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d- iJATEHIN

2. Kestenov taninski ekstrakt i njegove frakcije
a) K, b) K-111, c) K-112, d) K-12, e) K-21, f) K-22.

3. Hrastov taninski ekstrakt i njegove ^rokcije
a) H, b) H-111, c) H-112, d) H-12, e) H-21, f)' H-22.

4. Rujev taninski ekstrakt i njegove frakcije
a) R, b) R-1, c) R-21, d) R-22.
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5.42 IR-spektri standardnih supstanca — IR spectra
of standard substances

Odredene atomske grupacije, zavisno o stmkturi molekule, daju
karakteristicne apsorpcijske vrpce,

Struktume formule standardnih tvari prikazane su na str. 67.
Slike od 52—61 prikazuju IR-apsorpcijske spektrograme 1 grupe,

tj. standardnih tvari.

Jedini apsorpcijski spektar koji se moze usporediti prema dostup-
noj literaturi je spektar d-katehina. Usporede li se spektrogrami (si. 51
i 61) vidi se identicnost, iako postoji razlika u pomaku od oca 0,3 p. Treba
naglasiti da je d-katehin jednom mjeren u nujolu, a drugi puta u
KBr-u. '

5.43 IR'Spektri kestenova taninskog ekstrakta i frakcija
IR spectra of Chestnut tannin extract and fractions

Drugu grupu IR-apsorpcijskih spektrograma prikazuju slike 62—67.
To su spektrogrami kestenova taninskog ekstrakta i njegovih frakcija.

Usporedujuci apsorpcijske spektrograme kestenova taninskog eks
trakta i njegovih frakcija, mogu se kod svih uociti slijedeci apsorpcijski
makslmumi, svrstani u tabeli 20.

Tab. 20

max (cm—*) K K-111 K-112 K-12 K-21 K-22

1. 3500—3600 + + + + + + '+ + + + + + + + + + + +
2. '^3025 — ? +(-) +(-) +(-)
'3. 2320 + -i- + + + + + +
4. 1740 + + + +++ + + + + + + + + + +++
5. 1625 + + + +++ + + + + + + + + + + + +
6. 1550 — ++
7. 1450 + + ++ + + + + +
8. 1325 + ++ + + +
9. 1190—1210 + + ++ + + +
10. 1100 ? + +
11. 1035 +'+ +++ + + +
12. 860—870 + ++ + + —

13. 775—780. + ++ + + + +
14. 740—750 + ++

—

Oznake u tabeli:

+ + +
+ +

+

jak apsorpcijski maksimum
apsorpcijski maksimum
slab apsorpcijski maksimum
bez apsorpcijskog maksimuma
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5.44' IR-spektri hrastova taninskog ekstrakta i frakcija
IR spectra of Oak tannin extract and fractions

Treca grupa IR-apsorpcijskih spektrograma dana je na slikama
68—73, koje prikazuju spektrograme hrastova taninskog ekstrakta i nje-
govih frakcija.

Apsorpcijski maksimumi dani su pregledno u tabeli 21, a nz iste
oznake kao 1 kod kestenova ekstrakta i njegovih frakcija.

Tab. 21

max (cm—') 1  ̂ H-111 . H-112 H-12 H-21 H-22

1. 3500—3600 + + + + + + + + + ++ + + + + + + +
2. 3050 + + +. + + +
3. 2320 7 + + + +
4. 1720—1750 + + + ++ + + + + + + + + + + + +.+
5. 1620 + + + + + + + + + + + + + + + + + +
6. 1525 + + + + + • + + +
7. 1450 + + + + + + + + + + +
8. 1325 • + + + + +.+ ■ + + + + + +
9. 1190—1210 + + ■ + + + + + + +
10. 1110 + ?

11. 1030—1040 + + + + + + + + + + +
12. 880 ' + _ _

13. 770 + 7 + + + 7

14. 750 ' - - ? 7 + . + + ■ ■  ?

5.45 IR-spektri rujeva taninskog ekstrakta i frakcija
IR spectra of Sumach tannin extract and fractions

Cetvrtu grupu IR^apsorpcijskih spektrograma cine slike 74—77, koje
prikazuju spektrograme rujeva taninskog ekstrakta i njegovih krivulja.

Apsorpcijski maksimumi dani sii u tabeli 22 (oznake kao i kod kes
tenova i hrastova tanina).

Tab. 22

max (cm—') R R-1 1 R-21 R-22

1. 3600 + + + + + + + + + + + +
2. 3050 7 + ? 7

3. 2350 4- - + 4- 4-
4. 1720—50 ++ + + + ++ +
5. 1625 + + + + . ++ 7

6. 1540—1560 + + + + 4-
7. 1450 + +4* + -+
8. 1330 + +++ + 7

9. 1200 + +++ . + 7

10. 1100 9 + 7 7

11. 1030 + +++ 4- 7

12. 875 + ++ + 7

13. 770 + ++ + 4-'
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5.46 Diskiisija rezultata — Discussion of results

Iz spektrograma i tabela je vidljivo, da su apsorpcijski maksimumi
kod sva tri tanina i njihovih frakcija skoro identicni. Variranja mogu
donekle zavisiti i o pripremi pastile.

U sve tri vrste tanina i njihovim frakcijama nadeno je cetmaest
izrazitijih analognih apsorpcijskih maksimuma. Ti maksimumi variraju
od frakcije do frakcije pojedinih tanina, u nekima su izrazitiji, a u
nekima nestaju, ali su ipak nadeni u svim ispitivanim taninskim ekstrak-
tima i njihovim frakcijama.

Opcenito se opaza, da intenzitet i definiranost maksimuma apsorp-
cije pada od vecih valnih brojeva prema manjima.

Isto tako, opcenito, frakcije, topljive u acetonu, (npr. K-111) poka-
zuju izrazitije apsorpcijske maksimume nego frakcije netopljive u ace
tonu (npr. K-22).

U detaljima razlike takoder nisu velike. S obzirom na maksimume
apsorpcije uocuje se slijedeca razlika:

maksimum apsorpcije kod 1550 cm~^ je kod K-111, zapravo dvostruki
(veci 1550, manji 1530), dok se kod drugih frakcija kestenova tanina
primjecuje slabo ili nikako.

Isti taj maksimum kod H i H-fr^cija je kod 1525 cm~^, s time
da mu izrazitost pada ovim redom:

■H, H-111, H-12, H-112, H-21, dok ga frakcija H-22 nema. Kod
rujeva tanina je taj maksimum apsorpcije kod 1540 i 1560 cm~^. On
je u frakciji R-1 najbolje izrazen, ali tako da je maksimum zapravo
kod 1550 cm~^, a dva neznatna, stopljena maksimuma postoje na 1540
i 1560 cm""^.

Usporedbom spektrograma istoimenih frakcija (npr. H-12 s K-12
i R-12 ili H-22 s K-22 i R-22) opaza se slijedece:

Frakcije H-12 i K-12 se znatno razlikuju time, sto je spektrogram
frakcije K-12 od 1400—700 cm~^ bez izrazitog apsorpcijskog maksimuma.

Frakcija R-22 u usporedbi s H-22 i K-22 ima znatno slabije izrazene
apsorpcijske maksimume.

Ostale frakcije se medusobno vrlo malo razlikuju.
Usporedbom spektrograma standarda sa spektrogramima taninskih

ekstrakata i njihovih frakcija moguca su slijedeca usporedivanja:
1. Spektrogram resorcina (SI. 52) nema bitne slicnosti s tanin

skim spektrogramima.
2. Za spektrogram pirogalola (SI. 53) vrijedi isto kao i za resorcin.
3. Spektrogram galne kiseline (SI. 54) donekle je slican spektro

gramima: K, K-112, H i H-112, a u cijelosti je vrlo slican
spektrogramima: K-111 i R-1 (kao rujevoj frakciji s najizra-
zitijim apsorpcijskim maksimumima).

4. Spektrogram elag kiseline (SI. 55) slican je samo na valnom
podrucju od cca -3500—1400 cm~~^ spektrogramima: K, K-111,
K-112, H, H-111, H-112, H-12. H-21 i R-1.

5. Spektrogram 3,6-digaloilglukoze (SI. 56) slican je spektrogra
mima K-111, H-112 i R-1.
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6. Spektrogram pentagaloilglukoze (SI. 57) vrlo je slican spektro-
gr^ma; K, H, H-112, H-12, H-21 i H-22 (s time da
slicnost pada u nizu od H do H-22), a gotovo je identican
spektrogramima: K-111, K-112.

7. Spektrogram hebulagne Mseline (81. 58) vrlo je slican u val-
nom podrucju 4000—1100 cm-^ sa spektrogramima K, K-111,
K-112, K-22, H i svim H-frakcijama, a frakciji R-1 slican je
u cijelom valnom podrucju.

8. Spektrogram hebulinske kiseline (SI. 59) slican je u valnom
podrucju 4000—1000 cm-i spektrogramima: K, H-12, H-21, a na
cijelom podrucju gotovo analogan sa spektrogramima K-111,
K-112, H, H-111, H-112, a s R-1, moze se kazati, da je identican.
Spektrogram fisetina (SI. 60) nema slicnosti sa spektrogramima
ispitivanih tanina i njihovih frakcija osim donekle kod vecih
valnih brojeva.

Za spektrogram d-katehina (81. 61) vrijedi isto kao i za fisetin.

8 obzirom na valne brojeve pojedinih apsorpcijskih maksimuma,
nadenih IR-spektrografskom analizom pojedinih taninskih ekstrakata i
njihovih frakcija, moze se pretpostaviti da su uzrokovani atomskim gru-
pacijama koje su navedene u tabeli 23.

9.

10.

Tab. 23

1. max 3500—3600 cm-i jaka apsorpcija —OH
2. max 3050 cm—^ slaba apsorpcija —C— aromatski
3. max 2320—2350 cm-» slaba apsorpcija 9

4. max 1720—1750 cm-i jaka apsorpcija = C=0 karboksil
(aldehid, ketoni) •

5. max 1620—1625 cm—^ jaka apsorpcija =c=o 1 1
(ili aromatski —C=C—)

1  t
6. max 1525—1560 cm-i jaka apsorpcija

7. max 1450 cm—* jaka apsorpcija
1  1

—C=C— (aromatski)
t  1

8. max 1325—1330 cm-* jaka apsorpcija
I  [ •

—OH ili —C=C—

(aromatski)

9. max 1190—1210 cm-* jaka apsorpcija = C—OH (fenolni)
t  1

10. max 1100—1110 cm-* slaba apsorpcija
I  1

-;C—0—C— ili —CHOH
1  I

11. max 1030—1040 cm-* jaka apsorpcija

I  1

—OH (sekundarni) ili
—CH2OH

12. max 860— 880 cm-* slaba apsorpcija tri supstituirani
benzenski prsten

13. max 770— 780 cm-* slaba apsorpcija 1, 2, 3 tri ili 1,3 disupsti-
tuirani benzenski prsten

14. max 740— 750 cm-* slaba apsorpcija mono ili 1,2 disupstitui-
rani benzenski prsten
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Da su apsorpcijski ihaksimumi vjerojatnp uzrokovani navedenim
grupama, zakljuceno je prema tabeli 18, tabeli 19, standardnim tvarima
te prema Bellamy (10) i Flettu (42).

6. Zakljucna diskusija — Conclusive discussion

U tijeku ove radnje obavljena su istrazivanja domacih taninskih
ekstrakate i to:

taninskog ekstrakta iz drva pitomog kestena (C. vesca)
taninskog ekstrakta iz drva hrasta (Q. pedunculata)
taninskog ekstrakta iz rujeva lisca (R. cotinus)

Ekstrakti su frakcionirani, zatim je obavljena semimikrotaninska
analiza i odredivanje pH te odredivanje secera. Konacno su ekstrakti
i frakcije ispitani metodama dvosmjerne kromatografije, te UV- i IR-
-spektrofotometriiski.

Rezultati navedenih istrazivanja su sHjedeci:

1. Frakcioniranjem pomocu otapala kruti taninski ekstrakti ras-
tavljeni su u frakcije. Kod kestenova i hrastova ekstrakta dobiveno je po
pet frakcija, a kod rujeva tri frakcije.

2. Taninska analiza obavljena je semimikro filter metodom, 1 to
originalnih ekstrakata kao i njihovih frakcija. Nije obavljena analiza
onih frakcija, koje u taninskom ekstraktu sudjeluju s manje od 2®/o.

Frakcioniranjem kestenova ekstrakta dobila se jedna frakcija (K-111),
koja ima bolje osobine od originalnog ekstrakta, ali te fr^cije ima
svega oko 4,6®/o. Frakcioniranjem hrastova ekstrakta dobilo se oko 40®/o
frakcije H-22, koja ima dobre osobine i odlicna stavna svojstva. Frak
cioniranjem rujeva ekstrakta dobilo se oko 74®/o frakcije R-21, koja
ima vrlo dobre analiticke osobine s odlicnim svojstvima stavljenja.

Zakljucujuci prema osobinama svih triju ekstrakata, moze se ka-
zati da se aktivne taninske tvari u kestenovu ekstraktu donekle jedno-
licno rasporeduju u frakcije. Kod hrastova ekstrakta moze se dobiti kva-
litetni ekstrakt kao netopljiva tvar u acetonu i metanolu. Kod rujeva
ekstrakta otapanjem u acetonu izdvajaju se manje vrijedne tvari, a
otapanjem u metanolu u otopinu prelazi kvalitetni tanin.

Spomenute osobine nasih ekstrakata nisu prije ovih radova bile
poznate u praksl i znanstvenom istrazivanju.

3. Kao standardne tvari za sva daljnja istrazivanja uzete su ove
kemikalije; resorcin, pirogalol, galna kiselina, elag kiselina, 3,6^igaloil
glukoza, pentagaloil glukoza, hebulinska kiselina, hebulagna kiselina,
fisetin i d-katehin, koje su dobivene kao ispitani preparati.

Kod kromatografiranja standardnih tvari opazeno je, da su Rf vri-
jednosti u smjesi nize od Rf vrijednosti istih tvari, kromatografiranih
pojedinacno.

4. Kromatogrami kestenova taninskog ekstrakta i njegovih frakcija
pokazall su 23 komponente, razvijene s amonijakalnim srebmim nitratom
kao i 17 komponenata vidljivih pod UV-svjetlom.
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Na temelju obavljenih. pokusa nadeno je da kestenov ekstrakt
i njegove frakcije sadrze: galnu kiselinu, 3,6-digaloil glukozu, pirogalol,
resorcin, tragove hebiilinske ili hebulagne kiseline te secere. Karakte-
risticno je da nije prisutna slobodna elag kiselina.

Frakcije netopljive u acetonu pokazuju velike kolicine mrlja, iden-
tifikacija kojih se nije mogla odrediti.

5. Kromatogrami hrastova taninskog ekstrakta i njegovih frakcija
pokazali su 25 komponenata, koje reagiraju s amonijakalnim srebmim
nitratom i 15 komponenata vidljivih pod UV-svjetlom.

Na temelju obavljenih pokusa nadeno je, da hrastov taninski
ekstrakt i njegove frakcije sadrze: galnu kiselinu, 3,6-digaloil glukozu,
hebula^u kiselinu, velike kolicine jednostavnih fenola, od kojih je
determiniran resorcin i pirogalol, te secere. Piisutnost slobodne elag kise
line nije se opazila.

U originalnom ekstraktu kao i u frakcijama netopljivim 'U acetonu
i metanolu pokazalo se nagomilavanje, odnosno tesko odvajanje nepoz-
natih tvari.

Frakcija H-22 (netopljiva u acetonu i metanolu) na osnovi taninske
analize pokazala je, da ima najbolje stavne osobine. Kromatogram te
frakcye pokazao je veoma slabu razdiobu. Iz navedenoga se moze
zakljuati da^nijedna od determiniranih supstanca nije jace odgovoma
za kvalitetu stavljenja i da to pripada nepoznatim tvarima spomenutog
ekstrakta.

Dobro izrazene mrlje jednostavnih fenola razjasnjavaju pojavu tamne
boje toga ekstrakta duljim stajanjem na zraku.

6. Kromatogrami mjeva taninskog ekstrakta i njegovih frakcija
pokazali su deset komponenata, koje reagiraju s amonijakalnim srebmim
nitratom i sedam komponenata vidljivih pod UV~svjetlom.

Na temelju obavljenih pokusa nadeno je, da rujev taninski eks
trakt 1 njegove frakcije sadrze: galnu kiselinu, 3,6-digaloil glukozu, pen-
tagaloil glukozu, katehinski spoj i tragove nekih nepoznatih tvari.

Frakcija R-21 (netopljiva u acetonu, topljiva u metanolu), koja se
na osnovi taninske analize pokazala kao najbolja, ukazuje na prisutnost
digaloil- i pentagaloil-glukoze, a vjerojatno i penta-m-digaloil glukoze.
Na temelju navedenoga slijedi, da su upravo te tvari odgovorne za
kvalitetne osobine rujeva taninskog ekstrakta.

Za taj taninski ekstrakt karakteristicno je da nema slobodnih fenola,
cime se moze razjasniti svdjetla boja i stabilnost vodenih otopina spome
nutog ekstrakta.

7. Kromatogafskim ispitivanjem istrazena je prisutnost slobodnih
secera. U nasim taninskim ekstraktima nadenl su slijedeci seceri:

a) U kestenovu ekstraktu: galaktoza, glukoza, arabinoza i ksiloza.
Najveca je kolicina arabinoze, koja sigurno dolazi u netaninskom

dijelu, a nastala je razgradnjom pentozana tijekom ekstrakcije drva. Koli
cina glukoze je nesto manja, a nastala je manjim dijelom uslijed hidro-
lize heksozana, a vecim dijelom razgradnjom galoil-glukoza i ostalih ne-
determiniranih glukozida.

b) U hrastovu ekstraktu: galaktoza, glukoza, nepoznati se6er, ara
binoza i ksiloza. Najveca kolicina je arabinoze, koja je nastala hidro-
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lizom pentozana hrastova drva u tijeku ekstrakcije. Kolicine glukoze,
galaktoze i ksiloze su nesto manje. Ksiloza je nastala iz pentozana drva
hidrolizom. tijekom ekstrakcije. Kolicina pentozana, arabinoze a ksiloze
je veca nego kod kestenova ekstrakta, sto se slaze sa sadrzajem pento
zana u drvu, tj. da hrastovina sadrzi vise pentozana od kestenovine.
Glukoza, pored hidrolize heksozana drva, nastala je i hidrolizom galoil
glukoza. Zanimljiva je pojava galaktoze kao i nepoznatog secera. Moze
se pretpostaviti da su oni nastali hidrolitickom razgradnjom nepoznatih
tvari, karakteristicnih za hrastov ekstrakt.

c) U rujevu taninskom ekstraktu; galaktoza i glukoza. S obzirom na
porijeklo toga ekstrakta, tj. iz lisca, moze se razjasniti odsutnost arabi
noze i ksiloze. Velika kolicina glukoze karakteristicna je za taj ekstrakt,
a izrazava se u netaninskoj komponenti ekstrakta. Porijeklo joj se moze
traiiti u nestabilnoj i osjetljivoj galoil-glukoznoj molekuli. Prisutnost
galaktoze ne moze se razjasniti te se pretpostavlja da su na nju bile
vezane nepoznate tvari spomenutog ekstrakta, nadene na 'kromatogra-
mima.

Iz sadrzaja secera vidi se, da je na fermentativnu razgradnju naj-
stabilniji kestenov ekstrakt, osjetljiviji hrastov, a najvise ce se razgra-
diti rujev ekstrakt.

8. Izmjereni su UV-apsorpcijski spektri tanina kestena, hrasta, ruja
u neutralnom (voda-metanol), kiselom (HCl) i luznatom (KOH) mediju.
Obavljena sii neka ispitivanja i u vidljivom podrucju spektra.

a) Prema obliku krivulja ispitlvanih tanina i njihovih frakcija mo-
glo hi se zakljuciti, da je spektrogram pojedinih tanina rezultanta spek-
trograma njihovih frakcija.

b) Izmedu spektrograma kestenova i hrastova tanina i njihovih
frakcija postoji znatna slicnost, dok rujev taninski ekstrakt i njegove
frakcije pokazuju, iako uz analogue maksimume, znatno izrazitiju ap-
sorpciju.

c) Nadena su 4 maksimuma u svim ispitivanlm taninskim tvarima
(uz manje iznimke) i to:

Kestenov

ekstrakt

i frakcije

Hrastov

ekstrakt

i frakcije

Rujev
ekstrakt
i frakcije

I. maksimum (mji) 213—215 205—210 215

II. maksimum (mp) 220—230 -

III. maksimum (mp) 270—280

IV. maksimum (mp.) 360—370

d) Utjecajem HCl-a apsorpcijska krivulja se prakticki ne mijenja.
Apsorpcije su uglavnom nesto smanjene uz mali batokromni pomak
(1—2 mp).

e) Utjecaj KOH je znatan: I. maksimum postaje ostriji, II. ma-
ksimum nestaje, a izmedu III. i IV. nastaje novi maksimum (Ill.a). Do-
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lazi do jaceg hipspkromnoff pomaka kod svih ispitivanih tvari. Kod I.
maksimuma -taj je pomak 3—13 mp.. II. maksimum je nestao. Kod III.
maksimuma pomak je* 17—38 mp., Novi maksimum (Ill.a) je izmedu
283 288 mp. IV. maksimum ima pomak 25—33 mp .(samo za kestenov
ekstrakt).

p Usporedujuci spektrograme taninskih frakcija sa spektrogramima
standardnih tvari, narocita slicnost opazena je izmedu galne kiseline
i rujeva ek^rakta te njegovih frakcija. Ima slicnosti izmedu spektro-
^ama 3,6-digaloiI glukoze te pentagaloil glukoze sa spektrogramima
K-111, K-112, H-111, H-112, a narocito s R, R-1 i R-21. Pomoou spektro-
grama hebulagne i hebulinske kiseline mogu se mozda protumaciti siroki,
zapravo dvojni maksimumi K-12, K-21, K-22, H-12, H-21, H-22 te, u
krajnjoj liniji, i K i H.

Nadeni maksimum kod 280 mp,' prema literaturi, signalizira opce-
nito fenolnu jezgru. Taj se maksimum u literaturi uglavnom spomlnje
kao karakteristican za. kondenzirane. tanine. U nasim je mjerenjima taj
maksimum relativno malen. Daleko je izrazeniji maksimum I, ali taj se
u literaturi i ne spominje, ve6 se navodi da bidrolizirajuci taninski eks-
trakti nemaju odredeni, maksimum i minimum.

Na temelju kromatografskih odredivanja i UV-spektrograma stan
dardnih tvari.moze se zakljuciti, da rujev ekstrakt i njegove frakdje
sadrze benzenove prstene koji pripadaju galnoj Idselini i galoil .glukozi.
Moglo bi se zakljuciti, da kestenovi i hrastovi ekstrakti i njihove frak-
cije pored derivata galne kiseline sadrze i kondenzirane jezgre elag kise
line, hebulinske kiseline,' hebulagne kiseline, pa 1 katehina.

9. U spektraJnorh podrucju od 2—15p ispitano je 10 standardnih
tvari te 16 taninskih ekstrakata i njihovih frakcija.

a) IR-spektroskopskim ispitivanjem taninskih tvari i njihovih frak
cija nadeno je 14.izrazitih apsorpcijskih maksimuma.

b) Svi apsorpcijski maksimumi locirani su kod svih ispitivanih tvari
. na analognim valnim duzinama (iskljucivsi maksimum od 1550 cm-^ od-
nosno 1525 cm"^). . , '

c) Svi maksimumi ne javljaju se u pravilu u svakoj ispitivanoj tvari.
Intenzitet i definiranost maksimuma opcenito pada od vecih valnih bro-
jeva prema manjima;-

d) IR-spektrogrami oriih standardnih tvari koje su slozenije grade
mnogo su slicniji spektrogramima tanina i frakcija nego jednostavni.

e) Na osnovi obavljenih IR-spektralnih arializa moze se zakljuciti
(prema tabeli 23) da: , ,

Kestenov ekstrakt sadrzi jako izrazene slobodne hidroksilne grupe,
karboksilne grupe, karbonilne grupe i sekundame alkoholne'grupe. Frak
cija K-111 sadrzi supstituirane 1—2, 1—3 i 1—2—3 benzenske prstene.

Hrastov ekstrakt sadrH vrlo izrazite hidroksilne grupe, aldehidne i •
ketonske grupe, karbonilne grupe. i C = C (aromatski). Kod frakcija
hrasta karakteristicno je, da H-112 i H-12 posjeduju izrazite hidroksilne
grupe na aromatskim jezgrama uz prisutnost sekundamih hidroksilnih
grupa. Frakcija H-22, kao najbolja frakcija hrastova ekstrakta sadrzi
skoro sve iste grupe kao i originaini hrastov "ekstrakt, tj. daje ihu glavne
karakteristike. *
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Hujev ekstrakt karakteriziran je velikom prisutnosti hidroksilnih
grupa, a ostale grupe nisu izrazene. Vrlo karakteristicna je frakcija
R-1, koja sadrzi izrazene karboksilne grupe, karbonilne grupe te hidro-
ksilne grupe, vezane aromatske prstene, kao i primame i sekundame
hidroksilne grupe. Osim toga sadrzi i di- i tri-supstituirane benzenove
prstene. Ta frakcija, medutim, koliClnski je neznatna, ali je dovoljno da
njezinim odstranjenjem nastala frakcija R-21 ima bolje osobine od rujeva
ekstrakta.

7. Kemijska karakterizacija pojedinih tanina — Chemical characterization
of individual tannins

Na Dsnovi ispitivanja, provedenih u nasem radu moze se zakljuciti
slijedece:

1. Kestenov taninski ekstrakt dosta se jednolicno razdvaja u frak-
cije. Jedna frakcija (K-lll) pokazuje enormno visoki postotak tanina.

Za ekstrakt je karakteristicna prisutnost galne kiseline, digaloil glu-
koze, arabinoze i glukoze. Vrlo malo ima slobodnih fenola, a prisutnost
slobodne elag kiseline nije utvrdena. Prevladavaju do danas neidenti-
ficirane tvari. Utvrdene su 1 kondenzirane jezgre katehina. Od karak-
teristicnih.grupa nadene su hidroksilne, karbonilne i karboksilne grupe.

2. Hrastov taninski ekstrakt ne razdvaja se jednolicno u frakcije.
Jedna frakcija (H-22) pokazuje bolje ahaliticke osobine nego originalni
ekstrakt.

Za ekstrakt je karakteristicna prisutnost galne kiseline, digaloil
glukoze, hebulagne kiseline, velike kolicine jednostavnih fenola, arabi
noze, ksiloze, galaktoze 1 glukoze. Prisutnost slobodne elag kiseline nije
utvrdena. Prevladavaju nepoznate tvari. Izrazena je prisutnost konden-
ziranih jezgra katehina. Kao 1 u kestenovu ekstraktu, izrazene su hidro
ksilne, karbonilne i karboksilne grupe.

3. Rujev taninski ekstrakt ne razdvaja se jednolicno na frakcije.
Jedna od frakcija (R-21) predstavlja odlicno procisceni ekstrakt s iz-
razito dobrim analitickim svojstvima, mnogo boljim od originalnoga
rujeva ekstrakta.

Za ekstrakt je karakteristicna prisutnost velike kolicine digaloil
glukoze i slobodne galne kiseline. Od secera sadrzi dosta glukoze, s nesto
malo galaktoze. Ekstrakt ima malo nepoznatih tvari. U derivatima galne
kiseline prevladavaju benzenove jezgre. Od funkcionalnih grupa isticu
se hidroksilne grupe, a ostale nisu izrazene.

Rezultati dobiveni u nasim radovima, mogu sluzitl daljnjem znans-
tvenom ispitivanju kemijskog sastava domacih tanina kao i u prak-
ticnoj primjeni kod ekstrakcije biljnih sirovina, odnosno njihovoj pri-
•mjeni u industrijske svrhe.

Istrazivanja na tom podrucju treba usmjeriti na istrazivanja neiden-
tificiranih tvari. U tom smjeru krecu se i istrazivanja taninskih ekstra-
kata, koja se obavljaju u inozemstvu na ekstraktima quebracha i mimoze.
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Summary

In the course of. this work were carried out investigations of the
chemical components of domestic tannin extracts, such as: tannin extract
from the wood of Sweet Chestnut {Castanea vesca), tannin extract from
the wood of Pedunculate Oak (Quercus pedunculatd), tannin extract from
the leaves of domestic Sumach (Rhus cotintLs).

The extracts .were examined by the methods of double-way chro-
matography, UV and IR spectrophotometry.

The results of these investigations were as follows:

1. Through fractionation by means of solvents solid tannin extracts
were separated into fractions. From Chestnut and Oak detracts five
fractions each were obtained, and from Sumach three fractions.

2. Taiiriin analysis of original extracts and their fractions was per
formed by the semimicro filter method. No analysis was performed of
those fractions which accounted for less than 2®/o in tannin extract.

Through fractionation of tannin extract one fraction (K-111) was
obtained which possessed better qualities than the original extract, but
accoimted for only about 4,6®/o. Through fractionation of tannin extract
about 40"/o of H-22 fraction was obtained, which possessed good proper
ties and excellent tanning qualities. Through fractionation of Sumach
extract about 74®/o of R-21 fraction was obtained which possessed very
good analytical characteristics and excellent tanning qualities.

On the basis of the characteristics of these three extracts it may
be said that the active tannin substances in Chestnut extract are in
some degree evenly distributed into fractions. From Chestnut extract
a quality extract can be obtained as an insoluble matter in acetone and
methanol. In Sumach extract by solving in acetone less valuable sub
stances were obtained, while by solving in methanol the high-grade
tannin passed over into solution.
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The mentioned characteristics of domestic extracts have not been
known either in practice or in scientific investigations until these works
were completed.

3. As standard substances for all further investigations the following
chemicals were taken: resorcin, pyrogallol, gallic acid, elagic acid, 3,6-
-digalloil glucose, pentagalloil glucose, chebuUinic acid, chebullagic acid,
fisetin and d-catechin, which were obtained as tested preparations.

^ 4. Chromatograms of Chestnut tannin extract and its fractions ex
hibited 23 components developed by the amoniacal silver nitrate, and
17 components visible under UV light.

On the basis of the author's experiments it was found that Chestnut
extract and its fractions contain: gallic acid, 3,6-digalloil glucose, pyxo-
galllol, resorcin, traces of chebullinic or chebullagic acids, and sugars.
It is characteristic that free ellagic acid was not pressent.

Fractions insoluble in acetone exhibited large quantities of spots
whose identification could not be determined.

5. Chromatograms of Oak tannin extract and its fractions exhibi
ted 25 components which reacted with ammoniacal silver nitrate, and
15 components visible under UV light.

On the basis of the author's experiments it was found that Oak tannin
extract and its fractions contain: gallic acid, 3,6-digalloil glucose, che
bullagic acid, large quantities of simple phenols of which resorcin and
pyrogallol were determined, and sugars. No free ellagic acid was evi
denced.

In the original extract as well as in the fractions insoluble in ace
tone and methanol was manifest an accumulation and a difficult sepa
ration of unknown substances.

On the basis of the tannin analysis H-22 fraction (insoluble in ace
tone and methanol) showed to possess best tanning characteristics. A
chromatogram of this fraction exhibited very poor distribution. From
which it may be concluded that none of the determined substances is
greatly responsible for the quality of tanning and that this is to be
attributed to the unknown substances of this extract.

Well-expressed spots of simple phenols account for the appearance
of dark colour of this extract on longer exposure to air.

6. Chromatograms of Sumach tannin extract and its fractions ex
hibited 10 components which reacted with ammoniacal silver nitrate,
and 7 components visible under UV light.

On the basis of the author's experiments it was found that Sumach
tannin extract and its fractions contain: gallic acid, 3,6-digalloil glucose,
pentagalloil glucose, a catechin compound and traces of certain unknown
substances.

R-21 fraction (insoluble in acetone, soluble in methanol) which on
the basis of the tannin analysis proved best is indicative of the pre
sence of digalloil- and pentagalloil-glucose, probably also of penta-m-
-digalloil glucose. On the basis of which it follows that these substances
are responsible for the quality characteristics of Sumach tannin extract.
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It is characteristic of this tannin extract that it does not possess
free phenols by which a bright colour and stability of water solutions
of this extract can be explained.

7. Through chromatographic testing the presence of sugars was
examined. In our tannin extracts the following sugars were found:

a) In Chestnut extract: galactose, glucose, arabinose and xylose.
Arabinose is foremost in quantities which surely occur in the non-

-tannin part and which was formed through the break-down of pento-
sans during the extraction of wood. The amount of glucose was slightly
smaller, and it was formed to a smaller part because of hydrolysis of
hexosans, and to a greater part through the break-down of galloil glu
cose and of the other nondetermined glucosides.

b) In Oak extract: galactose, glucose, an unknown sugar, arabinose
and xylose. Arabinose is foremost in amounts which were formed
through the hydrolysis of pentosans of Oakwood during the extraction.
Quantities of glucose, galactose and xylose were slightly smaller. Xylose
resulted from wood pentosans through hydrolysis 'during the extraction.
The quantity of pentosans, arabinose and xylose was greater than in
Chestnut extract, which is in harmony with the pentosan content in
wood, because Oakwood contains more pentosans than Chestnutwood.
Glucose, in addition to the hydrolysis of pentonsans in wood, resulted
also through the hydrolysis of galloil glucose. Interesting was the ap
pearance of galactose, as well as of an unknown sugar. It may be as
sumed that they resulted through the hydrolytic break-down of unknown
substances characteristic of Oak extract.

c) In Sumach extract: galactose and glucose. Considering the origin
of this extract, i. e. from leaves, the absence of arabinose and xylose
may be explained. The large amount of glucose is characteristic of this
extract, and it is expressed in the non-tannin component of the extract.
Its origin can be sought in the unstable and delicate galloil glucose
molecule. The presence of galactose is not explainable, and it is assumed
that the unknown substances of this extract found in the chromatogram
were bound to it.

From the sugar content it is visible that towards a fermentative
break-down Chestnut extract is the most stable, Oak extract more sen
sitive, while Sumach extract is broken down most.

8. Measured were the UV absorption spectra of the tannins of
Chestnut, Oak, Sumach in the neutral (water-methanol), acid (HCll and
alcaliiie (KOH) media. Some tests were also made in the visual field.

a) According to the shape of curves of examined tannins and their
fractions it may be concluded that the spectrogram of individual tannins
is a resultant of the spectrograms of their fractions.

b) Between the spectrograms of Chestnut and Oak tannins and
their fractions there exists a considerable similarity, while Sumach tannin
extract and its fractions exhibit — although under analogous maxima
— a much more pronounced absorption.

c) Four maxima were found in all the examined tannin substances
(with fewer exceptions), thus:
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Chestnut Oak
extract extract

and fractions and fractions

Sumach

extract

and fractions

1st maximum (mp) 213—215 205—210 215

2nd maximum (mp) 220—230

3rd maximum (mp) 270—280

4th maximum (mp) 360—370

d) Under the influence of HCl the absorption curve did not change
practically. In general the absorption was slightly lessened under small
bathochromic displacement (1—2mix).

. e) The influence of KOH was considerable: 1st maximum became
sharper, 2nd maximum vanished, while between the 3rd- and 4th maxima
a new maximum (3a) arose. A "stronger hypsochromic displacement oc
curred in all the examined substances. In the 1st maximum this displace
ment was 3—13 mp. The 2nd maximum vanished. In the 3rd maxi
mum the displacement was 17—38 m|x. A new maximum (3a) arose
between 283—288 m[x. The 4th maximum had a displacement of 25—
—33 mil (only for the Chestnut extract).

f) When comparing the spectrograms of tannin fractions with the
spectrograms^ of standard substances a particular similarity was noticed
between gallic acid and Sumach extract and its fractions. There is a
similarity between the spectrograms of 3,6-digalloil glucose and penta-
galloil glucose with spectrograms K-111. K-112, H-111, H-112, and es
pecially with R. R-1 and R-21. By means of the spectrograms of che-
buUagic and chebullinic acids could perhaps be explained the wide,
actually double maxima K-12, K-21, K-22, H-12, H-21, H-22, and
in the last resort also K and H.

The maxima found at 280 mp, according to literature, refer in
general to a phenolic ring. Such a maximum is mentioned, in the liter
ature in general as characteristic of condensed tannin. In the author's
measurements this maximum was relatively small. By far more marked
was the maximum 1; however, it is not mentioned in the literature,
but it is stated that hydrolyzing tanning extracts have not a fixed
maximum or minimum.

On the "basis of chromatographic determinations and UV spectrograms
of the standard substances it may be concluded that Sumach extract
and its fractions contain benzene rings which belong to gallic acid and
galloil glucose. It could be concluded that Chestnut and Oak extracts
and their fractions — in addition to the derivatives of gallic acid —
also contain condensed rings of ellagic acid, chebullinic acid, chebul-
lagic acid, and even catechin.

9. Within the spectral range of 2—15 mp were examined 10 stan
dard solutions and 16 tannin extracts and' their fractions.

a) Through IR spectroscopic examinations of tannin substances and
their fractions, 14 marked absorption maxima were found.
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b)" All the absorption maxima in all examined substances were
located at analogous wave lengths (excluding the maximum of 1550 cm"^
and 1525 cm~^).

c) All the maxima did not appear, as a rule, in each examined
substance. The intensity and definability of the maxima decreased in
general from the greater wave numbers towards the smaller, ones.

d) The IR spectrograms of those standard substances which were
of a more complex structure, were by far more similar to the spectro
grams of tannins and fractions than those of a simpler structure.

e) On the basis of IR spectral analysis it may. be concluded accor
ding to the X-maxima and "data from Table 27, as follows:

Chestnut extract contains strongly pronounced free hydroxyl groups,
carboxyl and carbonyl groups, and secondary alcoholic groups. Fraction
K-111 contains the substituted 1—2, 1—3, and 1—2—3 benzene rings.

Oak extract contains very marked hydroxyl groups, aldehyde and
ketone groups, carbonyl groups and C = C (aromatic). In Oak fractions
it is characteristic that H-112 and H-12 contain distinct hydroxyl groups
on aromatic rings in the presence of secondary hydroxyl groups. Fraction
H-22, as the best fraction of Oak extract, contains almost all the same
groups as the original Oak extract, i. e. it bestows upon the latt^
the main characteristics.

Sumach extract is characterized by a marked presence of hydroxyl
groups, while the other groups are not pronounced. Very characteristic
is the R-11 fraction, which contains marked carboxyl groups, carbonyl
groups, and hydroxyl groups bound to aromatic rings, as well as the
primary and secondary hydroxyl groups. In addition it contains also
the dl- and" tri-substituted benzene rings. This fraction, however, is
quantitatively insignificant, but it suffices that by its elimination the
resulting fraction R-21 should possess better qualities than Sumach
extract.

Chemical characterization of individual tannins

On the basis of the present investigation the following may be
concluded:

1. Chestnut tannin extract segregates rather evenly into fractions.
Fraction K-111 exhibits an excessively high percentage of tannin. Of
the extract is characteristic the presence of gallic acid, digalloil glu
cose, arabinose and glucose. It contains very small amounts of free
phenols, while the presence of free ellagic acid was not established. There
have prevailed .so far unidentified substances. Established were also con
densed rings of catechin. Of the characteristic groups were found the
hydroxyl, carbonyl and carboxyl groups.

2. Oak tannin, extract does not segregate evenly into fractions.
Fraction H-22 is characteristic of showing better analytic qualities than
the original extract.

Of the extract is characteristic the presence of gallic caid, digalloil
glucose, chebullagic acid, large amounts of simple phenols, arabinose,
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xylose, galactose and glucose. No presence of ellagic acid was demon
strate^ Prevailing are unknown substances. Marked was the presence
of condensed rings of catechin. As in the Chestnut extract marked were
the hydroxyl, carbonyl and carboxyl groups.

3. SumxLch tannin extract does not segregate evenly into fractions.
Fraction R-21 is characteristic of representing an excellently pui^ed
extract with markedly good analytical qualities, by far better than those
of the original Sumach extract.

Of the extract is characteristic the presence of large quantities of
digalloil glucose and free gallic acid. The extract contains a small amount
of unknown substances. In the derivatives of gallic acid there prevail
rings. Of the functional groups the hydroxyl groups are pronounced,
while the other groups are not pronounced.

^ The results obtained in these investigations can serve in further sci
entific examinations of the chemical composition of domestic tannins
^d in practical application when extracting vegetable raw materials, or
in their application in industry.

Scientific research in this field ought to be channelled towards in
vestigations on unidentified substances. In the same direction are chan
nelled also studies in foreign countries on tannin extracts from Que
bracho and /Mimosa.
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