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1. Bevezetés és célkitiizés

Hazéank lakossaganak tilnyomo része a szabadgyokokkel Osszefliggésbe hozhato
betegségek (elhizas, sziv- és érrendszeri stb.) valamelyikében szenved. A statisztikai adatok
alapjan a korai haldlozést tekintve Magyarorszag az EU-tagallamok kozott az elsdk kozott
szerepel. Ugyanakkor ismert tény, hogy zoldség- ¢és gylimolcsfogyasztasunk messze alulmarad
a tagallamokétol, pedig ma mar tudomanyosan igazolt, hogy ezek elsdsorban frissen torténd
fogyasztasaval fedezni lehetne azokat az alapvetd, vitaminokat, asvanyi anyagokat ¢és
antioxidansokat, amelyek sziikségesek az egészséghez. Vajon milyen mas lehetdségeink
vannak még antioxiddnsok bevitelére? Fontos és indokolt is, hogy 0j anyagok - példaul a
humuszanyagok (HSs) - antioxidans jellemzdit vizsgaljuk, valamint az antioxidans kapacitasuk
kialakitasaban dontd szerepet jatszo komponenseiket mind mindségileg, mind mennyiségileg
megismerjik.

A HSs mar régoéta kutatott anyagok, bar meglehet a teljes megismerésik,
mechanizmusaik megértése €s a tarsadalommal valo széles megismertetése még varat magara.
Az Nemzetk6zi Humuszanyag Tarsasag (International Humic Substances Society, IHSS)
megfogalmazasa szerint a HSs polidiszperz anyagok Osszetett és heterogén keverékei, amelyek
talajban, iiledékekben ¢és természetes vizekben talalhatdéak, valamint féleg novényi
maradvanyok bomlasabol képzédnek. A HSs kémiailag nem egységesek, valtozatos dsszetételu
molekuldk keverékei, amelyek hasonld oldhatdésagii molekulacsoportokat tartalmaznak. A
frakciok csoportositasa az oldhatosaguk alapjan torténik: humin nem oldédik vizben semmilyen
pH-n sem; huminsav (HA) savas koriilmények kozott vizben nem oldodik, fulvosav (FA)
minden pH értéken oldhato vizben; himatomeldnsav (HY') alkoholos k6zegben oldodik.

A doktori munkdm célja volt a HSs frakciok kinyerése (HA, FA, HY), tisztitdsa és
elvalasztasa, két kiilonboz6é kinyerési eljarassal. A kinyert frakciok Osszehasonlitisa a
referencia mintakkal, mind fizikai-kémiai, mind antioxidans tulajdonsdgok szempontjabol. A
kinyert frakciok antioxidans tulajdonsagainak feltarasa kiilonbozé antioxidans mérd
modszerekkel, az eredmények Osszevetése mar jol ismert antioxidans hatdoanyagokkal és mas
szakirodalmi értékekkel. Célom volt tovabba az Osszefliggések keresése és feltarasa, hogy a
kivonasi modszerek, hogyan befolyasoljak a kinyert frakciok antioxidans tulajdonsagait.

A kinyerés hatdsanak vizsgélata a HSs antioxidans hatasara egy ij szempont a HSs
kutatasaban. Léteznek mar publikdciok a HSs antioxidans tulajdonsdganak vizsgalatardl, de
ezek jellemzden csak egy fajta frakcidt vizsgalnak, néhany moddszerrel. Klein és munkatarsai

kutatasuk soran eltérd szerkezetli HSs antioxidans kapacitasat vizsgaltak tobbféle modszerrel.
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Aeschbacher ¢és munkatarsai kiilonb6z6 HSs elektrondonor képességét (EDC)
szdmszerusitették elektrokémiai oxidacio segitségével, széles pH tartomanyt figyelembe véve.
Efimova és munkatarsai barnaszénbdl extrahdlt HY antioxidans hatasat DPPH reakcioval
vizsgaltak. Azonban olyan atfogobb mii még nem keriilt publikalasra, amelyben egy azonos
anyagbdl kinyert, tobb frakcidt, tobb kiilonb6z6 antioxidans mddszerrel vizsgalta volna. Nem
beszélve a HY frakcid vizsgélatarol, ami a HSs frakciok legkevésbé kutatott frakcidja.
Ugyanakkor jdonsag a kiilonb6z6 kivondsi mddszerek hatdsanak vizsgalata ezen frakciok
antioxidans tulajdonsédgaira. Jelen munkamban ezen, 0j szempontok figyelembevételével
vizsgéltam a HS frakciok antioxidans tulajdonsagait beleértve a HY frakciot is.

A szakirodalomban altalaban nem nevesitett eljardsokkal vonjak ki a HSs frakciokat,
melyek 6 jellemzdje, hogy a {6 kivonasi 1épésben ligos vagy savas anyag a feltaro kozeg.
Ennek megfelelden terjedtek el a lugos €s savas kinyerésii eljarasok, hatékonysagukkal nem
szoktak foglalkozni. A kinyerési modszerem eltért a szakirodalomban emlitettektdl, mivel
altalaban nem leonardit a forradsanyag, illetve csak talajmintdk esetén szoktak savas feltarast
alkalmazni. A kutaté munkdm soran leonarditot hasznaltam és két kiilonb6zo (egy savas €s egy
lugos) feltarasi modszert is alkalmaztam, hogy fény deriiljon arra, mely modszer alkalmasabb
az antioxidans célu HSs kinyerésére. Mindkét modszernél alkalmaztam intenzifikéalast savas
¢s/vagy HxO»-os eldkezelést, hogy a masodrendii kotéseket feltudjuk szakitani, ezaltal novelve
a frakciok kihozatalat.

A munkat sajat kinyerési, mintak készitésével kezdtem, ezt kovette a mintak altalanos
jellemzése (elemi Osszetétel, spektralis jellemzés, savas funkcids csoportok, stb.) ¢€s
Osszehasonlitdsa az IHSS referencia mintakkal. Ezt kdvetden tobb moddszerrel vizsgaltam
antioxidans tulajdonsagaikat. Probalam minél tobb fajta metdduson alapulé modszerrel
vizsgéalni a mintaim antioxidans potencialjat. Ennek érdekében elektron atmeneten alapuld
antioxidans mér6 moédszerekkel (DPPH, CUPRAC, FRAP), és hidrogén atmenettel jaro
modszerrel (ORAC) is teszteltem a mintdk antioxidans tulajdonsagait. Ezen feliill megmértem
a mintak antioxidans hatasaval 6sszefliggd dsszes fenol tartalmat (TPC moddszer), tovabba ESR,

elektrokémiai €s enzimes modszerekkel is probaltam a mintak antioxidans hatasat jellemezni.

2. Kisérleti modszerek és eljarasok

A sajat kinyerésti mintdk elkészitéséhez alapanyagként hazai leonarditot (Dudar,
Magyarorszag) hasznaltam. Az dsvany begylijtése utan szaritottam daraltam és szitaltam. Majd

megkezdtem a két kiillonbdzo extrakcios modszerrel a mintak eldallitasat.
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A savas feltaras soran 20%-os HCl-al extrahédltam a mintat 2 6ran keresztiil 30-40 °C
kozott. Ezutan sziirtem és mostam az szuszpenziot, majd megszaritottam. Ezt kovette egy
alkoholos extrakcid, amely soran a szlirletként megkaptam az ac-HY frakciot. A sziir6lepénybdl
dolgoztam tovabb, 10%-o0s szuszpenzidt készitettem beldle majd H»O:-oldattal (35 w/w%)
oxidaltam, centrifugaltam és szlrtem. Az ac-FA frakciot a sziirletbdl nyertem ki, mig a
fennmaradt iszapbol az ac-HA frakciot.

A lugos feltarés soran 2,5%-os KOH-al extrahaltam a mintat 2 6ran keresztiil 30-40 °C
kozott. Ezutan centrifugdltam a szuszpenzidt, a feliillusz6t megsavanyitottam kénsav
hozzaadasaval azért, hogy az al-FA és az al-HA frakcidkat elkiilonithessem. A szuszpenziot
leszlirtem, szlrletként megkaptam az al-FA-frakciot. A sziir6lepényt ezutdn etanollal
extrahaltam. Az extrakciot lilepités €s sziirés kovette. A szilard rész az al-HA, a sziirlet pedig
az al-HY. A kinyerésiik utan mind a hat mintat megszaritottam 40°C-on ¢és taroltam tovabbi
felhasznalasig. A sajat kinyerésti mintakon feliil referencia mintaként az IHSS-t0l szereztem be
HA ¢és FA frakciokat, 6sszesen harom darabot, igy végiil kisérleteimet 6sszesen kilenc mintaval
végeztem el.

A kinyerések utdn megkezdtem a minték fizikai-kémiai elemzését elem analizissel, FT-
IR spektroszkopiaval, UV-Vis spektrofotometriaval és sav-bazis titralassal. A mintdk elemi
Osszetételét egy Fisons EA-1108 CHNS-O Elem Analizator (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) segitségével hataroztam meg a Napolyi Federico IL
Egyetemen. Meghatdroztam az 6sszes szén, nitrogén és kén mennyiségét a mintakban.

Az FT-IR spektrumokat Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform (DRIFT)
technikdval vettem fel Perkin Elmer Frontier FT-IR/NIR spektrométerrel (Perkin Elmer,
Waltham, Massachusetts, USA). Koriilbeliil 2 mg port mértem be, és 200 mg KBr-mal éroltem
mozsarban, majd atvittem a mintatartd csészébe. El6szor a KBr spektrumat mértem, majd az
adott mintat pasztiztam. Minden spektrumot a 4000-600 cm™ hullimszdm tartoméanyban
vettem fel 1 cm™! felbontas mellett.

Az UV-Vis abszorpcids spektrumokat SP-UV1100, DLAb spektrofotométeren (DLAB
Scientific Co., Ltd. Beijing, Kina) segitségével vettem fel a 190 és 800 nm kozotti hullamhossz
tartomanyban. A mintakbol higitasi sort készitettem [1*10° g/em® — 1*10° g/em?]
intervallumban, 01igy, hogy legaldbb 5 mintabol alljon a sorozat.

A potenciometrids sav-bazis titrdlasok elvégzéséhez a GIMETI] automata
titraloberendezést hasznaltam, amelyet a Szegedi Tudoményegyetem, Kolloidkémia Tanszék
munkatarsai fejlesztettek ki. A mérések elvégzése soran ~10 mg HS mintat 50 ml térfogatu

0,005 M koncentracioju KCI oldatban titraltunk, 3 — 10,5 pH tartomanyban. A beéallitott mérési
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ciklus 15 s, az egyensulyi feltétel 0,0002 pH valtozas /s. A mért adatok kiértékelése adszorpcids
elven, a kiindulési és az egyensulyi proton koncentracié kiilonbségének szamolasa alapjan
tortént. Ehhez a titrdl6 rendszer proton koncentracido kalibralasa kellett, amit a csak
hattérelektrolitot tartalmazé oldatok (0,005 M KCl) titralasaval valdsitottunk meg.

A mintdk elemzését kovetden kiilonb6z6 modszerekkel feltérképeztem a frakciok
antioxidans tulajdonségait. Az §sszes fenol tartalom (TPC) meghatarozast a Shetty és tarsai altal
kidolgozott modszere alapjan végeztem. A FRAP értékek meghatarozasa Benzie és Strain
modositott valtozatat hasznaltam, 2,2'-dipiridil reagenssel, tripiridil triazine helyett. Ezt kovette
a DPPH moddszer, ahol a stabil gyok reakcioba 1ép a hidrogéndonorokkal. Az 517 nm-en
mérhetd mélylila szint, amely az oldatban 1évé DPPH-t mutatja, az antioxidansok jelenléte
elszinteleniti az altaluk befogott elektronok szdmaval ardnyosan. Ezutan a CUPRAC ¢és
modositott-CUPRAC modszerekkel folytattam tovabb, amelyek Karadirek ¢s munkatarsai
nevéhez kothetdek. A klasszikus antioxiddns mérd modszerek koziil a sort az ORAC
modszerrel zartuk.

Nem klasszikus antioxidans méré modszereket is alkalmaztam, mint példaul az ESR
modszer, az enzimatikus tesztek és az elektrokémiai mérések. Az ESR méréseket a
németorszagi Bruker Company (Bruker BioSpin, Ettlingen) végezte. A mérési kisérletekhez
hasznalt miiszerkonfiguraciot egy automatizalassal felszerelt Benchtop Micro ESR M (Bruker
Corporation, Billerica, Massachusetts, U.S.) rendszeren végezték. Komplex szerves anyagok
enzimatikus aktivitdsanak vizsgalatira Hadwan ¢s munkatarsai altal kifejlesztett,
szinvaltozason alapulé6 modszert hasznaltunk. Az elektrokémiai méréseket Muthuri ¢és

munkatarsai munkaja alapjan végeztiik.



Csicsor Attila Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

3. Uj tudomanyos eredmények

T1. A kinyerési modszerek hatasa a frakciokra

T1.1. Humuszanyag frakciok kinyerése, a forrasanyag elokezelésének hatasa a kinyerheto
frakciok mennyiségére

Megallapitottam, hogy a HA frakciok kinyerésére az altalam alkalmazott savas feltarasa
eljaras alkalmasabb, 17%-al tobb HA vonhat6 ki, mint a lagos feltarassal. A FA frakciora az
ellenkezdje mondhato el. A lugos eljarassal 66%-kal tobb FA frakciot tudtam kinyerni, mint a
savas feltarast eljarassal. A lugos feltarassal viszont kétszer annyi HY frakciot tudtam

elvalasztani, mint a savas feltarasti modszerrel.

T1.2. Humuszanyag frakciok fizikai-kémiai jellemzése és osszehasonlitasa az THSS
referencia mintakkal

A sajat kinyerésti mintakat a referencia mintdkkal és mas szakirodalmi értékekkel
Osszehasonlitva bizonyitottam, hogy az elvélasztott HA, FA és HY frakciok fizikai-kémiai
paraméterei a frakciokat jellemz0 tartomanyba esnek.

Az elemanalizis eredményei alapjan szamolt H/C vs. O/C ardnyok a HSs van Krevelen
C/H/N/O/S tartalmai azonban eltéréseket mutattak. A sajat kinyerési mintdknal a C tartalom
valamivel alacsonyabb, mig a H-tartalom néhany szazalékkal magasabb, a N és S szazalékos
aranya nagyjabol azonos. Frakcioink O tartalma magasabb, mint a referencia mintaké, és a
lugos extrakciobdl szarmazo mintak ezen értékei magasabbak, mint a savas extrakcios mintake.

Spektralis modszerekkel Osszehasonlitva a sajat ¢és a referencia mintakat
megallapitottam, hogy az FT-IR spektrumokban jellemzd eltérések a funkcios csoportok (mint
példaul OH, COOH, kinon) deformacids rezgései tekintetében nem azonosithatd. Az
ujjlenyomat régioban viszont a referencia mintadk spektruma kevésbé ,,zajos” a lényegesen
kisebb asvanyi anyag tartalmuk miatt.

Megallapitottam, hogy a HA és FA frakciok UV-Vis spektrumai jellegtelen lefutastak,
ami a HSs-ra jellemz6, a HY frakcid spektruman viszont megjelenik egy csucs 210 nm
kornyékén. Az UV-Vis spektrumokbol szamolt a HSs jellemzésére szolgalo spektralis aranyok,
az E4/E6, E2/E3 ¢és URI indexek, a HSs frakciokra tipikus irodalmi intervallumba esnek.

Megallapitottam, hogy a potenciometrids sav-bazis titralasok eredményei bizonyitottak,

hogy az éltalam eldallitott HA és FA frakciok karboxil- és fenolos hidroxilcsoport tartalma és
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a teljes aciditas értékei az ezeket a frakciokat jellemz6 irodalmi intervallumba esnek. A HA és
FA frakcioim pH-fiiggd disszociaciodja jol korreldl a referencia minték disszociacios jellegével,
a karboxil- és fenolos hidroxilcsoport tartalmuk azonban kisebb. A HY frakcio pH-fliggd
disszociacids gorbéje is ugyanolyan lefutast, karboxil- €s fenolos hidroxilcsoport tartalma a
legkisebb, irodalmi adat hianyaban nem tudtam 6sszehasonlitani, HY potenciometrids sav-bazis

titralasa ujdonsag a szakirodalomban.

T1.3. Leonarditb6l kinyert huminsav és grafén oxid analog viselkedése: pH és ionerdsség
fiiggo disszociacio és kolloid stabilitas

Megallapitottam a huminsav és grafén oxid analdg viselkedését. Noha az elemanalizis
a HA-aknal joval kisebb H/C aranyokat ad az egy rétegli grafit oxidokra jelezvén a dominans
aromas szerkezetet, az O/C aranyuk (0,3-0,5) viszont a HA-knal leggyakoribb savba esik. Ezzel
Osszhangban a savas funkcios csoportjaik mennyisége €s disszociabilitasa meglepden nagy

.....

kolloid stabilitasuk is analdég, azonban a HA-k sotlirése 1ényeges jobb.

T2 A sajat kinyerésii frakciok antioxidans hatasanak igazolasa

T2.1. A sajat kinyerésii frakciok antioxidans hatasanak osszehasonlitasi a szakirodalmi
értékekkel

Az alkalmazott antioxiddns méré modszerek mindegyikével igazoltam az &ltalam
szakirodalomban fellelheté eredményekkel.

A TPC eredmények szerint a vizsgalt HS-frakciok magas fenolos csoport tartalmuak,
ami arra utal, hogy szabad gyokfogdként vagy antioxidansként miikodhetnek.

A DPPH modszerrel az 50%-o0s gatlashoz tartoz6 koncentraciok (IC50 érték) alapjan a
sajat kinyerésli mintaim gyenge (IC50 = 180 — 400 pg/mL), az IHSS HAL és HAP referencia
mintak pedig koézepes (IC50 =57 - 53 pg/mL) antioxidansok.

A CUPRAC és a modositott CUPRAC modszer eredményei (TEAC értékek) alapjan az
IHSS referencia mintdk a leghatékonyabb antioxidansok. A sajat kinyerésti frakciok
antioxidans potencidlja HY>HA>FA rendben csokken, TEAC értékeik 55-247 pmol/g
intervallumba esnek, a névényi kivonatokhoz hasonloak.

A frakcioim ORAC moddszerrel mért AOC értékei (0,85 — 5,11 uM TE/mg) jol
korrelalnak a szakirodalomban HA ¢és FA frakciokra fellelhet6 adatokkal (0,3 — 2,56 uM
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TE/mg). Novumként sikeriilt a HY frakciock AOC értékeit is megmérni, a dolgozat
elkésziiléséig azonban nem talaltam olyan szakirodalmat, ahol publikéltak volna ilyen értékeket
a HY frakciora. Megéllapitottam, hogy az altalam eldallitott HS frakciok igen magas

antioxidans kapacitassal rendelkeznek.

T2.2. A sajat kinyerésii frakciok antioxidans hatasanak oOsszehasonlitasa a referencia
mintakkal

Az antioxidans hatdsok vizsgalata soran az alabbi megallapitasokat tettem: A TPC
vizsgélatok szerint az THSS referencia mintdk gallusz sav egyenértékei szignifikansan
nagyobbak, mint a sajat kinyerésiit HA, FA frakciok értékei.

Az irodalomban tobbnyire egy-két modszerrel tesztelik a HSs antioxidans hatasat, én a
referencia mintakat és a sajat eldallitast frakcidkat tobbféle modszerrel vizsgaltam, ezek
eredményeit 6sszevetve megallapitottam:

- A DPPH moddszer szerint a sajat kinyerésii frakciok lényegesen gyengébb hatést
mutatnak, mint az IHSS mintak.

- A CUPRAC ¢s a modositott CUPRAC modszerekkel tesztelve a sajat kinyerési
frakciok kissé gyengébb hatast mutatnak, mint az IHSS mintak.

- Az ORAC moddszerrel vizsgélva a referencia mintdkhoz viszonyitva a sajat kinyerést
frakciok jobb antioxiddns potencialjat bizonyitottam. Az IHSS referencia mintdk AOC értékei
FAP (2,28), HAL (1,22), HAP (0,69) uM TE/mg-nak, mig a sajat kinyerésti mintdké¢ HY
(5,11:4,06), HA (1,58; 1,03), FA (1,35; 0,85) uM TE/mg-nak adodtak.

T2.3 Himatomelansav frakcio antioxidans potencialja

Bebizonyitottam, hogy a HY frakcio a leghatékonyabb antioxidans a sajat kinyerésii
mintak koziil. Az 6t antioxidans mérd modszer koziil négy esetben (DPPH, Cuprac, médositott
Cuprac, ORAC) ez a frakci6 bizonyult a leghatékonyabbnak. Ebbdl a frakciobol sajnos nincs
referencia minta, mert ez még egy keveset kutatott frakcio, igy vizsgdlata Ujdonsdg a
szakirodalomban.

A CUPRAC modszerekkel a HY frakciok koriilbeliil kétszer olyan hatékonynak
bizonyultak, mint a t6bbi frakcio.

Az ORAC moédszer szerint a HY mintdk antioxiddns potencidlja kiemelkedo.
Antioxidans kapacitdsuk meghaladja az aszkorbinsav és az E-vitamin értékét és valamennyi

bemutatott magas antioxidans tartalmu élelmiszerét.
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4. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

Az értekezés témajahoz tartozé kozlemények:

[1] Csicsor, A. & Tombacz, E., 2022. Screening of Humic Substances Extracted from
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[2] Csicsor, A. & Tombacz, E., 2022. Antioxidant Effect of Humic Substances from Hungarian
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DOI: https://doi.org/10.33927/hjic-2022-01.

IF = 0,200 Hivatkozasok =0 (1)

[3] Csicsor, A., Tombacz, E. & Kulcsar. P., 2023. Antioxidant potential of humic substances
measured by Folin-Ciocalteu, CUPRAC, QUENCHER-CUPRAC and ESR methods. Journal
of  Molecular  Liquids, 391(B), pp. 123294. ISSN 0167-7322, DOL:
https://doi.org/10.1016/].molliq.2023.123294

Q1, IF (2022-2023) = 6,633 Hivatkozasok = 0 (0)

[4] Tombacz, E., Toth, 1. Y., Kovacs, K., Illés, E., Szekeres, M., Barna B., Csicsor, A. & Szabd,
T., 2020. Striking analogies and dissimilarities between graphene oxides and humic acids: pH-
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Summary

In my research, I placed emphasis on the extraction from a locally available raw material
Leonardite (Dudar, Hungary). The primary aim of my study was to investigate the potential
antioxidant effects of HSs. Additionally, I deemed it crucial to utilize two distinct extraction
methods feasible within an industrial context. This approach enabled the assessment of the
impact of various extraction techniques on the physicochemical and antioxidant characteristics
of the fractions. HA and FA fractions sourced from the International Humic Substances Society
served as reference materials. Subsequent to the physicochemical analysis of the prepared
samples, various antioxidant assay methods were employed for evaluation. The
physicochemical measurements (elemental analysis, FTIR and UV-Vis spectroscopies, acid-
base titration) proved the quality of HA, FA and HY fractions are good and their characteristics
meet the expectations. The majority of selected methods confirmed the presence of antioxidant
properties in the extracted fractions, including antioxidant capacity, activity, and radical
scavenging capability. Challenges were encountered in the assessment of enzyme assays and
electrochemical techniques regarding evaluation consistency. Some methods exhibited
pronounced effects, while others demonstrated weaker responses. This validation supported our
hypothesis that the extraction method not only impacts the physicochemical properties of the
fractions but also their free radical scavenging potential. Notably, the choice of leonardite or
peat as the raw material has a lesser influence on results compared to the extraction method
itself. Overall, fractions derived from acid extraction processes yielded superior outcomes
compared to alkaline-derived counterparts. A general ranking of fractions based on antioxidant
activity indicates that, across most methodologies, the HY fractions showed the highest
efficacy, followed by HA fractions and FA fractions. However, variations were observed in two
methodologies, with HA fractions exhibiting optimal performance in the TPC assay, followed
by HY and FA fractions. In ESR measurements, the FA fractions showed the highest
effectiveness, followed by the HY fractions. Moreover, the antioxidant activity of self-extracted
fractions was lower in TPC, DPPH, CUPRAC, and modified CUPRAC assays compared to

reference samples, likely attributed to the accurate purification of IHSS samples.
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