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A nemenzimes bamulas soran keletkezé szinanyagok (karamell, melanoidin)
szerkezetét ma még nem ismerjiik és ebben jelent6s szerepet jatszanak azok a
rllgh,égliégek, amelyek ezen szinanyagok elvalasztasat, illetve frakcionalasat

isérik.

A legel6szor alkalmazott ldgos-savas kioldasi mddszerek (1, 2) alkoholos
(3, 4) vagy egyéb vegyiiletekkel végzett kicsapasi miveletek nem vezettek egy-
séges termékekhez (5). Adszorpcits oszlopokon (6, 7, 8) és ioncserel6 oszlopokon
a szinanyag egy része oldhatatlanul megkotédott és igy a vizsgalat szdmara el-
veszett (9, 10?

Sikerrel alkalmazta Binkley (11) a melaszszinanyagok izolalasaban és frak-
cionalasdban a membrandifflizios modszert, azonban a mddszer nagyon id&igé-
nyes, ezért Gjabb és Gjabb mddszerekkel kisérleteznek.

Biztatd eredményeket hozott kezdetben az elektroforézis is, amely alkalmas
a szinanyag izolalasara a kisebb mozgékonysagu cukroktél. Frakcionalasra nem
alkalmas, mert a toltésviszonyok ezt nem teszik lehetévé. Az e targyban meg-
jelent kozlemények csak kiilonbdzé tipusu szinanyagok elvalasztasardl tuddsi-
tanak (12, 13, 14, 15).

Néhany szerzének két kiilénb6zé mdlsulyl frakcidra sikerilt elvalasztania
a barna szinanyagokat, médositott dextrangél-oszlopok alkalmazasaval. Cortis—
Jones (16) a cukorgyari levek szinanyagainak viselkedését vizsgalta Sephadex G
25 oszlopon eluciés kromatografiaval és megallapitotta, hogy ket frakciora valik
szét: egy nagy molsulyl és egy kis molsulyd frakciora. Az utdbbi a cukrokkal
egyltt tavozik az oszloprdl és feltételezik, hogy ez a nagymdlsilyd szinanyag
képzbédésének intermedierje.

Simson és Willits (17) az oszlopméret, a felvitt oldat térfogatanak és elucio-
sebességének szisztematikus valtoztatasaval meghataroztak a karameiszinanyag
nagymolsulyd frakciéjanak, a cukor és kaliumklorid elvalasztdsanak optimalis
kdérulményeit Sephadex G 25 oszlopon. Modszeriikkel izolaltak a juharszirup hé-
kezelésekor képz6d6 barna szinanyagokat (18).

Kisliovszkii és mkt. (19) cukor- amindsav reakcidban keletkez6 barna szin-
anyagokat a borbdél Sephadex G 75 oszlopon valasztottak el eredményesen.

A cukorkul6rben levé karamell szinanyagokat Rother (20) valasztotta el
Sephadex G 25 oszlopon. Mddszerével olyan élelmiszereket vizsgalt, amelyek
szinezésére cukorkuldrt hasznaltak és megallapitotta, hogy gélfiltraciéval a cukor-
kulér nagymolsilya barna szinanyagai elvalaszthatok, meghatarozhatok.

Tekintettel arra, hogy tobb esetben sikeresen alkalmaztdk a szinanyagok
trakcionalasaban a gélszlrést, a hasonlé tipusba tartoz6 glik6zhébomlas-termé-
kek esetében is remelhetd volt sikeres alkalmazésa.

A szénhidratok hébomlasi kinetikajanak tanulmanyozasa soran megvizsgal-
tam ezért, hogy a glukozoldatban hé hatasara képz6dd barna szinanyagok hogyan
vélaszthatok €l gelszliréssel.
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Kisérleti rész
Karamellminta készitése

Normal méret(i kémcs6be p. a. glikozbdl 654 mg-ot és 0,586 ml desztillalt
vizet mértem be, amely éppen 0,1 moltortnek felelt meg. A kémcsovet leforrasz-
tottam és 150 C°-ra beallitott termosztatban elhelyezett 1 liter térfogatd, hémé-
rével ellenérzott hémérsékletl olajfirdében 20, 40, 60, 80, 100 és 110 perci
hékezeltem, majd a hdkezelés befejezése utan gyorsan szobahémérsékletre hi-
tottem.

A karamellmintafrakcionalasa: Az elvalasztas céljara 1cm atmerGjd és 50 cm
hossz oszlopot készitettem Sephadex G 25-bél (Pharmacia gyartmany ,fine”
mindség). A vizsgalando mintabol 0,5 mi-t az oszlop tetejére rétegeztem kb. lern-
es desztillalt viz réteg ala, majd 5 ml/6ra sebességgel desztillalt vizzel elualtam.
Ezen sebességet kb. 150 wzoszlopcentlmeter nagysagu levegényomassal bizto-
sitottam. Az el6kisérletek soran automata frakciészedé berendezés segitségével
az eluatumot 2 ml-es részletekben fogtam fel.

A szinanyag mennyiségi meghatarozasa: A vizsgalando frakcidhoz 2 ml desz-
tillalt vizet adtam és extinkcidjat meghataroztam 1cm-es kiivettaban, 400 nm-en,
Spektromom 360 spektrofotométerben. Mivel a szinanyagok fajlagos vagy mo-
:aris extinkcids koefficiense nem ismeretes, mennyiségiiket az extinkcidval jel-
emzem.

A kiilonbdz6 hékezelési id6 utdn képzOdott frakciok mennyiségének meg-
hatdrozasara a mintédkat egyben, 50 vagy 100 ml-es mér6lombikban fogtam fel,
majd desztillalt vizzel jelig toltottem és ezen oldat extinkcidjat hatdroztam meg
1cm-es kiivettaban, 400 nm-en, Spektromom 360 fotométerben.

A frakcidk glikoztartalmanak kimutatasa: A frakcidk gliikoztartalmat Feh-
ling modszerrel vizsgaltam meg.

A nagymolsalyd trakcid kinyerése: Azon frakciokat, amelyek a Sephadex G 25
oszloprol el6szor lejottek és gliikdzt nem tartalmaztak Ossze y(jtottem és viz-
;Ulrdc'in bepéroltam. Tovabbi vizsgalatokhoz kb. 1 ml desztillalt vizben oldottam
el.

Az igy nyert nagymolsulyu frakcio ismételt elvalasztasat az el6zéekben leirtak
szerint 1cm atmérdjl, 50 cm hosszd Sephadex G 50 oszlopon végeztem.

Karamellminta frakciondlasa rétegezett Sephadex oszlopon. 1 cm atmérgjii és
kb. 1 m hosszl (ivegcs6 als6 50 cm-es részébe Sephadex G 50-et, fels6 50 cm-es
részéi e Sephadex G 25-6t toltdttem.

Ezen oszlop segitségével 1ml karamellmintat az el6z6ekben leirtak szerint
megvizsgaltam.

Eredmények és értékelés

Az el6vizsgalatokhoz a kisérleti részben leirtak szerint 150 C°-on 110 percig
hékezelt sotétbarna, de lebegl részeket nem tartalmazo gliikézoldatot hasznal-
tam fel. 0,5 ml minta elvalasztasa utan nyert frakciok extinkcidjat az 1 sz. abran
rajzoltam fel a frakcioszam fliggvényében.

Az oszloprél a karamellminta tokéletesen eltdvozott és két frakciora valt szét.
A kismélsulyu rész egyitt tavozott az oszloprdl a gliikézzal, mig a nagymdlsulyd
rész tisztan kinyerhetd.

A tisztan kinyert nagymolsulyl frakciok esetében megkiséreltem tovabbi
elvalasztast Sephadex G 50 oszlopon. Az elvélasztads utdn nyert frakciok extink-
cidjat a frakcidszam fliggvényében a 2. sz. dbra mutatja.

Lathato, hogy a nagymolsulyd barna szinanyag ismét ket frakciora valt
szét, de a kismolsulyd rész most joval kevesebb. Annak elddntésére, hogy ez a
rész valéban a nagymolsilyu szinanyag alkatrésze volt, vagy megegyezik a
Sephadex G 25-6n kapott kismolsuly frakciéval, egy rétegezett oszlopot készi-
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tettein és 0,5 ml - el6z6kben is vizsgalt — 150 C°-on 110 percig hékezelt gliikéz-
oldatot vittem erre fel. Az eredmény a 3. sz. abran lathato.

A rétegezett oszlopon csak két frakcid tapasztalhato, tehat a Sephadex G 50
oszlopon kapott kismolsulyu frakcié megegyezik a Sephadex G 25 oszlopon ka-
pott kismolsulya frakcioval. Tekintve, hogy az elvalasztas megfelelonek latszik
Sephadex G 25 oszlopon, feltehet6leg a beparlasnal képz&dhetett a nagymolsulyd
barna szinanyag bomlasa révén.

A tovabbiakban a Sephadex G 25 oszlopon nyerhetd két frakcio mennyisé-
gének valtozasat vizsgaltam meg, a hékezelesi id6 fliggvényében. A 0,5 ml hé-
kezelt mintabol képzadott és 100 ml desztillalt vizben felfogott frakcié 400 nm-en
1cm-es kilvettdban mért extinkcidjat a 4. sz. diagramon &brazoltam.

2. sz. 4bra
A glikozkaramell nagy-
molsulyd frakcidjanak
elvalasztdsa Sephadex
G 50 oszlopon

Az eredmények azt mutatjak, hoPy a keletkezd szinanyagok mennxisége a
hokezelési id6 fuggvényében, a vizsgalt tartomanyban linedrisan valtozik. Amig
azonban a kismolsulyu frakcié mennyisége az idotengely O-pontjaba extrapolal-
hato, a nagymolsulyd frakcio mennyisegét megad6 extinkcio a 60 percnél mar nul-
la. Ez a megallapitas tipikus lépcsézetes reakcid képét adja, amely szerint fel-
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tételezhetd, hogy a kismdlsulyu frakcio, mely a nagymolsulyd frakcié interme-
dierje, a vizsgalt korilmények kozétt indukcios periodus nélkil képzédik. Ebbél
egy lassabb reakcidban (melynek észlelhetd indukcios periddusa van) épiil fel a
nagymolsulyu szinanyag.

3. sz. abra
Qliikézkaramell elvalasztadsa Sephadex G 25 és G 50-bdl készitett rétegezett oszlopon

Az a tény, hogy a nagymolsilyi szinanyag oldatanak beparlasakor ismét
keletkezett kismolsulyu komponens, a nagymoalsulya szinanyag felépiilésénél
feltételezett kondenzacids reakciot —amely megfeleld koriilmények k6zétt meg-
fordithatd6 — még valdszinlibbé teszi.

4. sz. abra.
Gliukozkaramell Sephadex G
25-6n kapott Kis- és nagy-
molsiulyd frakciéjanak valto-
zdsa a ho6kezelési id6 fiugg-

vényében

A kovetkezo feladat a barna szinanyag megtalalt intermedierjének és a be-
I6le felépilt nagymolsilyld komponensnek izolalasa, amelyek tiszta formaban

a g;inanyag szerkezetének megallapitdsdhoz az eddiginél biztosabb segitséget
nyujthatnak.
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PPAKLUNOHNPOBAHNE KAPAMEJIbBHQIO OKPACWTEJIbBHOIO BELLE-
CTBA NYTEM IFEMEBON ®UNJIbTPALIN

@. Epuuy,

Mocne antaLHU AWUCTUIMPOBaHHOW BOAOA Ha KonoHHe Cedagekca I 25,
KOpPWYHEBOE OKpacuTenbHOe BeLlecTBO, 06pasoBaHHoe B 0,1 M pacTBOpe r/H0-
KO3bl Mocfie TepmMuyeckoii 06paboTku npu Temneparype 150°C, pasgenvnoch Ha
4Be hpakuumn, nepsas U3 KOTOPbIX MMeNa BbICOKUA MOMEKYNSAPHbIA BeC, a BTOpas
- HU3Kui. TTpn BbINAPMBAHUM YMCTO MOYYEHHOrO BOAHOMO pacTeopa (hpakLmu
BbICOKOTO MOJIEKY/IAPHOI0 Beca 06pasyeTca onATb (hpakumus HU3KOrO -MOJeKynsp-
HOro Beca.

Mpamoe, npubnnxkaroLlee K KONMYECTBY (PPakLyMn HU3KOTO MOMEKYNSPHOrO
BeCa MOXET ObITb 3KCTPANofMpoBaHHO B BpeMeHu 0, @ KOMMOHEHT BbICOKOrO Mo-
NeKYNAPHOro Beca obpasyeTcs TOMbKO B O0fee MO3gHEM 3JTane peakuyu.

Ha ocHOBe BblIlIeCKa3aHHbIX MPeaaraeTcs, YT0 KOMMOHEHT BbLICOKOTO Mo-
NeKynspHOro Beca MOCTPOUTb M3 KOMMOHEHTA HWU3KOr0 MOJSIEKYNSPHOrO Beca B
paMKax KOHAEHCALMOHHOM peakumu.

FRAKTIONIERUNG VON KARAMELLFARBSTOFF VERMITTELS
GELFILTRATION

F. Orsi

Eine Glucoselésung mit dem Molbruch 0,1, bei 150°C hitzebehandelt,
liefert einen braunen Frabstoff, welcher an der Sephadex G 25 Sdule mit dest.
Wasser eluiert auf zwei Fraktionen getrennte wurde: eine Fraktion mit kleinem
und eine mit grossem Molgewicht. Bei der Eindampfung der wasserigen Losung
der Fraktion mit grossem Molgewicht, entsteht die Fraktion mit kleinem Molge-
wicht von neuem.

Die die Menge der Fraktion mit kleinem Molgewicht ann&hernde Gerade
kann auf den Zeitpunkt O extrapoliert werden, die Komponente mit grossem
Molgewicht hingegen entsteht nur in einer spateren Phase der Reaktion.

Auf Grund dieser Erfahrungen kann angenommen werden, dass die Kom-
ponente mit grossem Molgewicht aus der Komponente mit kleinern Molgewicht
durch eine Kondensationsreaktion aufgebaut wurd.
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