Néhany klorogénsav meghatarozasi modszer
kritikai tanulmanyozasa

S ZILASNE KELEMEN MAGDA és BARATH AGNES
Budapesti Miiszaki Egyetem Elelmiszerkémia Tanszék
Erkezett: 1973. marcius 16.

Az életszinvonal emelkedésével parhuzamosan novekszik az ember élvezeti
szerek iranti igénye. Az élvezeti szerek kozil legnagyobb mértékben a kavéital
fogi(yasztésa terjedt el, és napjainkban is egyre névekvd tendenciat mutat (1,2?.
A kavé iranti igény azonban nemcsak mennyiségben, hanem mindségben is val-
tozott. Ez 6sztondzte a kutatOkat a kavé osszetételére vonatkozo Uj vizsgalati
modszerek kidolgozasara és fejlesztésére.

A kavé fontos hatbanyagai kozé tartozik a koffein és az élettani hatasok
Ujabb kutatasainak eredmeényei alapjan a klorogénsav. Mig a koffein —normalis
fogyasztas mellett — altalaban élenkito, frissitd hatast fejt ki, a klorogénsav
érzekenyebb embereknél gyomor és egyéb panaszokat idézhet el6, gatolhatja a
pepszin és tripszin miikodését.

Fischer az aromas oxisavak egymassal alkotott észtereit depszideknek
nevezte. llyen vegyiilet a kavéban el6forduld klorogénsav is.

CH= CH—C0—0

OH

Klorogénsav (3-kaffeil-kinasav)

Az észterkotés a kavésav (3,4-dihidroxi-fahéjsav) karboxil csoportja és a kinasav
(1,3,4,5-tetrahidroxi ciklohexankarbonsav) harmas szénatomjan levé hidroxil
csoportja kozott jon létre. Vizben és alkoholban jol oldédik, éterben, kloroform-
ban és széntetrakloridban oldhatatlan. Levegd oxigénjének hatdsara ammonia '
jelenlétében zéld szinli vegyduletté, viridinsavva alakul, savas kémhatasu. Akloro-
génsav tobb izomerjét (Barnes, Feldman, White (3), Corse (4), Sondheimer (5)
csak az utébbi id6ben fedezték fel.
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CH= CH—CO—o

Neoklorogénsav (5-kaffeil-kinasav)

OH
/o 6\ ©OH
OH — 4 1
OH COOH

0 H

»Compound 510" (4-kaffeil-kinasav)

Az izoklorogénsav tulajdonképpen ot vegyllet keveréke, kozulik harmat
dikaffeilkinasavként azonositottak (3,4; 3,5 és 4,5 dikaffeil-kinasav).

Pictet és Brandenberger (6) a k&véban a kolorogénsavon kivil, ahhoz nagyon
hasonlé vegylileteket mutattak ki, mint példaul a 3-feruloil-kinasavat és a
p-kumaroil-kinasavat. Klorogénsav izomerként megemlithet6 még a cinarin is
(-kinasav 1,4 dikavéészter-), amelyet Panizzi és Scarpati nem kavéban, hanem
articsdkéban fedeztek fel; ez a vegyulet kdvéban nem fordul el§ (7).

Czok f) és Ginader (8) allatokon végzett kisérleteinek eredményeibGl meg-
allapitottak, hogy névekvd klorogénsav koncentracié nagyobb mértékben aka-
dalyozza a héltevékenységet. Raff (9) a lélegzésre és a vérkeringésre gyakorolt
hatast vizsgalta: klorogénsav befecskendezéskor szapordbba valt a légzés, a
vérnyomas és a pulzus frekvencia csokkent. Ezeket a megfigyeléseket savhatas-
nak tekintette, mivel klorogénsav oldatokkal azonos pH értékii tejsav oldatok
befecskendezésevel is hasonlé vérkeringési valtozasokat észlelt, ugyanakkor
neutralis Na-klorogenat adagolasa nem gyakorolt észrevehetd befolyast a vér-
keringésre.

Booth, Emerson, Jones és De Eds (10) megallapitottadk, hogy a klorogénsav
az ember szervezetében alkotorészeire — kavésavra és kinasavra — bomlik. A
kinasavbol aromasodas kdzben eddig még nem azonositott pirokatechin szarma-
z€k keletkezik, mig a kavésav egész sor biokémiai valtozason megy keresztiil.
Egymas mellett és egymas utan zajlik le a melléklanc ~-oxidacidja és dehidralasa,
a fenolos hidroxil csoportok metilezése, demetilezése, dehidroxilezés, végil
kondenzaci6 glicinnel es glikuronsavval. A dehidroxilez6 reakciékban a bél-
mikroorganizmusok is részt vesznek.

Fentiek indokoltak a klorogénsav meghatarozasara kidolgozott moédszerek
behat6 irodalmi attekintését; az egyes eljarasok pontossagara, eszkdz- iddigé-
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nyére vonatkozo felmerés és néhany eljaras Gsszehasonlitd vizsgalat elvégzesét.
Az Osszehasonlitd mérésekkel, azok matematikai-statisztikai értékelésével a
gyakorlat szdmara jél hasznalhat6 klorogénsav-meghatarozasi maédszert kivan-
tunk az ipari laboratériumok rendelkezésére bocsatani.

A tanulményozott meghatarozéasi médok altalaban a klorogénsav kovetkez6
tulajdonsagainak valamelyikén alapszanak: az 6lomklorogenat oldhatatlansagan,
fenol vagy sav jellegen, oxidalhatésagon, az UV spektrumban torténd jellegzetes
abszorpcion.

Hoepfner (11) mddszere azon alapszik, hogy a klorogénsav vagy més orto-
difenol tiﬁusu vegyiilet ecetsavas oldatdhoz NaNO2et adva sarga elszinezédés
kovetkezik be. NaOH hatasara piros szinreakcio jatszodik le. A reakcié kemizmu-
sat még nem deritették fel. A szin intenzitasa és stabilitasa nagymértékben fiigg
a kisérleti kortilményektél (12), a hémérséklett6l, valamint attol, hogy a szin-
reakcio lejatszodasa utdn mennyi id6vel végzik a mérést. Pérkolt kdve modell
alkalm(azs;;tsénél egyes szerz6k erdsen kétségbe vonjak a Hoepfner reakcio specifi-
tasat (13).

Pliicker és Keilholz (14) a klorogénsavat a kavéhol forro vizzel extrahaltdk
ki. Natriumacetat, NaN02és NaOH hozzaadasaval létre hoztak a szinreakciot,
és a szines oldat extinkcigjat Pulfrich fotométeren mérték. Meghatarozasuk
ipari gyors modszerként alkalmazhato.

Slotta és Neisser (15) mddszere lugos hipojodittal val6 oxidacion alapszik.

A nem kielégitd specifitason kivil kifogasolhatd, hogy az oxidacié mechanizmusa

Bem ismert és a jodfogyasztas a klorogénsavval nem all sztchiometrikus arany-
an.

Hadorn és Suter (16) moédositotta Slotta és Neisser médszerét. Az eljaras
lényege, hogy az 6rolt kaveét elsd 1épéshen zsirtalanitani és koffeinmentesiteni kell,
amit petroléteres, illetve kloroformos extrakcidval értek el. Az igy el6készitett
kavéhol forro vizes extrahalassal vontak ki a klorogénsavat, melyet telitett 6lom-
acetattal lecsaptak. Az o6lomklorogenat csapadékot megfelel6 mérték({i mosas
utan kénhidrogénnel elbontottdk, a kavésav eltavolitasat éteres extrakcioval
vegezték. Az extrakcid utan a vizes fazisbol jodometridsan hataroztak meg a
klorongénsavat oly modon, hogy az oldathoz folos mennyiségii jodot adtak és a
jodfolosleget natriumtioszulfattal titraltak vissza.

Moores, Mc. Dermott és Wood (17) spektrofotometrids modszert dolgoztak
ki. A klorogénsavnak 6lomsoként torténd kicsapasa el6tt és utan mérték az oldat
UV abszorpciojat. A meghatarozas viszonylacf; ?yors és pontos, az AOAC el@irdsa-
ban is szerepel, bar bizonyos hatranyok - féleg a specifitasra vonatkozolag —
ennél az eljarasnal is vannak. Amikor Moores es munkatarsai fenti eljarasukat
kozzétették, a klorogénsav izomerjei még nem voltak ismertek. Ezért szlikségessé
valt olyan specifikus modszer kidolgozasa, amely az izomer klorogensavak egymas
melletti és egyidejl meghatarozasat is lehet6vé tette.

E problémaval Haussermann és Brandenberger (18) foglalkozott. Az altaluk
Kidolgozott modszer egyrészt a_ klorogensavak borsavval valo kelatképzésén,
masreszt a vizes és szerves fazis kdzotti megoszlason alapszik. A megoszlasi
hanyadosok kiilonbozdségébdl fakaddan sikerilt az izoklorogénsavat elvalasz-
tani a klorogén és neoklorogénsavtdl.

Maédszeriket a kovetkezd séma szemlélteti:
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t 20 rész A-puffer

sav

(Az A, B, C” puffer részletes leirasat a klorogénsav-borsav komplex képzédésén
alapuld mddszernél ismertetjik.)

Swain és Jurd (19,20) megallapitottak, hogy a kelatképzddést batokrom
abszorpcids eltolodas kiséri. A klorogénsav-borsav komplex pH= 55 folétt
allando. Calzolari (21) vizsgélta, hogyan alakul a klorogénsav abszorpciés maxi-
muma kiilénb6z6 pH-kon. Kisérleteit boérsavas pufferoldatokkal végezte, és igy
tulajdonképpen a kelatképz&dést figyelte meg. A borsavas keldtképzédés okozta
eltolodast az 1 &bréan ismertetjuk. A klorogénsav oldatot pH = 7 foszfatpuferral
elegyitve, felvették az abszorpcids spektrumot, a maximum 324 nm-nél adodott.
A mérést pH = 7borsavas foszfatpufferral kezelt klorogénsavval is elvégezték,
ebben az esetben az abszorpcids maximum 346 nm volt. A két gorbe kiilonbsége-
ként felrajzoltdk az an. differencia spektrumot, amely 357 nm-nél mutatott
maximumot. A maximum intenzitdsa a klorogénsav koncentracid6 mértéke. A
klorogénsav izomerek szétvalasztdsa a megoszlasi hanyadosaik kiilonbdz8sége
alapjan lehetséges. A harom izomer (klorogénsav, izo- és neoklorégénsav) higitott
vizes oldatat pH = 4,35 foszfatpufferral kezelve, majd vizzel telitett butilace-
tattal kirdzva, az izoklorogénsav elvalaszthato, tekintettel arra, hogy az a szerves
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1. &bra. A klorogénsav-bdrsav komp-
lex képz6dését kiséré abszorpcits el-
tolédas. A klorogénsav a vizes olda-
tdnak abszorpciés spektruma (a)-
Foszfat pufferban pH = 7(b), bérsa-
vas foszfatpufferben pH = 7(c), dif-
ferenciaspektrum (a—b = d)

fazisba megy at, mig a klorogénsav és neoklorogénsav a vizes fazisban marad.
A klorongénsav és neoklorogénsav elvélasztdsa mar nehezebb feladat, csak ellen-
aramuU megoszlas elvén kilonithet6k el egymastol.

Erkama és Kaiippila (22) papirkromatografias meghatarozast dolgoztak
ki. Az extrakciéhoz 70%-0s izo-propilalkoholt alkalmaztak, a felcseppentést
Whatmann No. 1 papiron végezték, futtatoként n-butanol: ecetsav: viz = 4:1:5
arany( elegyét hasznaltdk. A futtatds 26 Orat vett igénybe. Modszeriknél az
el6hivas a Hoepfner-féle szinreakcion alapszik. Klorogensavra ez a reakcié nem
specifikus, mert mas fenolos vegyuletek is adjak, ennek ellenére, ha az analiza-
land6 oldat nem tartalmaz tul sok zavaré komponenst, alkalmas lehet kloro-
génsav meghatarozasara és a kavésav elvalasztasara. A klorogénsav Ri értékét
0,5-nek, a kavésavét 0,8-nak talaltdk. Véleményiik szerint e modszerrel kvan-
titativ meghatarozas is lehetséges. Azonos koriilmények kdzott két kromatogra-
mot készitettek és csak az egyiket hivtak el6 Hoepfner rea%(enssel, ennek alapjan
bejel6lték a masik kromatogramon a foltokat, melyeket kivagas utan 70%-0s
izo-propanollal eluédltak. Az igy nyert oldat spektrofotométeres mérését 327 nm-en
végezték. (0,0004% és 0,016% kozotti koncentracid tartomanyban érvényes a
Lambert-Beer torvény, tehat a klorogénsav mennyiségi meghatraozasa ebben
az intervallumban végezhet6 el).
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A Pomenta és Burns (23) altal javasolt papirkromatografias eljaras annyiban
tér el az elébbiekben ismertetett madszertél, hogy a klorogénsav foltot UV [ampa
segitségével jelolték meg a papiron, (az Ri érték 0,60). A folt kivagésa utdn Hoepf-
ner reagenssel (5%-0s ecetsav + 0,5%-0s NaNO, 1: 1 aranyban) &sszeraztak és
4 percig centrifugaltak (2000 ford/perc). A kapott oldat extinkcidjat 520 nm-en
mérték. A standard gdrbe 0,1-1,00 /«mdl tartoméanyban lineéris.

Johnson és Schaal (24) a burgonya klorogénsav tartalmat szintén papir-
kromatografias maddszer segitségevel hataroztdk meg, azonban el&hivoként
modositott Folin-Denis reagenst alkalmaztak.

Kisérleti rész
Az ismertetett eljarasok kozil kisérleti munkakban a kavé klorogénsav tar-
talmat térfogatos analizissel, spektrofotometrids és kromatografias eljarasokkal

hataroztuk meg és e vizsgalati modszereket dsszehasonlitva végeztiik el értékelé-
stiket.

Kisérleteink modell-anyaga normal a koffeinmentesitett robusta kavé volt.

Térfogatos meghatarozas

10 g 6rolt kavét 5 o6ran at petroléterrel, majd 10 6ran at kloroformmal
extrahaltunk. Az ily mddon zsirtalanitott és koffeinmentesitett anyagot 70 C°-on
szaritottuk, 2 g-ot kivéve hozzéaadtunk 100 cm3 forré vizet és a klorogénsav
kinyerése céljabol 5 éran at extrahaltunk.

Az extrakcid befejez6désének megallapitasara Hoepfner reagenst és 10%-0s
NaOH-t hasznaltunk. (A klorogénsav teljes kivonasa esetén az oldat szintelen
marad, piros szin klorogénsav jelenlétére utal.)

Az extraktot kb. 50 cm3re bes(ritettiik, centrifugacs6be ontottiik, hozza-
adtunk 2 cm3telitett 6lomacetatot, és a keletkezett csapadékot centrifugaltuk.
A szupernatanst elvalasztva megvizsgaltuk tartalmaz-e klorogénsavat. A csapa-
dékot kevés vizzel mostuk és centrifugaltuk. Ezt a m(veletet kétszer megismé-
teltlik. A csapadékot kis mennyiségii vizzel konikus kémcs6be vittik, forgasig
melegitettiik, fél 6ran at er6s kénhidrogén aramot vezettiink keresztil. A kén-
hidrogén felesleget forralassal Kiliztiik, a még meleg szuszpenziét 100ml-es mérg-
lombikba vittik, jelig t6ltottik és redds szlirén szdrtik.

Az igy 6lommentesitett oldatbdl a kdvésavat tavolitottuk el: 50 cm3t (1 g
eredeti mintanak felel meg) peroxidmentes desztillalt éterrel 5 6rat extrahaltuk.
A vizes réteget elvéalasztottuk és a maradék éter eltavolitasara vizfirdén melegi-
tettuk.

Az étermentesitett vizes fazist 100 cm3re toltottlik és 50 cm3ébdl a kovet-
kezd modon jodometridsan hataroztuk meg a klorogénsavat. Az 50 cm3vizsga-
landd oldathoz 25 cm30,05 n jédoldatot, valamint 30 csepp 2 n NaOH-t adtunk,
oraliveggel lefedve, sotétben 1 érat allni hagytuk. Ezutdn 2,5 cm32 n kénsavval
megsavanyitottuk és a jodfelesleget keményit6 jelenlétében 0,05 n natriumtio-
szulfattal visszatitraltuk.

1 cm3jodoldat 1,77 mg klorogénsavnak felel meg (1. tablazat).

Spektrofotometrids meghatarozasok

Aklorogénsavnak nyers kavébol torténé meghatarozasara harom spektrofoto-
metrias modszert hasonlitottunk ossze. E moddszerek a klorogénsav kiilénb6z6
tulajdonsagait hasznaljak fel a mérés céljara, kozds vonasuk, hogy a kinyerés
minden esetben forr6 vizzel torténik.
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7. tdblazat
Kavé klorogénsav tartalma

Ossz klorogénsav %

Kéavéminta Térfogatos NaN02es )
modszerrel szinreakcioval AOAC modszerrel
6,82 5,76 8,41
ROBUSTA 6,55 6,01 8,44
nyers 6,91 6,12 8,28
6,13 5.94 8.34
6,46 5,88 8,20

Natriumnitrites szinreakcion alapulé médszer

Kalibracios gorbe készitése: Els6 lépésként a klorogénsav nitrites szinreakcio-
janak megfeleld abszorpciés maximumot hataroztuk meg, amely 365 nm hullam-
hosszon adodott (2. abra).

Az extinkciomérést a tovabbiakban ezen a hullamhosszon végeztiik. Ezutan
p. a. klorogénsavhol higitasi sort készitettink: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 mg/ml kon-
centraciokkal. Az oldatokhoz acetatpuffert, natriumnitritet és natriumhidroxidot
adtunk. A pirosra szinez0dott oldatok extinkciojat 1 cm-es kvarckivettaban
365 nm-en mértiik, az extinkcidértékeket a klorogénsav koncentracié figgvényé-
ben abrazoltuk (3. é&bra).

A kaveékivonat klorogénsav tartalmat a kalibracids diagram segitségével
szamoltuk ki (1. tablazat).

Kivonas: 5 g finomra 0rolt kavét 80 ml vizzel harminc percig f6ztink. Lehd-
tés utdn 100 cm3es mér6lombikban jelig toltdttik, szlrtik. A szlrletbdl 10 cm3t
100 cm3re higitottunk, az igy kapott térzsoldathdl végeztilk a meghatarozast.

Szinreakci6 és spektrofotométeres mérés: Az el6bbiek szerint készitett torzs-
oldat 2 cm:+ét 8 cm3desztillalt vizzel higitottuk, hozzdadtunk 0,3 cm3acetat-
puffert (10 cm3 jégecet +30 g natriumacetat 100 cm3 vizben), 0,3 cm3 40%-0s
natriumnitritet és 0,3 cm3 10%-o0s natriumhidroxidot. A reagensek hatasara az
oldat pirosra szinez6dott, amelynek az extinkcidjat 1cm-es kiivettdban 365 nm-en
mértiik, Osszehasonlitdé oldatként a kdvékivonat 2 cm3ének 8,9 cm3deszt. vizes
higitasat hasznaltuk.

2. dbra. Klorogénsav oldat abszorpciés spektruma NaNO02-es szinreakci6é esetén
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3. dbra. Kalibraciés diagram aklorogénsavnak NaNO,-es szinreakciéval torténé
meghatarozasahoz
Regresszids egyenes egyenlete: y = 0,479+ 0,306

Korrel4ciés koefficiens: r = 0,84

4. abra. Klorogénsav meghatarozasa az AOAC eléirasa szerint.
Kalioraciés diagram
Regressziés egyenes egyenlete: y = —0,024+0,051
Korrelacids koefficiens: r = 0,99
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AOAC modszer: Az 6rolt és szitalt kavé 1 g-jat 50 cm3es centrifugacsébe
vittik, 25 cmi petrolétert (fp. 30 —50 C°) adtunk hozza, dsszekeverés utan centri-
fugéltuk, majd a petrolétert ledntoéttik. Fenti miveletet kétszer megismételtik.
A petroléter maradékot leveg6aramban tavolitottuk el. Az igy zsirtalanitott
kavét kevés vizzel 500 cm3es Erlenmeyer lombikba vittik, hozzaadtunk kb.
400 cm3deszt. vizet és tizenGt percig enyhén forraltuk. Lehités utan 500 cm3es
mér6lombikban jelig toltottik, majd szurtiik, a szlrlet els6 25—50 cm3ét elon-
tottik. Abban az esetben, amikor a sz(irlet zavaros volt, a szlrést zsugoritott
Uvegszlrdn végeztik (szlirési segédanyagok nem hasznélhat6k).

A sziirlet 10 cmi-ét 100 ctn3re higitottuk és az extinkcidt 1 cm-es kvarc-
kiivettdban vizzel szemben 324 nm-en mértik.

Kalibracios diagram készitése

40 mg p. a. klorogénsavat deszt. vizben feloldottunk, mérélombikban 500
cm3re toltottink. A kapott oldatbdl 5, 10, 15, 20, 25, 30 cm3t 100 cin3re higi-
tottunk, az extinkciokat 1 cm-es kvarcklvettaban vizzel szemben 324 nm-en
mértik. A mért extinkcidértékeket a klorogénsav koncentracio fliggvényében
abrazoltuk (4. abra).

A kéavékivonat mért extinkciojabol a kalibracids diagram segitségével sza-
mitottuk a vizsgalt kavé klorogénsav tartalmat (1. tablazat).

Kiorcgénsav-borsav komplex képz6désén alapulé mddszer

A vizsgalandd nyers kavét meg6roltik, 0,4 mm-es szitan atszitaltuk. Az igy
elékészitett mintabol 2,5 g-ot 0,0001 g Eontosséggal lemértiink, maradék nélkil
500 cm3es Erlenmeyer lombikba vittik, hozzaadtunk 450 cm3 forr6 vizet, és
6t percig vizfirdén melegitettik. Leh(tés utan térfogatat 500 cm3re egészitettiik
ki, 0sszeraztuk, redds sz(irén szdrtik. A sz(rlet els6 100 cm3-ét elontotttik, a
meghatarozast a maradékbol végeztiik.

Alkalmazott oldatok:

Foszfat piffer pH = 7 (A puffer)

Im NaZHPO4 s 17 térfogat
1m KH2P04 8 térfogat
desztillalt viz 25 térfogat

Bdrsavas foszfat puffer pH = 7 (B puffer)

Im NaZHPO4 e 17 térfogat
1m KH2P04 8 térfogat
1m borsav 25 térfogat

A bérsav oldat pH = 7-re beéllitand6 natriumhidroxiddal.

Me. llwaine puffer pH = 4,35 (C puffer)

0,1 M CItrOMSAV..cuecieieriieiecicre e 4 térfogat
0,2 M NaZHPU4 ... 3 térfogat

Osszklorongénsav meghatarozasa

1—1 cm3kavékivonatot A, illetve B pufferoldattal 20cm3re higitottunk, és
az extinkciokllonbségeket (AE-t) 1cm-es kvarckivettaban 357 nm-en mértik.
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Klorogénsav és neoklorogénsav egylttes meghatarozésa

25 cm3kavekivonatot 25 cm3C puferrel elegyitettiink és haromszor 10—10
cm3vizzel telitett butilacetattal kirdztuk. Avizes és szerves fazis szétvaldsa utan
avizes fazist elkilonitettiik. 2—2 cm-t kipipettazva 20 cm3re higitottuk A,
illetve B pufferral, majd az extinkciokulonbséget 357 nm-en mértik.

I1zoklorogénsav-tartalom = &sszklorogénsav — (klorogénsav + neoklorogénsav)

A nyers kdvé szérazanyagtartalmara vonatkoztatott klorogénsav mennyisé-
get a kovetkezd képletek segitségével szamitottuk:

E mM (V-sP)
e- 1000 -P

Saly % = f . 100

= higitasi faktor = 20

meért extinkcidkiilénbség

klorogénsav mélstlya = 354,3

sz(irlettérfogat cm3ben

bemért minta sulya g-ban

fajlagos térfogat cm3g) s = 0 teljesen old6dd anyagnal,
s = 1részben oldddd anyagnél

e = molaris extinkcids differencia = 11840

El6z6 képletbdl az allanddkat ssszevonva az alabbi dsszefiiggést kapjuk:
0,05985- E (V-sP)
p#

»oLZm—+

Saly % =

E mddszerrel kapott eredményeket a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat

A vizsgalt kdvémintak klorogénsav tartalma (klorogénsav-bérsav komplex képz6désén alapuld
modszerrel)

Klorogénsav +
Kavémintak neoklorogénsav Izoklorogensav Osszslglor&gen M = x+ Smt
%
5,24 1,81 7,05
ROBUSTA 5,03 1,63 6,66
nyers 5,18 1,74 6,92 6,92+0,272
5,12 1,80 6,92
5,26 1,79 7,05
5,39 1,95 7,34
ROBUSTA 5,67 1,89 7,56
koffein- 5,39 2,01 7,40 7,45+ 0,106
mentesitett 5,56 1,99 7,55
5,49 1,93 7,42

Papirkromatografias és vékonyrétegkromatografias
meghatéarozasok
Orélt, nyers kavé 5 g-jat Erlenmeyer lombikba téve dsszekevertiik 80 cm3

70%-o0s izo-propilalkohollal és harom 6ra hosszat razégépen tartottuk. Razatés
utan redés szrén szdrtik, a sz(rén maradt k&védrleményt kétszer dtmostuk
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5-5 cm3 70%-o0s izo-propilalkohollal. Az 6sszegydjtott szlrletek térfogatat
100 em3re egészitettik Ki.

Az igy kapott i-propanolos kavékivonatbdl 20 //i-t, valamint az 1 mg/cm3
koncentracioju standard klorogénsav oldatbél 30 //1-t vittiink fel Whatman No
1 papirra. Futtatészerként n-butanol: ecetsav: viz = 4:1:5 ardnyu elegyét
hasznaltuk.

Futtatasi id6: 18-24 ora.

Futtatas utdn a papirt meleg leveg6vel megszaritottuk. A klorogénsav két
modszerrel tehetd lathatova. Egyrészt UV lampa alatt a foltok fluoreszkalnak,
masrészt sargéra szinezédnek 1%-os NaNO02és 10%-os ecetsav 1: 1ardnyl Ne-
gyének a papirra porlasztasaval.

Az el6bb leirt modszer médositasaval papir helyett vékonyrétegen végeztiik
a futtatast. Az alkalmazott vékonyréteg POLYGRAM SIL G volt, melyet kons-
tans rétegvastagsaga (0,25 mm) miatt valasztottunk vizsgalatainkhoz.

Ugyanazt a kavékivonatot, standard klorogénsavat és futtatészert alkalmaz-
tuk mint papir esetében, a futtatasi id6 azonban 3 érara rovidilt, mellyel nagy-
mértékben sikerllt csékkenteni a meghatarozas id6igényét.

A futtatas befejeztevel a vékonyréteget meleg leveg6vel megszaritottuk és a
foltokat Hoepfner reagenssel hivtuk elé. A klorogénsav foltok sargésbarna szili-
nél jelentek meg (5. abra).

A vékonyrétegen a standard klorogensav Rf értékét 0,55-nek, a kavékivonat-
bél kapott klorogénsav Rf értékét 0,54-nek talaltuk.

[ 11} |
5 abra. Klorogénsav meghatarozasa 6. dbra. Kalibracios sorozat standard
vékonyrétegkromatogréafiasan 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. klorogénsav oldathél

1. Standard klorogénsav oldat 10 /1 1 2 3
2. l-propanolos kivonat nyers kdvébol 10 y\ T
3. I-propanolos kivonat nyers kavébol 20 /d

4. 5 6. 7. 8

4. Standard klorogénsav oldat 10 /d L5
5. I-propanolos kivonat koffeinmentes 2.10 /d
kavébol 10 /d 3. 15 /1
6. I-propanolos kivonat koffeinmentes ’
kavébol 20 /d 4.20 &
7. Standard klorogénsav oldat 10 /1 5.25 /d
Futtatészer: n-butanol: ecetsav: viz = 4:1:5 6. 30 /d
Futtatasi id6: 3 6ra ’
El6hivé: 1%-0s NaN02+ 10%-0s ecetsav 7.40 /L
1: laranyban. 8. 50 /d
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7. dbra. A kalibraciés sorozat denzitométeres értékelése

8. dabra. A denzitométerrel kiértékelt sorozathél felvett kalibraciés diagram
Regresszids egyenes egyenlete:

y = 0,99+0,45 x
Korrelacios koefficiens:

r =092
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9. abra. Klorogénsav kvantitativ meghatarozasa
vékonyrétegkromatografiasan, denzitométeres értékeléssel

1 Standard klorogénsav oldat 10 /n
2. i-propanolos kivonat nyers kavébol 10 /N
3. i-proganolos kivonat nyers kavébol 20 /N
4. Standard klorogénsav oldat 10 /N
5. i-proganolos kivonat koffeinmentes kavébol 10 /n
6. i-proganolos kivonat koffeinrr.entes kavébol 20 /N
7. Standard klorogénsav oldat 10 /n

10. 4&bra. Klorogénsav meghatarozasa vékonyrétegkromatografias-
spektrométeres maodszerrel. Kalibraciés diagram

Regressziés egyenes egyenlete:
y = 0,001 + 0,049 x

Korrel4ciés koefficiens:3
r= 0,99
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Klorogénsav kvantitativ meghatdrozasa vékonyrétegen

1 mg/cm3koncentracidju i-propanolos klorogénsav oldathdl a rétegre 5, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50 //1-t vittiink fel. Az el6bbiek szerint futtattuk és Hoepfner
reagenssel hivtuk eld. A kapott foltokat CHROMOSCAN denzitométerrel érte-
kelve, kaptuk a kvantitativ meghatarozashoz szilkséges kalibracios gorbét.
(6, 7 és 8. abra). Nyers kavé és koffeinmentes kavé i-propanolos kivonatabol
10 ,«l-, illetve 20 //1+t vittink a rétegre, 3 6rat futtattuk, majd megszaritottuk
és Hoepfner reagenssel eléhivtuk. A foltokat denziméterrel értekeltiik (9 abra).

A klorogénsav vékonyrétegkromatografias elvalasztasat kombinalva spek-
trofotométeres méréssel, mennyiségi meghatarozast is végeztiink. 0,25 mm vas-
tagsagl Kieselgel G rétegre 30 u\ 1 mg/cm3koncentracioju standard klorogénsav
oldatot és 100 /1 i-propanolos kavékivonatot vittlink fel. Futtatokeverek : N-
butanol : ecetsav : viz = 4:1:5. Futtatasi id6: 3 6ra. Futtatds utdn a réteget
meleg levegével megszaritottuk, UV lampa alatt megjeldltik a foltok korvona-
lait és lekapartuk a lemezr6l, majd 10 cm370%-os i-propanollal eludltuk. A szili-
kagélt G4-es iivegsz(ir6n elvalasztottuk és az eludtum extinkciéjat 1 cm-es kvarc-
kiivettaban 327 nm-en mértiik. A réteg mas helyérdl a klorogénsavval azonos
nagysagu foltot is lekapartuk és az elébbiek szerint kezeltik. Ilyen mddon meg-
hataroztuk a szilikagél vak értékét, amely 0,05-nek adddott.

Kalibraciés diagram készitése: 4, 8, 12, 16 /tg/ml koncentraciéban p. a.
klorogénsavat 70%-os i-propanolban oldottunk és 1 cm-es kvarckivettaban
70%-0s i-propanollal szemben mértiik az extinkciojat. A mért extinkcidértékeket
a klorogénsav koncentracié figgvényében abrazoltuk (10. abra). A rétegrél elualt
klorogénsav mért extinkciojabdl — a kalibracids gorbe segitségével — szadmi-
tottuk ki a kavéminta klorogénsav tartalmat.

Eredményeineket a 3. tablazatban foglaltuk Ossze. A spektrofotométeres
méréseket SPECORD UV VIS késziiléken végeztik.

3. tablazat
Kavémintdk klorogénsav tartalma
Klorogénsav °0
Kavem intak VRK-s meghatérozas VRK-s

spektrofoton'.etrids

denzitométeres értékelés . .
meghatarozas

ROBUSTA 3,91 3,65
nyers 3,65 4,13
3,84

ROBUSTA 4,85
koffein- 5,76 5,10
mentesitett 5,12 541

Osszefoglald értékelés

Az dsszehasonlitott térfogatos, spektrofotometrids és kromatogréafias eljara-
sok kozil a klorogénsavra specifikus két spektrofotometrias maédszert (AOAC és
klorogénsav-bdrsav komplex) talaltuk a legmegfelel6bbnek.

Mindkét modszernél mérési eredményeink megegyeztek az irodalmi adatok-
kal.
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Eszkdz- és id6igény, valamint kivitelezési megoldasukat illetéen kozel azo-
nosnak tekinthet6k.

_ Matematikai-statisztikai értékeléssel, variancia analizissel val6 @sszehason-
litdsuk alapjan megallapithaté volt, hogy

- kozottik szignifikans kilénbség van (4. és 5. tablazat),
- az AOAC modszeren belll a széras kisebb.

o . 4. tablazat
Variancia analizis

(Klorogénsav meghatarozasi moédszerek 6sszehasonlitésa nyers kavé vizsgalatanal)

Eltérés

Variancia forréas négyzet Szabadséagi fok S2 F
Csoportok kozott 5,302 1 5,302
Csoportokon belul 5,53 8 0,691 7,672*

*« = 0,05-nél a médszerek kozétt szignifikans kilonbség van.

5. tablazat
Variancia analizis

(Klorogénsav meghatarozasi médszerek 6sszehasonlitdsa koffeinmentes kavé vizsgélatanal)

. . Eltérés .
Variancia forras négyzet Szabadsagi fok S2 F
Csoportok kozott 16,129 ) 16,129
Csoportokon belul 16,159 8 2,019 7,988*

*3 = 0,05-nél a modszerek kozott szignifikans kulonbség van.

— az AOAC modszeren beliil a szoras kisebb.

Az AOAC eljarasnal kapott nagyobb klorogénsav értekeket azzal magyaraz-
zuk, hogy a klorogénsavon kiviil egyéb polifenolos vegyuletek is kioldodtak.

A papirkromatografias eljaras altalunk végrehajtott modositasaval (vékony-
réteg) az eredetileg 26 dras futtatasi id6t sikerilt 3 6rara csokkenteniink, ezen
tilmenden jobban definidlt foltokat kaptunk, amelyek CHROMOSCAN VE-
KONYRETEGERTEKELOVEL pontosabban voltak értékelkelhet6k. Avekon?/-
rétegértékel6vel kapott kalibraciés diagramnal —amint az a korrelaciés koeffi
ciensek értékébdl is kitlinik —az egyes mérési pontok szérdsa nagyobb mint a
spektrofotométerrel felvett Kkalibraciés gorbénél.
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KPNTUYECKOE N3YYEHWME METOOA OMPEAENEHWA HEKOTOPXX
XNOPOTEHHbLIX KWUCJ/IOT

M. CunawHs-KenemeH n A. bapuT

ABTOpbI U3 CPeAn METOAOB UCMbITaHUS BaXXHEMLWNX [eliCTBYHOLLMX BELLECTB
Kodbe, BapWaLMOHHbIM aHanM30M CpaBHWMBANWU Pe3y/bTaTbl OMbITOB MOMYYEHHbIX
Mo MeTodaM KOTOPbIX CUMTAIOT CaMbIM MOAXOAAWMM. Kpome TOro 03HaKOMASHT
ObICTPbLIA CMOCO6 UCMbITAHUA MPUMEHEHNEM U3MEHEHHOW TOHKOC/IOMHON XpomaTto-

rpacguu.

EIN KRITISCHES STUDIUM EINIGER METHODEN ZUR BESTIMMUNG
DER CHLOROGENSAURE

M. Szilas-Kclemen und A. Barat

Von den zur Bestimmung wichtiger Wirkstoffe des Kaffees ausgearbeiteten
Methoden studierten die Verfasser Versuchungsmethoden fur Chlorogenséure.
Die Versuchsergebnisse der fir geeignet befundenen Verfahren wurden auch
vermittels Variantien-Analyse miteinander verglichen. Ausserdem wird auch
eine auf Dunnschichtchromatographie beruhende modifizierte Schnellmethode
der Verfasser besprochen.

CRITICAL STUDY OF SOME METHODS FOR THE DETERMINATION
OF CHLOROGENIC ACID

M. Szilas-Kelcmen and A. Baratit

Of the analytical methods for the determination of the important active
components of coffee, those for the determination of chlorogenic acid were
studied. The experimental results considered to be suitable were compared also
by means of variance analysis. Besides, also a rapid method of investigation
based on modified thin layer chromatography is described.
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