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A novényekben®, el6forduld polifenolok nagyrészének azonositdsa csak
az utobbi években valt lehetévé els6sorban Uj laboratoriumi eljarasok kidolgo-
zasa révén, amelyek lehet6vé tették ezen nagyszamul vegyiletcsoport megfeleld
szétvalasztasat, tisztitasat. Ezek a laboratoriumi eljarasok a Craig-féle meg-
oszlasos eljaras (1) és a papirkromatografia.

A megoszlasos szétvalasztasi eljaras

A megoszlasos szétvalasztasi eljards alapja Bertlielotnak még 1872-"ben
végzett megfigyelése, hogy valamelgl oldott anyag megoszlasa két egymaéssal
nem elegyedd folyadék kozétt allandd aranyt mutat.

A ket fazis kozotti megoszlasnak ezt a torvényszeriiségét alkalmazzuk
primitiv formaban a laboratériumi gyakorlatban, amikor pl. valamely anyagot
vizes oldatabdl vélasztotdlcsérben éterbe, kloroformba visziink at , kirdzéassal®.
Ez els6sorban olyan anyagokra alkalmazhaté eredményesen, amelyeknek
nagy a « megoszlasi hanyadosuk, vagyis egy kirazassal az anyag talnyomo
része atmegy a fels§ fazisha.

A valasztotolcséres kirazasnal altalaban 50 razasi mivelet alatt all be az
egyensuly, illetve az anyagra jellemz6 megoszlasi hanyados, ha egy-egy razasi
mavelet alatt a valasztétolcsert hosszanti tengelyére merdlegesen 180°-al el-
forditjuk és visszaforditjuk, az elforditds és visszaforditds kozott megvarva,
mig a leveg6 teljes egészében felszall.

Természetesen hatékonyabb lesz a kirdzés, ha egymas utan tdbbszor
friss fels6 fazist tesziink a valasztdtdlcsérbe és 0Osszerazzuk az alsé fézissal.
Ismerve a megoszlasi hanyadost, kiszamithato, hogy hanyszor kell felsG fazist
tenniink a vizes oldathoz, hogy a szétvalasztds megfelel6 pontossagot elérjen.

Ha egyid6ben tébbféle anyag van oldatban, amelyeknek megoszlasi hanya-
dosa kiilonh6z6, a nagyobb megoszlasi hanyadost anyag a fels6 fazisban, a
kisebb megoszlasi hanyadosi anyag az also fazisban taldlhat6. Lényegében
ezen alapul a megoszlasos szétvalasztasi eljaras.

Legegyszer(ibb formajaban a megoszlasos szétvalasztéasi eljaras lefolytat-
hato megfelel6 szamu valasztotélcsér segitsegével. Az eljaras ilyenkor a kovet-
kez6: A szétvalasztandé anyagot tartalmazd vizes oldatot betessziik az els6
§Ova| jelolt) valasztotolcsérbe. Beadagolf'uk a vizzel csak korlatoltan elegyed6
elsé fazist, if sziikséges szaml razassal beallitjuk a megoszlasi egyensulyt.
Ezutan a fazisokat szétvalasztjuk, az alsd fazist visszavissziik az 0-s valaszto-
tolcsérbe, a felsé fazist pedig atvisszik a kdvetkez6 vélasztotdlcsérbe (1-s).
A 0-s valasztotdlesérbe friss felsd fazist, az 1-s valasztotdlcsérbe friss alsd fazist
teszink. Ezutdn mindkét valasztotdlcsérben razassal bedllitjuk az egyensulyt,
majd az 1-s valasztotolcsérbdl egy Gjabb (2-s) valasztotolesérbe visszik a felsd
fazist, a 0-s tolcserbdl pedig atvisszik az 1-s tdlcsérbe. A 0-s tblcsérbe Uj felsd
fazist, a 2-s tolcsérbe Uj also fazist tesziink. A kovetkez6 lépéseknél a felsd
fazist mindigi egy-e?y valasztotdlcsérrel el6bbre vissziik, a 0-s valasztotol-
csérben potoljuk a felsd fazist, a legutolsd valasztotolcsérbe pedig megfeleld
mennyiseg(i also fazist tesziink. Az anyag eloszlasa az egyes valasztotolcsé-
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rekben (als6 + felsd fazis) a megoszlasi hanyados értékétdl fiigg. A kovetkez6
abra 0,33 1és 3 megoszlasi hanyadost anyagok eloszlasat tiinteti fel r = 9 db
valasztotolcsérben, ha kulon-kilén vannak oldatban.

Két kulénbdz8 megoszlasi hanyadosi (pl. k = 0,33 és k = 3) anyagot
egyuttesen tartalmazo oldatot a fenti eljarasnak alavetve az anyagok eloszlasat
a valasztotolcsérekben a 2. abra tunteti fel.

3 abra. Valasztéedény.a —réazécs, b —felerdsités,
c—tengely, d —dektantalé cs6, e, —atfoly6-edény
g —atfolyé csé, h —dekantalé tolcsér, z-csap

Megfeleléen novelve a vélasztotdlcsérek szamat elég élesen szét lehet
valasztani a kulénb6z6 megoszlasi hanﬁadosu anyagokat.

Mint az elmondottakbol is kitlinik, a valasztotolcserekkel valé manipu-
lalds nehézkes és id6rablé eljards, mert minden egyes valasztétdlcsért kilon-
kilon kézbe kell fogi(nl és egyenként kell a razast elvégezni. Ezért olyan szerke-
zeteket dolgoztak amelyeknél a valasztotdlcsérek, illetve a megfelelGen
kialakitott valasztoedenyek razasa egyuttesen torténik és egyszerre oldhato
meg minden egyes fels6 fazis rész e?y valasztéedénnyel el6bbre valo tovabbitasa.
ﬁ\z altat:unk szerkesztett és hasznalt valasztd edény vazlatat tiinteti fel a kovet-
ez§ abra.
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Ezekbdl a valasztdo edényekbdl 24 db-t erdsitettlink fel egy készilékre,
amellyel megoldhaté a valasztéedények egyiittes razasa és megfeleld elfordi-
tassal a felso fazisok tovabbitasa is.

4. abra. A szerz6k altal szerkesztett 24 cséves Craigez6 készilék

A megoszlasos szétvalasztasi eljarast nemcsak a laboratdriumi technikéban,
hanem az iparban is alkalmazzak (gyogyszeripar, atomtechnika stb.). llyen
célokra sok esetben tobbszaz valasztoedényes kesziilékeket hasznalnak. A meg-
oszlasos szétvalasztasi eljaras modern formajanak kidolgozasa Craig nevéhez
fliz6dik. Rajta kivul tébben is kidolgoztak szetvalasztasi metodikakat, amelyek
a szétvalasztandd anyag beadagolasi helyeben, a felsG és also fazisok elvitele
modjaban kulonbdznek egymastol. (Craig, O’Keeffe, Watanabe - Morikawa
stb. eljarasok).

A megoszlasos szétvalasztasi eljaras alkalmazasa poliienolnk mindségi kimutatasara

.. A gyumoélcsokben levé polifenolok mindségi kimutatasara a kovetkez6
eljarast alkalmaztuk.

500- 1000 g %yUmdlcsbt keveés vizzel 15 percig forraltunk a polifenoloxidaz
inaktivalasa céljabol. Leh(tés utan a gyimolcsoket turmixben felapritottuk.
A kapott pépet laborcentrifugadn centrifugaltuk, a maradékot Kkipréseltiik.
A szlrleteket egyesitve vakuumban 50-100 ml-re siritettik be, hozzaadtunk
OtszOros mennyiségli metanolt, 24 oraig hidegben allni hagytuk, majd sz(irés
utdn a szlrletet vakuumban 50 ml-re s(ritettuk be. A slritmény pH-jat 5-re
allitottuk be, majd a polifenolok el6zetes szétvalasztasa céljabél egymasutan
Otsz6r 50-50 ml éterrel valasztotdlcsérben kirdztuk, az éteres fazisokat egye-
sitettiik és kb. 10 ml-re bes(ritettik. Ezutan a s(ritményt otszér 50-50 ml
etilacetattal raztuk ki és az etilacetatos fazisokat kiilon egyesitettiik, 10 ml-re
bepéaroltuk. Az éteres kivonatban elsésorban az oxifahéjsavak és katechinek
dusulnak fel, az etilacetatos kivonatban pedig a klorogénsavak és mas oxifa-
héjsav eszterek (2).
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Az éteres, illetve etilacetatos kivonat, bar mar jelent bizonyos szétvalasztast,
még nem alkalmas a minéségi kimutatasra tekintve, hogy igen sokféle anyag
van bennik. Torténtek ugyan prdbalkozasok ezen kivonatok kétdimenzios
papirkromatografalasara (3, 4, 5, 6), de a polifenolok kozeli Rf értékei miatt
az azonositds nem bizonyult eléggé megbizhatonak. Ezért a megoszlasos szét-
vélasztasi eljarast alkalmaztuk a polifenolok papirkromatografalas el6tti
elGzetes szétvalasztasara.

A megoszlasos szétvalasztasi eljarast kilon-kilon elvégeztilk az éteres és
az etilacetatos kivonatnal. Az éteres kivonatnal als6 fazisként a 0,5 M- s pH =
= 6,3 foszfatpuffer oldatot és fels6 fazisként 5: 1ardnyl -éter-etilacetatot
hasznéltunk. Az etilacetatos kivonatnal az als6 fazis azonos volt az el6zdvel,
a fels6 fazis pedig 2 :3 aranyl éter-etilacetat volt.

A megoszlasos szétvalasztasi eljarasnal altalaban csak egy un. alapfolya-
matot végeztiink el, vagyis a vizsgalandd kivonatot a készllék segitségével
24 alsé és 24 fels6 fazis kozott oszlattuk szét.

Ezutan a felsé fazisokbdl kis mennyiséget papirkromatografaltunk. Ultra-
ibolya fényben, illetve vanilines oldattal megallapitottuk a foltok helyét. Az
azonos Rf értek(i anyagokat tartalmazd fels6 fazisokat (rendszerint 2-3)
egyesitettliik. A hozzajuk tartozé alsé fazisokat szintén egyesitettiik, vakuumban
besdritettiik, majd otszér 5-10 ml friss fels6 fazissal kiraztuk. Ezeket is egye-
sitettlik, hozzéadtuk az el6z6ekben egyesitett felsé fazisokhoz, az egész mennyi-
séget 2-3 ml-re besdritettiik és papirkromatografias vizsgalatnak vetettiik ala.

A polifenolok papirkromatografalasa

Tekintve, hogy a megoszlasos szétvalasztas utan egy-egy bes(ritett min-
taban csak egy, legfeljebb két féle anyag van jelen, azonositdsuk mar Kil6-
ndsebb nehézseget nem okoz.

A kromatografadlashoz Whatman 1 papirt hasznaltunk felszall6 metodi-
kaval. Az oldoészerek kozil legelterjedtebben a 4 : 1:5 arany( n-butanil-ecetsav-
viz oldat és a 15%-0s ecetsav oldat hasznalatos (2, 9, 10). Alkalmazzak még a
4:1:2 aranyd n-butanol-ecetsav-viz oldatot (11), a 2%-0s ecetsav oldatot
(3,7) tovabba a natrium foriniat-hangyasav-viz oldatot, ecetsavas NaCl oldatot,
izopropilalkohol -N H40H-viz (8) olddszert is.

Celszerl a kromatografalast kétféle oldoszerrel elvegezni, hogy az azono-
sitdas megbizhatébb legyen. Legmegfelelébbnek a 4:1:5 aranyd n-butanol-
ecetsav-viz és a 15%-0s ecetsav oldoszereket talaltuk.”

A polifenol kromatogramok el6hivasara igen sokféle modszert dolgoztak
ki. Ezek kozll ismertetjuk a fontosabbakat, amelyeket a gyakorlatban is ki-
prébaltunk:

1 Az oxifahéjsav szarmazékok ultraibolya fényben (365 m” maximalis
transzmisszid) fluoreszkald, szines foltot adnak. A foltok szine kék, zéld, sarga,
ibolya kiilonbdz6 szindrnyalatokban és er@sségben. Tekintve, hogy nemcsak a
polifenolok mutatjdk ezt a fluoreszkélast, hanem a vege/uletek széles skélaja,
ezt a modszert megfelel§ Gvatossaggal kell kezelni a polifenolok azonositasanal.

2. A kromatogramokat ultraibolya lampa alatt 10%-9s ammonia oldattal
bepermetezve a foltok egyrészének megvaltozik a szine. Altaldban a fluoresz-
kalas er6sebb lesz. A kovetkezd tabldzat néhany fontosabb oxifahéjsav szar-
mazék szinét tunteti fel ultraibolya lampa alatt ammdnias bepermetezéssel
és enélkil.
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7. tablazat
POLIFENOLOK SZINE ULTRAIBOLYA FENYBEN

A vegyllet Ultraibolya Ultraibolya fényben
megnevezése fényben ammoniaval bepermetezve
p-kumaéarsav gyenge kékes-ibolya kékes-ibolya
ferulasav kék kék
kavésav vilagoskék vilagoskék
klorogénsav vilagoskék z6ld
izoklorogénsav vildgoskék sargaszold
3, 0,1-2%-0s vizes FeCI3 oldat. A soros trioxivegyiletek kék-sziirke,

az orto dioxivegyuletek pirosas-ibolya szinii foltot adnak.

4. Ammoénias ezlstnitrdt oldat az o-dioxivegyliletekkel rrlar hidegen
barnés-fekete foltot ad, a p-dioxivegyiletek lassabban, a m-dioxi vegyuletek
pedig csak melegitve reagalnak.

5. A katechinek el6hivasara legjobban hasznalhato a 100 ml 25%-0s
sosavban 1 g vanillint tartalmazd reagens. A reagenssel bepermetezve a papir-
kromatogramot a katechinek és leukoanthocianok piros szini foltot adnak.

6. A felsoroltakon kiviil a fontosabb reagensek még: diazotatt p-nitranilin,
diazotalt szulfanilsav, Folin-Denis reagens.

A kovetkez0 tadblazat a fontosabb polifenolok Rf értékeit tiinteti fel az
altalunk hasznalt oldoszereknél részben irodalmi adatok (2, 9), részben sajat
mérések alapjan.

o 2. tablazat
POLIFENOLOK Rf ERTEKEI
A vegyiilet 4:1:5 n-butanol- 15% ecetsav
megnevezése ecetsav-viz oldészerrel
oldészerrel

SKUMAISAV ..o 0,90 0,59
BIUIASAV  .eoveviiic e 0,88 0,53
KAVESAV ...ocvivicrecrectecicece e 0,82 0,45
KIOTOGENSAV ....coovieieiieieieeree e 0,66 0,71
iZOKIOrogénsav .........cocceceienveeiinieeeneas 0,80 0,39
NEOKIOrOgENSaV.......cccenvveeerreerreeeere e 0,62 0,71
KINASAV  ..cvvevcieiiccccccce e 0,34 0,80
+)-KateChin ..o, 0,76 0,58
-)-epikatechin ..o 0,65 0,48
(+)-gallokatechin ..., 0,57 0,52
(-)-epigallokatechin .......cccccovviirirninnnn. 0,47 041

Kontrollként a futtatdsokhoz Merck gyartmanyl kinasavat hasznaltunk.
Az azonositas egyszer(isitése céljabol a craigezéssel kapott fazisokat hidro-
lizisnek is aldvetettiik 2%-o0s s6savval vizfirdon 45 percig melegitve, hogy az
oxifahéjsav észterekb6l megkapjuk a megfelelé oxifahéjsavakat.
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Az Rf értékek meghatdrozasan kivill szokasos egyéb azonositasi eljara-
sokat is alkalmazni. igy alkalmazzdk az &sszetétel megallapitast, a fajlagos
forgatoképesség meghatarozasat etanolos, aceton-vizes oldatban, a Amax, az
0. p. meghatarozasat.

Vizsgélati eredmények
Az el6z6ekben vazolt eljarassal a kovetkezé gyumélcsféleségek polifenol
Osszetételét vizsgaltuk: sargabarack, 6szibarack, szilva, alma és kokény. Ez
utébbit, bar nem tartozik a gyorsfagyasztott gyimolcsok korébe, azért vizs-
galtuk, mert igen nagy a polifenol tartalma, 157 mg/100 g.
A kapott eredményeket a kdvetkezd tablazat tinteti fel:
3. tablazat

EGYES GYUMOLCSFELESEGEKBEN AZONOSITOTT POLIFENOLOK

A gylimolcsféle- R —)—epi- —| -
seg megneve- g;(élr?sraov p-kumarsav Ferulasav ~ Kavésav ia{ec?]pi:m (+)Chh1ate
zése
Sargabarack + + + +
., hidroli-
) zatum + )
Szilva +
» hidroli-
B _zatum + +
Oszibarack + + +
Kokény + + +
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MOTEMHEHUME BbICTPO3AMOPOXEHHbLIX M1040B
Il. KAYHECTBEHHOE OMPEAENEHWE MOJIMPEHOIOB

3. Anbmawwm un [l. MonbHap

ABTOpbI COO6LLAT METOA NPUMEHEHHbIV 15 KauyeCTBEHHOrO OnpejeneHus
nonugeHonos B nnogax. OCHOBa MeToAa 3aK/uaeTcs B TOM, YTO MOCne pacrpe-
JeNNTeNbHOro  pasfeneHns nonugeHonbl onpedensoT OYMaXKHO Xxpomartorpa-
Gueid. Ons 6yMaxHoOW xpomaTtorpaduy NpuUMeHstOT pacTBopbl 4:1:5 H-OyTa-
HON-yKCyCHas Kucnota n 15%-as ykcycHas kucnota. CoobLatoT peareHTbl npu-
MeHeHHble ANs MOsBMEHWs Xpomatorpamm. [MokasbiBaioT MAEHTM(SVILI,I/IpOBaHHbIe
nonmteHoNbl HEKOTOPbIX NN0JO0B.
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BRAUNUNG VON SCHNELLGEFRORENEM OBST. II. QUALITATIVER
NACHWEIS DER POLYPHENOLE

E. Almasi und D. Molnar

Die Verfasser beschreiben das zur Identifizierung des Polyphenolgehaltes
von Obst angewendete Verfahren. Nach einem Verteilungstrennverfahren
wiesen sie die Polyphenole mit papierchromatographischer Methode nach. Zur
Papierchromatographie verwendeten sie n-Butanol-Essigsdure-Wasser im Ver-
héltnis von 4:1:5 und 15%-ige Essigsdure, als Losungsmittel. Sie beschrei-
ben die zur Entwicklung verwendeten Reagenzien. Sie teilen die identifizierten
Polyphenole bei einigen Obstsorten mit.

BROWNING OF QUICK-FROZEN FRUITS, II.
DETECTION OF POLYPHENOLS

E. Almasi and D. Molnar

A method for the identification of the polyphenol content of fruits is pre-
sented by the authors. Namely, polyphenols are detected, after their separa-
tion by a partition procedure, with the use of a paper chromatographic method.
In this paper chromatographic process, a 4: 1:5 mixture of n-butanol: acetic
acid: water and 15% acetic acid served as solvents. The composition of the
reagents applied on developing chromatograms is also given. The polyphenols
identified Iin some fruit types are presented.

BRUNISSEMENT DES FRUITS A CONGELATION RAPIDES II. DECELE-
MENT QUALITATIF DES POLYPHENOLS

E. Almaési et D. Molnar

Les auteurs donnent la description du procédé employé par eux pour I'iden*
tification des polyphénols contends dans les fruits. Ils ont décélé les polyé)hénols
par Chromatographie sur papier apKs les avoir sounds & un procédé de frag-
mentation. Pour la Chromatographie ils ont employé les solvants suivants:
n-butanol-acide acétique-eau 4:1:5 et acide acetique & 15%. Ils énumerent
aussi les réactifs employés pour le développement des chromatogrammes. |Ils
donnent la liste des polyphénols identifiés pour quelques espéces de fruit.
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