Borostyank&sav meghatarozasa gyimolcsokben
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A gylimolcs izének Kialakitasaban fontos szerep jut a szerves savaknak,
ugyanis a gyimoélcsok dit6 hatdsa, savanykas ize e vegyiletekt6l szarmazik.
Ezért a hazai gylimdlcsok szerves sav -tartalmanak me%éllapl'téséra iranyuld
vizsgalatainkat az almasav, bork@sav, citromsav (1) és a hidroxi-fahéjsavak (2)
gyimolcsdkben végzett mennyiségi meghatarozasa utan kiterjesztettiik a boros-
tyankd@savra is.

A gylimolcsok savtartalmat régebben acidimetrids Gton allapitottdk meg
(3). Ez a mddszer azonban csak a gyumolcs dsszes savtartalmara ad felvilago-
sitast, de nem alkalmas a gylimélcsokben lev6 savak min6ségének és egyen-
kénti mennyiségének megallapitdsara. Kés6bb a gyumélcsok savanyl izét
befolyasol6 anyagok kiilon-kulon torténé meghatarozasara dolgoztak ki eljara-
iokg& A borostyank&sav mérésére leggyakrabban hasznalt modszerek a kovet-
ez6k:

Kunz (4) titrimetriasan hatarozta meg a borostyankésav mennyiségét.
A vizsgalando anyagbdl kénsavval szabadda tett borostyankd@savat bariumsoéja
alakjaban kilonitette el a meghatarozast zavar6 anyagoktol, majd a borostyan-
késav bariumsdéjat ezistnitrat oldattal ezlstsova alakitotta at, végil az ezlst-
nitrat feleslegét ammaoniumrodanid oldattal megtitralta. Az ismert és a titralas-
sal meghatarozott ezlstnitrat mennyiségek kozotti kiilonbség megfelel a boros-
tyank@sav tartalomnak.

Dimotaki-Kourakou (5) mddositotta a Kunz-fele eljarast, mégpedig ugy,
hogy ioncserélé gyanta segitségével végzett elGtisztitast, majd éteres extrakciot
alkalmazott. Az extrakt alikvot részében végezte el a borostyankésav meghata-
rozasat Kunz szerint.

Wollmann és Pohloudek-Fabini (6) potenciometrikus titralassal allapitotta
meg novényi anyagok borostyankdsav-tartalmat. A noévénybGl nyert vizes
extraktot anion- és kationcserél6 gyantak segitségével tisztitottdk. Ezutidn a
vizsgalandd savakat papirkromatografias Gton szétvalasztottak, a borostyan-
késavat elualtdk és potenciometrikus titralassal megallapitottdk mennyiséget.

Meghatéarozhat6 a borostyankGsav mennyisége acidimetriasan is a gyimolcs-
b6l nyert alkoholos extrakt kation- és anioncserelé gyantaval torténé tisztitasa,
majd az egyes savak oszlopkromatografiaval valo szétvalasztasa utan (7, ?
Scheffer és munkatarsai (9) ioncserélé-oszloppal valasztottak szét a vizsgalando
savakat, majd 0,01 n NaOH-val titrimetriasan allapitottdk meg mennyisegiket.

A borostyankdsav meghatarozasara papirkromatografias eljarast is hasz-
nalnak (10).

Lehmann és Martinod (11) fehér borban hatarozta meg a borostyankésav
mennyiségét vékonyréteg-kromatografia segitségével.
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Kisérleti rész

Az ismertetett modszerek eléggé nehezen Kivitelezhet6k, sorozatvizsgélatra
vald alkalmazasuk koriilményes. Ezért szlkségesnek tartottuk, hogy a gyumél-
CSbkbe?( ﬁl_c'ifordulc’) borostyank&sav mennyiségi meghatarozasara modszert dol-
gozzunk Ki.

Az els6 problémat az jelentette, hogy a Kipréselt gylimdlcsléb6l meghataroz-
haté-e kozvetlenil, azaz extrahalds nelkil a borostydnkdsav, illetve, hogy
melyik oldoszer a legalkalmasabb a vizsgalandé sav gyimolcsokbdl torténd
kivonasara.

Kozvetlenil a gytimoélcs kipréselt levéb6l nem sikeriilt a borostyank&savat
meghatarozni, mert ahhoz, hogy jél mérhetd borostyankdsav foltot kapjunk,
olyan nagy mennyiség(i gyumélcslevet kellett a papirra felvenni, amely kiérté-
kelhetetlen kromatogramot adott.

Ezért a borostyank6sav kivondsahoz a vizsgalatra felhasznalt gyimolcsot
turmix készllékkel felapritottuk, majd vizmentes natriumszulfattal eldorzsélve
Soxhlet késziilékben extrahaltuk. A borostyankésav kivonasat a leggyakrabban
hasznalt extrahdldszerekkel kiséreltik meg, mégpedig acetonnal, etanollal,
etilacetattal és metanollal. Vizsgalataink szerint a legjobbnak bizonyult a meta-
nollal végzett extrahalas, eredményeink az 1 tablazatban lathatok.

A megfelel6 oldoszer kivalasztasa utan megallapitottuk a borostyankdsav
extrahalasahoz sziikséges id6t. A 2. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy
20 6ra elegendd a borostyankdésav kivonéasara. Az extrahdlas befejezése utan
a borostyankd@savat tartalmazd kivonatot vizfird6én bes(iritettik és ezt hasznal-
tuk fel a tovabbiakban vizsgalat céljara.

7. tablazat 2. tablazat
Az extrahdalas idétartamanak hatésa
A borostydnkdsav kivonasa kilonbdzé ametanollal kivonhato borostyankdsav
oldoszerekkel mennyiségére
Oldoszer Borostyankgsav Extrakcio Borostyankgsav
megnevezése mg/i00 g birs id6tartama dra mg/io0 g birs
Aceton 86 2 48
144 5 106
53 10 170
238 15 205
20 262
25 259

A borostyankdsav meghatarozasat zavard anl)(/agok eltavolitasara papir-
kromatogréafids eljarast hasznaltunk. A borostyankdsav, valamint a gyumol-
csokben a szerves savak koziil a leggyakrabban és legnagyobb mennyiségben
el6forduld almasav, bork8sav, citromsav papirkromatografias szétvalasztasahoz
kiprdbalt futtatdszereket, valamint az egyes savak Rf értékeit Schleicher—Schill
2043 b Mgl papiron a 3. tdblazat tartalmazza. Vizsgalataink szerint az etil-
acetat-jégecet-viz 3:1:1 aranyu kromatografaléd elegy mutatkozott a legjobb-
nak felszallé futtatads esetén. E futtatdszer alkalmazasakor a borostyank&sav
kerek, jol értékelhetd foltokat ad. Azonban a gylimdlcsokbdl végzett borostyan-
k6sav meghatarozaskor felszallo ismételt futtatast kell alkalmazni, hogy meg-
felel6, értekelhetd elvalasztast kapjunk.
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3. tablazat

A wvizsgalt szerves savak papirkromatografalasanai kiprébalt futtatoszerek
Borostyan-

, . , Almasav  Borkdsav késav Citromsav
Futtatészer sszetétele

Rf értékek

Eter-hangyasav-viz 13:1:1 0,44 017 0,79 0,29
Eter-jégecet-viz 13:1:1 ... 0,38 0,14 0,73 0,26
Eter-90%-o0s hangyasav-viz 60 : 14:9 0,73 0,56 0,92 0,66
n-butanol-hangyasav-viz 10:1:5 ........ 0,56 031 0,79 0,46
n-butanol-hangyasav-viz 15:10;15 .... 0,53 047 0,73 0,52
n-butanol-hangyasayv-viz 18:2:9 ......... 0,54 0,33 0,75 0,45
n-butanol-ecetSav-viz 4:1:1 ........ 045 0,22 0,75 0,33
n-putanol-hangyasav-viz 4:1:1 0,53 0,32 0,76 0,40
n-butanol-benzilalkohol-hangyasav

7:7:1:1 . 035 012 0,65 027
n-butanol-hangyasav: 0,54 0,33 0,75 047
Fenol-viz-hangyasav 75:24: 1 0,52 0,35 0,76 045
Fenol-viz-hangyasav 3:1:1 ... 0,62 0,52 081 0,56
Etanol-fenol-viz 50:25:25 ..... 0,59 051 0,75 0,56
Etanol-viz-amménia 80: 16: 4 ... 0,26 0,20 0,32 0,06
Etilacetat-hangyasay-viz 3:1:1 0,69 051 0,88 0,61
Etllqcetat-fj]e?ecet-wz 3:1:1 ... 0,60 0,44 0,80 0,52
|-am||]alk ol-kloroform-h

teljtett) 4:1:1 ... 0,26 0,09 0,55 0,15
Pentan-5m hangyasav 0,88 0,86 0,89 0,90
Amilalkohol-jegecet-viz 4:1:2 . 031 0,12 061 0,18
Propanol-ammonia 70 :30 ........c.cccevreeee 0,16 013 0,24 0,05
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futtatas)
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4. tablazat
A vizsgdlt szerves savak szine az alkalmazott reagensek hatdséra

ElShivé reagens megnevezése Almasav Borkdsav Boﬁgig’,é”' Citromsav
Metilvords-indikator (12) voros
Metilvords-metilénkék-ind. (13) piros
Bromfenolkék-indikator (14) sarga
Bromtimolkék-indikéator (13) sarga
Brémkrezolzéld-indikator (15) sarga
Ecetsavanhidrid-piridintartalma el6hivé

(16) szintelen sérga
p-dimetilaminobenzaldehid-tartalm halv.

eléhivé (1.7) szintelen lila ibolya ibolya
Schweppe-féle reagens (18, 19) barna
g-hidroxikinolin tartalmd-reagens (20) UV fényben lila
Jodid-jodét-reagens (21) kék
Bromkrezolzold-bromfenolkék-kaliumper-

mangandat-natrium karbonat tartalmu narancs- bibor- vOros ibolya

eléhivo (22) sarga piros
Diazotalt a-naftilaminreagens (23) piros

A Dborostyankésav elvalasztasa utan ujabb problémat jelentett olyan meg-
felel6 elGhivo alkalmazasa, amely a Fafnron torténd kozvetlen mennyiségi meg-
hatarozast denzitométer segitsegével lehet6vé teszi. A szerves savak el6hiva-
séara az altalanosan hasznalt —altalunk is kiprobalt —el6hivok hatasara kelet-
kezett szint a 4. tablazat tartalmazza.

Irodalmi adatok szerint legelterjedtebb a savbazis-indikatorokkal torténd
eléhivas. Az indikatorokkal végzett kimutatasnak azonban az a hatranya, hogy
a szinkontraszt a folt és a hattér kozott nagyon gyorsan eltlnik.

Az altalunk kiprobalt el6hivok kozil Ieﬂmegfelelébbnek — az almasav,
borkdsav, citromsav el6hivésara is jol alkalmazhat6 (1) —Schweppe-ié\Q. reagenst
talaltuk. Az el6hivas Iényegében a Maillard-reakcion alapszik, a cukor és az
aminok kozott hG hatasara lejatszodo reakciot a jelen levG szerves sav katali-
zdlja. Schweppe-fé\e reagenssel bepermetezve a gaplrt hékezelés utan barna
szinnel felenlk meg a savfolt fehér alapon. Az 1 dbra meggybdl, a 2. abra_pedig
egreshd kapott borostyankdsav-tartalmi extrakt kromatogramjat mutatja.

Mint mar emlitettem, a borostyankGsav mennyiségét denzitometriasan
mértiik, azaz meghatarozasahoz a foltterllet na ysa a, szinintenzitdsa és az
anyag mennyisége kozotti dsszefliggést hasznaltu A 3. abran Schweppe-
féle reagenssel el6hivott kromatogramot, denznogramot és az annak alapjan
szerkesztett kalibracios gorbét lathatjuk.
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2. avra. EQresbl kapott
borostyankdsav-tartalmu
extrakt kromatogramja
. _ Futtatészer:
etilacetat-jegecet-viz 3:1:1
(ismételt futtatas)
El6hive: anilin, glikéz
etanolos oldata
1, 2, 3., 4. kalibrécios sorozat,
mennyisegek: 20, 30,

0, 30, 40, 50 /ig
borostyankdsav

5 20 fjg borostyankdsav
+ 2 /d extrakt

A meghatarozas pontossaganak ellenGrzésére kétféle merést végeztiink.
Egyrészt meghataroztuk a mérés reprodukalhatgsagat standard oldatokbol tor-
téné futtatds esetében a kalibracios gorbe készitéséhez hasznlt legkisebb, ko-
zéps6 és Ie%lagyobb koncentraciokkal. Az 5. tablazatbél lathatok vizsgalati
eredményeink.

5. tablazat
A kidolgozott modszer pontossaga

A borostyankdsav Az egyes mérések

mennyisége hi aja az atlag
/jg-ban Y%e-aban
20 + 101
35 + 80
50 + 68

6. tablazat
A gylimolcshdz hozzadott borostydnkdsav visszanyerése

A Hozzéadott
Gyumolcs neve

Visszanyert  \jisszanyerés
borostyankdsav jg//d

20 192 96,0
20 195 97,5
20 183

aL7
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3. abra. A borostanykdsav
értekelése
a) Borostyankdsav
kromafogramja
Mennyiségek: 20, 30, 40,
50 jug borostyankaosav
b) Borostyankgsav
denzitogramja
) Kalibraciés gorbe

A modszer pontossadganak tovabbi tisztdzasa céljabol egyes gytmolcs-
extraktokndl vizsgaltuk a mintdhoz hozzaadott borostyankésav visszanyerhet-
ségeét, vagyis azt, hogy a munkafolyamat milyen veszteséggel jar. Ezért a vizs-
galandd, megfelel6en apritott gyimdlcshdz ismert mennyiseg( tiszta borostyan-
késavat adtunk —mégpedig annyit, hogy az extrakt 1 ,ul-e 20 /ug hozzaadott
borostydnk@savat tartalmazzon — és a kialakitott vizsgalati eljaras szerint

mértiik a borostyankdsav mennyiségét. A kapott eredményeket a 6. tablazat
tartalmazza.
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A modszer leirasa

Sziikséges v dgyszerek és eszkdzok:
Standard anyag: p a. borostyankosav 1%-0s vizes oldata (gyartd cég:
REANAL

Vizmentesitéshez:  vizmentes natriumszulfat

Extrahaldszer: p. a. metanol
Futtatoszer: etilacetat-jégecet-viz 3:1:1
El6hivo oldat: 20 g glukozt 200 ml desztillalt vizben oldunk, majd az

oldatot 20 ml frissen desztillalt anilinnal, 200 ml eta-
nollal elegyitjik és n-butanollal 1000 ml-re feltdltjiik

Papir: Schleicher-Schill 2043 b Mgl

Turmix készilék

Extrahalé eszkodz: Soxhlet késziilék

Kromatografalo berendezes

Locarte-féle denzitométer

Planiméter

Eljéaras

100 g gytimolesot turmix készilékkel felapritunk. A turmixolt anyagbol
40 g-ot lemeriink és natriumszulfattal elddrzséljuk. Ezutan Soxhlet készilékben
20 oréan at végezzik a borostyank@sav kivonasat. Az extrahalas befejezése utan
a k|vonatot kb. 5-8 ml-re vizfurdén besdritjuk, lehllés utan 10 ml-re feltolt-
juk.

Az extraktbol papirkromatografias Gton végezzilk a borostyankésav el-
valasztasat a tobbi anyagtol. A startvonalra elGszor a borostyankosav-standar-
dot visszilkk fel —ami a kalibracios sorozatot adja — mégpedig a kovetkez6
mennilsegeket 20, 30, 40, 50 /ig-ot, majd a startvonalnak a kalibracios sorozat
utan kovetkezé pontjara 20 fig orostyankosavat és néhany fii extraktot csep-
pentink fel. A kromatogram startvonalara ezutan a vizsgalandé extraktot
vissziik fel kilonb6zé koncentracidkban.

Egy éjszakan at tarto kondiciondlas utan végezziik a kromatografalast.
Az elso futtatast 2, a masodikat Fedl 6 oran at folytatjuk. Futtatds utan a
kromatogramot egy éjszakan at all agyjuk, hogy az oldoészer a papirrél el-
parologjon. Az elohivoval bepermetezett kromatogramot 5—I10 percig 125 C°-0s
szaritoszekrényben tartjuk, mig a borostyankésav fehér alapon barna folt alak-
jaban megjelenik. El6hivas utan a kromatografias Gton elvalasztott borostyan-
késav mennyiségét denzitometridsan mérjiik, ezutan a denzitogram alapvonala
és a cslcsok altal bezart teriletet planimetraljuk. Helyes értékként otszor vég-
zett planimetralas kozépértékét fogadjuk el. A keresett ismeretlen borostyan-
késav mennyiségét kalibracios gorbe segitségével hatarozzuk meg.

Eredmények

Az el6bb elmondottak alaptjan kidolgozott modszerrel megvizsgaltuk keres-
kedelembGl beszerzett 17 féle friss, hazai gyUmdlcs borostyankdsav-tartalmat.
Eredményeink a 7. tablazatban lathatok. A tablazathol kitlinik, hogy a cukor-
és a gorogdinnyét kivéve, gyliimolcseink tartalmaznak borostyankosavat Vizs-
galati eredményeinket nem tudtuk ésszehasonlitani mas szerzok adataival, mert
a rendelkezésiinkre all6 irodalomban nem taldltunk oglan munkat, amely a
gytimolcsdk borostyankdsav-tartalmara felvilagositast a
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7. tablazat

A vizsgdlt gyimadlesok
borostyankdsav-tartalma

Borostydnkdsav

Gyumaéles neve mg/i00 ¢

gytiméles
23
300
0
Cseresznye . 78
Egres ... . 215
Gorogdinnye . 0
Korte .. 60
Mélna 48
Meggy .. 198
Naspolya 65
Oszibarack . 55
Ribizke (piros) .. 78
Sargabarack .... 70
Szamo6ca 85
Szilva 163
Sz616 62
Zoldring 200
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OMPEAENEHWE AHTAPHOW KUCNOTbI B ®PYKTAX
E. B. FOpwy
ABTOp paspaboTan MeTOf OMpefeNeHns COAePKaHUA AHTAPHON KMC/OTbl B
(hpyKTax MOMOLLb0 BymaXKHON xpomartorpaduu. [MpumeHeHVeM NMOBTOPHON BOC-

XOAsALLIel HABOAKM B CMECM 3TUN - alleTaT - yKCycHas kucnoTa - Boga3: 1: 1,
13 METaHO/I0BOTO 9KCTPaKTa (DPYKTOB OTAEMNA SHTAPHYIO kucnoTy or BELLECTB
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MeLLaloWwmx onpegeneHne. KonnuectBo TakMm 06pa3soM OTAENEHHOW SHTapHOM
KUC/MOTbl 1N MPOSB/IeHHas peareHToM LliBernne onpegenvn AeH3UTOMETPUYECKMN.
XOpoLUo M3MePUMOe camoe MeHbLLEe KOM4YecTBO BellecTsa 20 MuKporpamm. Tou-
HocTb MeToga 10%. Mpu uccnefoBaHMAX aBTOP OMPefenun CoAepXkaHue AHTap-
HON KucnoTbl B 17 Baax hpyKToB.

BESTIMMUNG DER BERNSTEINSAURE IN OBST
W. E. Juries

Verfasserin arbeitete eine papierchromatographische Methode zur Bestim-
mung des Bernsteinséuregehaltes von Obst aus. Aus dem Methanolextrakt des
Obstes wurde mit dem Laufmittel Aethylacetat-Eisessig-Wasser 3:1:1 wieder-
hot aufsteigend die Bernsteinsdure von den stérenden Substanzen getrennt. Die
Menge der so getrennten und mit dem Schweppe’schen Reagens entwickelten
Bernsteinsdure wurde densitoinetrisch ausgewertet. Die gut messbhare geringste
Substanzmenge betrégt 20/ug. Genauigkeit der Methode ist+ 10%. Im Laufe, der
Untersuchungen wurde der Gehalt an Bernsteinséure von 17 Obstarten bes-
timmt.

DETERMINATION OF SUCCINIC ACID IN FRUITS
E. W. Juries

A paper chromatographic method was evolved by the author for the deter-
mination of the contents of succinic acid in fruits. A methanolic extract of the
fruit has been subjected to repeated ascendent runnings, and succinic acid has
been separated from substances which interfere with the determination, in a
3:1:1 mixture of ethyl acetate: glacial acetic acid: water. The amount of
succinic acid separated In this way and developed with Schweppe’s reagent has
been evaluated by densitometry. The minimum quantity of substance which
can be measured reliably ranged 20 /ng. The error of the results obtained by
the method is +10 per cent. In the course of the investigations, the contents
of succinic acid have been determined in 17 varieties of fruits.

DOSAGE DE L’ACIDE SUCCINIQUE DANS LES FRUITS
E. W. Juries

L’auteur a élaboré une méthode de Chromatographie au papier pour le
dosage de I’acide succinique dans les fruits. Elle a séparé I’acide succinique des
corps perturbateurs en faisant courir par ascension plusieurs fois I’extrait métha-
nolique du fruit dans un mélange d’acétate éthylique-acide acétique glacial —
cau 9 : 1: 1 Elle a évalué par densitométrie la quantité d’acide succinique ainsi
isolé et dévelopi)é avec le réactif de Schwappe. La plus petite quantité d’acide
succinique que I’'on peut encore doser avec exactitude est 20 mg. L’exactitude
de la méthode est +10%. Au cours de son travail eile a déterminé la teneur en
acide succinique de 17 sortes de fruits.
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