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“Humic substances may not be beautiful, but they do beautiful things.” — Fritz H. Frimmel
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1. BEVEZETES

Hazank lakossaganak talnyomd része a szabadgyOkokkel Osszefliggésbe hozhatod
betegségek (civilizdcids betegségek, sziv- ¢&és érrendszeri, rosszindulati daganatos
megbetegedések, csontritkulés, kettes tipusti diabetes stb.) egyikében szenved. Ezek dontd
hanyadanak kialakuldsaban a helytelen taplalkozasi szokasoknak elsédleges a szerepe. Bar
egyre tobb a tudatos fogyasztd, a médiaban mar sokszor unalomig hangstlyozzak az egészséges
életmodot és nincsen olyan nap, amikor ne jelennének meg valamelyik ismert médiaszerepld
taplalkozasi ,,tanacsai” a konyvesboltokban, de a statisztikai adatok alapjan a korai halalozast
tekintve Magyarorszag az EU-tagallamok kozott mégis az elsdk kozott szerepel. Az aruhazak
polcai tele vannak 1jabbndl tjabb, ,fitnesz, karcsusitd, zsirégetd, cukormentes, nagy
antioxidans tartalmu, tobb rostot tartalmazd™ termékekkel, valamint szinte barmilyen panaszra,
igényre lehet talalni étrend-kiegészitét. Ugyanakkor ismert tény, hogy zoldség- ¢és
gyiimolcsfogyasztasunk messze alulmarad a tagallamokétol [1], pedig ma mar tudoméanyosan
igazolt, hogy ezek elsdsorban frissen torténd fogyasztasaval fedezni lehetne azokat az alapvetd,
vitaminokat és provitaminokat, 4svanyi elemeket, amelyek nemcsak a szervezet zavartalan
mukodéséhez elengedhetetlenek, hanem elsdsorban antioxidans komponenseiknek
koszonhetéen a betegségek megeldzéséhez is donté mértékben hozzdjarulhatnak. Mar az
Oskorban is szivesen fogyasztott bogyds gyiimolesoknek kiillondsen fontos szerepilik van a
szabadgyokok karos hatasaival szembeni kiizdelemben, ugyanis rendkiviil nagy az antioxidans
hatasuk a benniik eléforduld nagy vitamin- antocidn és flavonoid tartalom miatt. Miutan az
utobbi idében az orvoslasban jelentds szemléletvaltozas kovetkezett be, egyre inkabb a
megeldzésre helyezik a hangsulyt a betegségek kezelésével szemben, eldtérbe keriiltek a
természetes alapanyagu gyogyhatasu készitmények. A bogyds gyiimdlcsok szamos, ezzel
kapcsolatos kutatasi munka [2 - 4] foszerepléivé valtak, mivel a daganatos megbetegedések,
valamint a sziv- ¢és érrendszeri betegségek megeldzésében ¢€s utokezelésében is
elengedhetetleniil fontosak. Vajon milyen mas lehetdségeink vannak, milyen més anyagok
rendelkezhetnek még magas antioxidans tartalommal? Az eddigiek alapjan fontos és indokolt
is, hogy 1j anyagok - példdul a humuszanyagok (HSs) - antioxidans jellemzdit vizsgaljuk,
valamint az antioxidans kapacitasuk kialakitdsdban dont6 szerepet jatszé komponenseiket mind

mindségileg, mind mennyiségileg megismerjiik [2].
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Antioxidansok és szabad gyokok

A szabad gyokokkel és a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) kapcsolatos ismereteink
kozelmultbeli bdviilése olyan orvosi forradalmat igér, amely az egészségiigy €s a kiillonbozo
betegségek kezelésében 1j korszakot hozhat [5]. Egészen ironikus, hogy az oxigén, ami az
¢lethez nélkiilozhetetlen, bizonyos helyzetekben, bizonyos formaban karos, hatassal van az
emberi szervezetre [6]. Az oxigén azon vegyiileteit, amelyek potencidlisan karosak, reaktiv
oxigénvegyiileteknek nevezziik. Kéros hatasuk abbodl adodik, hogy hajlamosak oxidalni mas

anyagokat. Ezen hatast hivatottak az antioxidans anyagok ellenstlyozni.
2.1.1 Szabadgyokok

Szabad gyokként definidlhatd minden olyan molekula, amely 6nallo 1étezésre képes,
valamint az atomi paly4ajan parositatlan elektront tartalmaz [7]. A parositatlan elektron jelenléte
hasonl6 tulajdonsdggal ruhazza fel a legtobb szabad gyokot. Sok szabad gyokrél elmondhatd,
hogy nagyon reaktivak és instabilak. Redukaldszerként és oxidaloszerként is viselkedhetnek,
mivel elektronokat adhatnak mas molekuldknak, vagy elektront fogadhatnak el mas
molekuldktol [8]. Szamos betegséget tekintve (pl. kiilonb6zo 1éguti, neurodegenerativ és
emésztorendszeri betegségek) a kor okozdi oxigén tartalmi szabad gyokok, mint pl. a
hidroxilgyok (*OH — pl. érelmeszesedés [9]), szuperoxid anion gydk (O, - kronikus gyulladas,
demencia [10]), hipoklorit (HCIO;™ - érelmeszesedés, rheumatoid artritisz [11]) [12]. Ezek a
reaktiv molekuldk képesek a sejtmagban és a sejtek membranjdban bioldgiailag relevans
molekuldkat példaul fehérjéket, szénhidratokat, lipideket vagy akar a DNS-t karositani [13]. A
sejtkarosodas a szervezetben homeosztatikus zavarokhoz vezet.

A szabad gyokok, mas reaktiv oxigén szarmazékok (ROS, Reactive oxygen species) €s
a reaktiv nitrogén fajtak (RNS) szarmazhatnak kiilsé és belsé forrasokbol. Az antioxidansok
példaul szarmazhatnak feldolgozott élelmiszerekbdl, légszennyezd anyagokbol, rontgen
sugarzasbol, 6zonbol, elektroszmogbol, ipari vegyszerekbdl — [14 - 16]) vagy az emberi
szervezetben zajlo normal anyagcesere-folyamatokbol [6, 17]. A ROS-ok pedig keletkezhetnek
endogén vagy exogén forrasokbol. A ROS endogén forrasai kozé tartoznak a kiilonbozo

sejtszervek, példaul a mitokondriumok, a peroxiszomak €s az endoplazmatikus retikulum, ahol
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az oxigénfogyasztds magas. A ROS exogén forrasai koz¢é tartoznak a kdrnyezetszennyezd
anyagok, az alkohol, a dohanyfiist, a nehézfémek, az ipari olddszerek, a peszticidek, bizonyos
gyogyszerek €s a sugarzas [18].

A ROS-ok egyik alosztilya az RNS, példaul a nitrogén-oxid és a peroxinitrat. Igy
példaul a kiilonb6z6 nitrogén-oxidbdl szarmazo vegyiiletek, beleértve a nitroxil-aniont, a
nitrozOénium-kationt, a magasabb nitrogén-oxidokat, az S-nitrozotioleket és a dinitrozilvas-
komplexeket [19]. Ezek a molekulak feleldsek a nitrozativ stresszhez vald hozzajarulashoz. Az
¢lo szervezetek minden aerob sejtje termeli ezeket a molekuldkat [20]. Akkor keletkeznek,
amikor az exogén vagy endogén moddon eldallitott nitrogén-oxid kdlcsonhatasba 1€p a reaktiv
oxigén fajtakkal, példaul a szuperoxiddal és hidrogén peroxiddal [21]. Alacsony és mérsékelt
koncentracioban fOszerepet jatszanak a fiziologids sejtfolyamatokban, de magas
koncentracioban karos hatassal vannak a sejtkomponensekre, és fontos szerepet jatszanak az
1d6skori betegségekben. Az RNS-nek szdmos fiziologiai funkcidja van, amelyek kozé tartozik
tobb jelatviteli utvonal szabalyozasa, hormonok termelése és az érrendszeri tonus fenntartasa
[22].

A szabad gyokok képzodése enzimatikus, valamint nem enzimatikus reakcidk
kovetkeztében, folyamatosan megy végbe a sejtekben. A szabad gyokok forrasaként szolgalo
enzimreakciok kozé tartoznak pl. a fagocitdzisban, a prosztaglandin szintézisben és a citokrom
P-450 rendszerben részt vevo reakciok [23]. Szabad gyokok keletkezhetnek oxigén és szerves
vegyiiletek nem enzimatikus reakcidiban, valamint az ionizal6 reakciok soran is. A kiilonb6zé

szabadgyok keletkezését, kiillonbozo forrasait az 1. dbra szemlélteti.

UV FENY

Gyulladas
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1. abra: A szabad gyokok képzddése, forrasai. Sematikus ismertetd abra [24]

Légszennyezés

Dohdnyzas
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2.1.2 A szabad gyokok élettani hatdsa

A szabad gyokok a szervezetben progressziv karos valtozasokat idéznek eld, amelyek
az ¢letkorral felhalmozddnak. Ezeket ,,normalis” valtozasoknak tekintjiik, mivel az életkorral
egyre gyakoribbak. Azonban ezeket az 4ltalanosnak mondhaté karosoddsokat, olyan genetikai
¢s kornyezeti sajatossagokbdl adodd tényezdk befolyasoljak, amelyek ndvelhetik a szabad
gyokok altal okozott karokat. Ezek bizonyos életkorban genetikai és kdrnyezeti tényezdk altal
meghatarozott betegségekként manifesztalodnak. Napjaink két f6 halalozasi oka a rak és az
érelmeszesedés, kiemelt jelentdségli ,,szabad gyokok™ altal okozott betegségek.

Az oxidativ stressz kifejezést annak az allapotnak a leirdsara hasznaljak, amely akkor
kovetkezik be, ha a szervezetben a szabad gyokok képzddése és az antioxidans védekezés
kozotti kritikus egyensuly felborul [25]. Az oxidativ stressz szdmos molekula karosodaséaval
jar, beleértve a lipideket, fehérjéket €s nukleinsavakat [26]. Rovid tavu oxidativ stressz 1éphet
fel tobbek kozott fertdzes, leégés, trauma, méreganyagok és tulzott testmozgas kovetkeztében
sériilt szovetekben. Ezek a sériilt szovetek fokozzdk a gyokképzd enzimek (pl. lipogenaz,
xantin-oxidaz, ciklooxigendz) aktivitasat, amely kovetkeztében végsé soron jelentds
mennyiségli ROS-t termel. A ROS szerepet jatszik a diabetes mellitus, az életkorral 6sszefiiggd
szembetegségek ¢és a neurodegenerativ betegségek, példaul a Parkinson-kor indukcidjaban és
szOvodményeiben [27].

Fontos azonban megemliteni, hogy a ROS-oknak nem csak negativ hatdsai lehetnek az
€10 szervezetekre. Brieger €s tarsai altal publikalt tanulmany [28] kifejti, hogy a ROS alacsony
¢és kozepes szintjei dontd szerepet jatszanak a normalis élettani folyamatokban, beleértve a
jelatvitelt, a bioszintetikus folyamatokat ¢s az immunmiikodést. A tanulmany kiemeli a ROS
jelentéseégét a kiilonbozo €lettani folyamatokban, példaul a ndvekedésben, az apoptdzisban, az
immunrendszer miitkodésében €s a vérnyomads szabalyozasaban. A legjabb kutatasok szerint,
mint példaul Diano és tarsai kutatdsa [29], amely egy 0j hipotalamikus mechanizmust tart fel,
ami a melanokortin rendszer peroxiszoma-eredetii ROS-szabalyozasat foglalja magaban. A
cikk ir6ja szerint ennek a ROS-fiiggd utvonalnak a megcélzasa 0j terapias lehetOségeket
nyujthat az elhizés kezelésére.

Az oxidativ stressz jelentés mértékben hozzajarul tobbek kozott a kiilonbozd
gyulladdsos betegségekhez (pl. iziileti gyulladés, vasculitis - érgyulladés, felndttkori 1éguti
betegségek) iszkémids betegségek (szivbetegségek, stroke), hemochromatosis, gyomorfekély,

magas vérnyomas, preeclampsia kialakuldsahoz [30]. A tulzott oxidativ stressz hatasara a
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lipidek ¢és fehérjék oxidalodnak, aminek hataséara a szerkezetiikben €s funkcidjukban valtozas
kovetkezik be.

Az oxidativ stressz és a biomolekuldk oxidativ karosodasahoz szdmos fiziologiai
folyamat kothetd, mint példaul az 6regedés, az érelmeszesedés, a gyulladas és a karcinogenezis.
A lipidperoxidaci6é egy szabad gyokokhoz kotheté folyamat, amely soréan a lipidmolekula
alakul at peroxigyokké. Ebbdl adodoan ez a reakcid masodlagos forras, a keletkezd peroxigyok
masodlagos hirvivé molekulaként miikodhet, kozvetleniil reagdlhat mas biomolekulakkal
ezaltal fokozza a biokémiai elvaltozasokat. A lipidperoxidacio kovetkeztében szdmos vegyiilet
keletkezik, példaul alkanok, malanoaldehid ¢€s izoprotanok. Ezeket a vegyiileteket markerként
hasznaljak lipid-peroxidacios vizsgalatokban, és szamos betegségben igazoltdk meglétiiket,
mint példaul a neurodegenerativ betegségek vagy a cukorbetegség [31].

A kiilonb6z6 szivbetegségek tovabbra is a legfébb halalokok kozott szerepelnek, az
Osszes halalozas kortilbeliil 50%-aért feleldsek. A tobbszordsen telitetlen zsirsavak a vérben
talalhat6 alacsony stiriségi lipoproteinek (LDL) f6 részeként fordulnak eld, és ezen lipid
komponensek oxidacioja létfontossdgu szerepet jatszik az érelmeszesedésben [32]. Az
antioxidansok, mint a B-karotin vagy az E-vitamin Iétfontossagli szerepet jatszanak a
kiilonbozo sziv- és érrendszeri betegségek megeldzésében.

A szabad gyokok altal kozvetitett fehérjemaddositas noveli az enzimproteolizisre vald
érzékenységet. A kiilonbozé fehérjék oxidativ karosodasa befolydsolhatja az enzimek,
receptorok aktivitasat és a membrantranszportot. Kiilonb6zo6 kutatasok [33, 34] eredményei azt
mutatjak, hogy a metionin, cisztein, arginin és hisztidin aminosav tartalmu fehérjék a leginkabb
érzékenyek az oxidaciora [35]. A fehérjék oxidacidja hatdssal van tobbek kozott a jelatviteli
mechanizmusokra, az enzimaktivitasra, a hdstabilitdsra, valamint a proteolizis érzékenység
megvaltozasat okozza, ami 6regedéshez vezet.

Az emberi test folyamatosan kiizd az 6regedés ellen. Ashbok €s munkatarsa (1999) azt
sugalljak, hogy a sejtek szabadgyok-karosodédsa az Oregedéssel kapcsolatos koros
elvaltozasokhoz vezet [36]. Egyre tobb betegség vagy rendellenesség, valamint maga az
oregedési folyamat mutat kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatot ezekkel a reaktiv és
potencialisan destruktiv molekulakkal [37]. Az 6regedés f6 mechanizmusa a DNS-nek vagy a
sejt- és funkcionalis karosodasok felhalmozodasanak tulajdonithatd [38]. A szabad gyokok
mennyiségének csokkentése vagy képzddési sebességiik csokkentése késleltetheti az Gregedést.
A taplalkozasi antioxidansok egy része késlelteti az Oregedési folyamatot és megelézi a
betegségeket. A kutatasok azt sugalljak [39], hogy a szabad gyokok jelentdsen befolyasoljak az

oregedést, a szabadgyokok 4altal okozott karok megfelelé antioxidans védekezéssel
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kontrollalhatok, és az antioxiddns anyagok optimalis bevitele hozzajarulhat az életmindség
javulasahoz. A legtjabb kutatasok azt mutatjak [40], hogy az antioxidansok akar pozitivan is

befolyasolhatjak az élettartamot.

2.1.3 Az antioxidansok

Az antioxiddns egy olyan molekula, amely elég stabil ahhoz, hogy elektront
adomanyozzon a tombol6 szabad gyokoknek, ¢és semlegesitse azokat, igy csokkentve azok
sejtkarositd képességét. Ezt viccesen probalja szemléltetni a 2. dbra. Az antioxidansok képesek
késleltetni vagy gatolni a sejtkarosodast elsdsorban szabad gyokfogé tulajdonsaguk révén [41].
Hatdsmechanizmusukat tekintve sokféle modon befolyasolhatjdk az egészséges sejtek
oxidaciojat, pl. megkothetik a fémionokat, kiolthatjadk a szingulett oxigént vagy megkotik a
szabad gyokoket [42]. Az antioxidans vegyiiletek tobbsége az utobbi hatdsmechanizmus
alapjan mikodik. Altalanossagban elmondhato, hogy szerves vegyiiletek, de talalunk kozottiik
fémeket ¢és fémorganikus komplexeket is. A fentieket figyelembe véve elmondhato, hogy az
antioxidansoknak sok kiilonb6z6 fajtaja van, valamint ezek altalaban nem 6nmagukban, hanem

egymassal egylittmiikodve fejtik ki redukalo hatasukat.

Antioxidans Szabadgyok  Egészséges sejt

2. abra: Sematikus abra, hogyan hatastalanitja az antioxidans a szabadgyokot, mieldtt az
kart tenne egy sejtben [43]

Fontos megjegyezni, hogy a szervezetiink is képes néhany antioxiddns anyagot
eléallitani (pl. glutation, az ubiquinol és a hugysav), azonban sziikséges, hogy ezeket az
anyagokat mi is bevigyiik be a szervezetiinkbe. Ezek az antioxiddnsok egyiitt mar egy igen erds
védelmi vonalat képeznek a szervezetiinkben. Ilyen anyagok példaul a: C-vitamin; A-vitamin;

flavonoidok; rezveratrol; telitetlen zsirsavak stb. [44,45].
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2.1.3.1 Az antioxidansok torténete

Az antioxidans kifejezést eredetileg olyan vegyi anyagokra hasznaltdk, amelyek
megakadalyozzak az oxigénfogyasztast. A XIX. szazad végén, a XX. szdzad elején kiterjedt
tanulmanyokat szenteltek az antioxiddnsok ipari folyamatokban valo felhaszndldsanak.
Vizsgaltdk a fémkorr6zid megeldzésében és az lizemanyagok polimerizacidjaban betdltott
szerepét [39]. Az antioxidadnsok biokémidban betdltott szerepével foglalkozé korai kutatasok a
telitetlen zsirok oxidaciojanak megeldzésére Gsszpontositottak, 1ényegében az avasodas okat
kutattak [46]. Az antioxidans aktivitast egyszeriien ugy lehetett mérni, hogy a zsirt egy zart
edénybe helyezziik oxigénnel, és megmérjiik az oxigénfogyasztds mértékét. Az A-, C- és E-
vitamin antioxidansként valo azonositasa azonban forradalmasitotta a teriiletet, és elvezetett az
antioxidansok fontossaganak felismeréséhez az €16 szervezetek biokémidjaban [47, 48]. Az
antioxidansok lehetséges hatasmechanizmusait elészor akkor tartak fel, amikor felismerték,
hogy egy antioxidans hatassal rendelkezd anyag valoszinilileg olyan anyag, amely maga is
konnyen oxidalodik [49]. Wolf és munkatarsai [50] felismerték, hogy az E-vitamin ugy képes

megakadalyozni a lipid peroxidaciot, hogy megkdti a ROS-t, miel6tt karosithatna a sejteket.

2.1.3.2 Az antioxidansok hatasmechanizmusa

Az antioxidansok esetében két f6 hatasmechanizmust kiilonboztetiink meg [51]. Az els6
egy lancbontd6 mechanizmus, amellyel az elsddleges antioxidans egy elektront adomanyoz a
rendszerekben jelen 1évo szabad gyokoknek. A masodik mechanizmus sordn az antioxidans a
lancindito katalizatort oltja ki. Ezen feliil az antioxiddnsok kiilonb6z6 mechanizmusok révén is
kifejthetik hatdsukat a bioldgiai rendszerekre, ide tartozik a fémion-kelatok kialakuldsaban
jatszott szerepiik, a tarsantioxiddnsok aktivalasa vagy a génexpresszio szabalyozasa [52].

Az els6é védelmi vonalat a megeldzé antioxidansok jelentik, amelyek elnyomjak,
megeldzik a szabad gyokok képzddését. Bar az in vivo gydkképzddés pontos mechanizmusa és
helye még nem teljesen tisztazott, a hidroperoxidok és a hidrogén-peroxid fémek altal indukalt
bomlasa az egyik fontos forrasa. Az ilyen reakciok visszaszoritasa érdekében egyes
antioxidansok a hidroperoxidokat ¢s a hidrogén-peroxidot elézetesen alkoholokka, illetve vizzé
redukaljak anélkiil, hogy szabad gyokok keletkeznének, €s egyes fehérjék fémionokat kotnek
meg.

A masodik védelmi vonalat azok az antioxidansok jelentik, amelyek megkotik az aktiv

gyokoket, hogy elnyomjéak a lancinditéast €s/vagy megtorjék a lanc terjedési reakcidit. Kiillonféle
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gyokfog6 antioxidansok ismertek: egyesek hidrofilek, masok lipofilek. A C-vitamin, a hugysav,
a bilirubin, az albumin ¢és a tiolok hidrofil gyokfogd antioxidansok, mig az E-vitamin és az
ubikinol lipofil gyokfogd antioxiddnsok. Az E-vitamint a legerdsebb lipofil gyokfogo
antioxidansnak tartjak.

A harmadik védelmi vonal a javit6 és de novo antioxidansok. A szervezetben jelenlévo
proteolitikus enzimek, proteinazok, proteazok ¢és peptidazok felismerik, lebontjak és
eltavolitjak az oxidativan modositott fehérjéket, és megakadalyozzak az oxidalt fehérjék
felhalmozodasat. A DNS-javité rendszerek fontos szerepet jatszanak az oxidativ karosodasok
elleni teljes védekezési rendszerben is. Kiilonféle enzimek, példaul glikozilazok és nukledzok
helyreallitjak a sériilt DNS-t.

A negyedik védelmi vonal az adaptacid, amikor a szabad gyokok képzddésére és
reakcioira vonatkozo jel indukalja a megfeleld antioxidans képzddését és szallitasat a megfeleld

helyre, hogy ott kifejthesse jotékony hatasat [53].

2.1.4 Az antioxidansok fajtai

A sejteket antioxidans enzimek kolcsonhatasba 1ép6 halozata védi az oxidativ stressz
ellen [54]. Az antioxiddnsok fajtait tekintve megkiilonboztetiink enzimatikus és nem

enzimatikus antioxidansokat.

2.1.4.1 Enzimatikus antioxidansok

A szuperoxid-diszmutaz enzimek (SOD-k), katalizaljak a szuperoxid-anion oxigénre €s
hidrogén-peroxidda torténd lebomlésat [55, 56]. A SOD enzimek szinte minden aerob sejtben
¢s extracellularis folyadékban jelen vannak [57]. A szuperoxid-diszmutdznak hirom nagy
csaladja van a fém kofaktoratol fliggéen: Cu/Zn (amely megkoti a rezet €s a cinket is), a Fe és
Mn tipusok (amelyek megkoétik a vasat vagy a mangant), végiil a Ni-tipus, amely megkoti a
nikkelt [58].

A katalaz enzim szinte minden €16 szervezetben megtalalhat6, a hidrogén-peroxid vizzé
¢€s oxigénné torténd bomlasat katalizalja [59]. A hidrogén-peroxid szamos normal anyagcsere-
folyamat karos mellékterméke: a karosodds megeldzése érdekében gyorsan at kell alakitani
mas, kevésbé veszélyes anyagokka. Ebbdl a célbdl a sejtek gyakran hasznéljak a katalazt a
hidrogén-peroxid kevésbé reakcioképes oxigén- €s vizmolekulakka torténd bomlasanak gyors

katalizalasara [60, 61].
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A glutation rendszer magaban foglalja a glutationt, a glutation-reduktazt, a glutation-
peroxidazokat és a glutation S-transzferazokat. Ez a rendszer allatokban, novényekben és
mikroorganizmusokban taldlhato [62]. A glutation-peroxidaz négy szelén-kofaktort tartalmazo
enzim, amelyek katalizaljak a hidrogén-peroxid és a szerves hidroperoxidok lebomlésat [63].
Ezek az enzimek kiilonosen magas szinten vannak a majban, és a méregtelenitd anyagcserében

is szerepet jatszanak [64].

2.1.4.2 Nem enzimatikus antioxidansok

Az aszkorbinsav vagy ,,C-vitamin” egy monoszacharid antioxidans, amely allatokban
¢s novényekben egyarant megtalalhato. A C-vitamin egy esszencidlis vitamin, mivel az emberi
szervezet nem képes szintetizalni, a taplalékkal kell bevinni [65, 66]. Az aszkorbinsav
redukaloszer, és képes redukalni és ezaltal semlegesiteni a ROS-t, példaul a hidrogén-peroxidot
[67]. Kbzvetlen antioxidans hatdsai mellett az aszkorbinsav az aszkorbat-peroxiddz antioxidans
enzim szubsztratja is, amely funkcié kiilondsen fontos a ndvények stresszrezisztenciajaban
[68].

A melatonin (mé&s néven N-acetil-5-metoxi-triptamin) [69], egy természetesen
eléforduld hormon, amely allatokban ¢s néhdny mas €16 szervezetben, koztiik az algdkban is
megtalalhat6 [70]. A melatonin egy erds antioxidans, amely kdnnyen atjut a sejtmembranokon
€s a vér-agy gaton [71]. Mas antioxidansokkal ellentétben a melatonin nem megy at redox
cikluson, ami a molekula azon képessége, hogy ismételt redukcion és oxidacion menjen
keresztiil. Az oxidalt melatonin nem redukalhato vissza kordbbi allapotdba, mert a szabad
gyokokkel reagalva tobb stabil végterméket képez. Ezért termindlis vagy Ongyilkos
antioxidansként emlegetik [72].

Az E-vitamin a nyolc rokon tokoferolbol és tokotrienolbol all6 csoport gytlijtoneve,
amelyek antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezd zsirban oldodé vitaminok [73]. Ezek koziil
az a-tokoferolt tanulméanyoztdk a legtobbet, mivel ennek a legmagasabb a biologiai
hozzaférhetdsége, €s a szervezet elsdsorban ezt a format szivja fel és metabolizalja [74]. Traber
¢s munkatarsai (1999) kutatdsai alapjan az a-tokoferol forma a legfontosabb lipid oldhato
antioxidans, ¢s megvédi a membranokat az oxidaciotol azaltal, hogy reagal a lipidperoxidacios
lancreakcidban keletkez6 lipid gyokokkel [75]. Ez eltavolitja a szabadgyok intermediereket, és
megakadalyozza a terjedési reakcio folytatasat. Ez a reakcio oxidalt a-tokoferoxil-gydkoket hoz
létre, amelyek mas antioxidansok, példaul aszkorbat, retinol vagy ubikinol redukalasaval

visszaforgathatok az aktiv redukalt formaba [76].
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A Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroméan-2-karbonsav) az a-tokoferol hidrofil
analogja, a tokoferolok legaktivabb ¢és leggyakoribb formaja az emberi szervezetben. A Trolox
az a-tokoferollal azonos antioxidans hatdst mutat [77], de a lipidben old6d6 a-tokoferolhoz
képest hianyzik beldle a fitilfarok, jobban oldddik vizben, és elénye, hogy a sejtek viz- és lipid
kompartmentjébe is eljut [78 - 80]. A Trolox a peroxil és alkoxil gyokok magas gyokfogd
aktivitasukrol ismertek [81], és mint ilyenek, gyakran hasznaljak 6ket referenciaként szamos
biokémiai vizsgalatban, amelyekben a vizsgalt vegyiiletek gyokfogd aktivitdsat Trolox
ekvivalensekben fejezik ki. Kimutattdk, hogy erds antioxidansként miikodik szdmos sejtmodell
rendszerben [82 - 85]. Bar a Trolox erds antioxidians hat4ssal rendelkezik, bizonyos
kortilmények kozott prooxidans (szabadgyok jellegli) tulajdonsagokat is mutathat, amint azt
mas antioxidans vegyiileteknél is megfigyelték, beleértve az a-tokoferolt [86, 87]. Az a-
tokoferolhoz hasonléan a Trolox antioxidans aktivitdsa abbdl fakad, hogy a kromanol gytri
hidroxil csoportjabdl [88] hidrogént képes atadni reaktiv anyagoknak. Ez viszont a fenoxilgyok
(PhO) képzddését idézi eld, amely az aszkorbatot és mas biomolekuldkat gyokokké oxidalhat
[89]. Szdmos tanulmany kimutatta, hogy a Trolox prooxidans tulajdonsadgokkal rendelkezik
szabad fémionok jelenlétében [89, 90].

A galluszsav (GA) és szarmazékai, példaul a lauril-gallat, propil-gallat, oktil-gallat,
tetradecil-gallat és hexadecil-gallat a n6vényi metabolitok fenolos savai, amelyek széles kdrben
elterjedtek a ndvényvilagban [91]. Szamos polifenol koziil a GA egy kis molekulatomegii
trifenolos vegyiilet, kivald gyulladdsgatld és antioxidans hatdssal [92]. Ezen kiviil a GA-nak
szamos nyilvanvald farmakoldgiai hatdsa is van, beleértve a daganatellenes, antibakterialis,
antimikrobialis hatdssal, valamint cukorbetegség ¢és elhizas ellen is hatékony [93 - 97].
Hatasmechanizmusat tekintve, csokkenti az oxidativ stressz karos kovetkezményeit oly modon,
hogy az enzimatikus antioxidansok aktivitdsat néveli és/vagy a nemenzimatikus antioxidans

szerek (pl. a C-vitamin, az E-vitamin) szintjét emeli [98, 99].

2.1.5. A novenyek, mint az antioxidans molekuldk forrasai

A novények védekezd rendszerként kifejlesztették azt a tulajdonségot, hogy
antioxidansokat termelnek. Ennek az az oka, hogy biotikus és abiotikus stressz hatdsara megno
a ROS termelés a ndvényekben, felborul az antioxiddns — szabad gyok egyensuly, oxidativ
stressz all fenn. Az oxidativ stressz hatasara a novényekben kiilonboz6 antioxidansok (pl. C-
vitamin, E-vitamin, fenolsav stb.) masodlagos metabolitjainak termelése és felhalmozdodasa

indul meg. Alapvetden két f6 oka van annak, hogy a ndvények szintetizaljak és felhalmozzak
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ezeket a nem enzimes antioxidansokat. Az els6 f6 ok a mar emlitett valaszreakcid a kdrnyezeti
stresszviszonyokra. A masodik f6 ok, hogy ezek a méasodlagos metabolitok a névények normal
¢lettani funkcioik ellatdsdhoz sziikséges kémiai anyagok metabolitjai is, altaldban ezek
sziikségesek, hogy megvédjék magukat a mikrobidlis korokozoktol, allatoktdl és mas
ndvényevoktdl [100, 101].

A novények fenolos vegyiileteket is felhalmoznak. A fenolok erds gyokfogo képességiik
révén védelmet nydjtanak az UV-sugarzas ellen is. Ezen tilmenden enzim inhibitorként is
funkciondlnak, mikézben képesek tavol tartani a ndvényevoket, valamint rezisztenciat
biztositanak a korokozokkal szemben [102]. Ismeretes, hogy a flavonoidok szintézisét UV-
stressz vagy alacsony hdmérséklet és alacsony tdpanyagkoriilmények indukéljak, ami az UV-
elnyeld, gyokfogd képességiiknek tudhato be [103 - 105]. Azt is megfigyelték, hogy a trépusi
¢s/vagy magas tengerszint feletti magassagban termd ndvények nagyobb ardnyban
tartalmaznak flavonoidokat, mint a mérsékelt ¢govi koriilmények kozott, a talzott fény- vagy
UV-sugarzas miatt [106].

Tekintettel a kiilonféle haldlos betegségek kockazati tényezdinek nodvekedésére,
globalis tendencia figyelhetd meg a gyogyndvényekben €s az étrendben eléfordulo természetes
anyagok terapias antioxidansként torténd felhasznalasa felé. Beszdmoltak arrol, hogy forditott
Osszefliggés van az antioxidansokban gazdag élelmiszerek és gydgyndvények étrendi bevitele
¢s az emberi betegségek eléforduldsa kozott. Furuta és munkatarsai (1997) szamos zo6ldség,
példaul burgonya, spendt, paradicsom ¢s hiivelyesek antioxidans potencidljat tanulmanyoztak
[107], mig Wang ¢és munkatarsai kiilonb6z6 gyiimolcsok (bogyods gylimolesok, cseresznye,
citrusfélék, aszalt szilva, olajbogyd) esetében mutioxidans hatast mutattak ki [108]. Lin és
munkatarsai a zold és fekete teak antioxidans tulajdonsagait tanulméanyoztak, arra jutottak, hogy
a szaraz tomegiik akar 30%-at is tartalmazhatjak fenolos vegyiiletként, ebbdl adddoan

kiemelkedo antioxidans hatassal rendelkeznek [109].

2.1.6 Antioxidans-kapacitas méré modszerek

Az antioxidans kapacitds a vizsgalt rendszerre vonatkoz6 Osszes antioxidans vegyiilet
egylittes szabadgyokfogd aktivitasat jelenti. Napjainkban ennek pontos meghatdrozasara,
szamszerlisitésére egy nagyobb az igény, igy szdmos analitikai eljarast, méréstechnikat
dolgoztak ki. Ezen metodikak modositasa, finomitasa folyamatosan zajlik, igy napjainkra az
alkalmazott modszerek szama mar meghaladja a szazat. A legtobb irodalom nemcsak egy,

hanem tobbféle modszert hasznal az antioxidans kapacitas meghatarozasara [110].
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Antioxidans kapacitds mérése soran két f6 mérési modszer tipust kiilonboztetliink meg.
Mind a két méréstipus antioxidans kapacitast hatdroz meg, viszont a kapott eredményeknek
nem kell sziikségszerlien egymadssal korreldlni, hiszen egy minta redukaléképessége nem
feltétlen fiigg 0ssze a gyokbefogod képességével.

Az elektronatmenettel jard reakciok szinvaltozassal jarnak, ennek mértékébdl lehet az
antioxidans kapacitasra kovetkeztetni. A modszerek 1ényege, hogy létrehoznak egy szabad
gyokot egy reakeion keresztiil. Ehhez a szabad gy6khoz adjdk hozza az antioxidanst kiilonb6z6
higitasok mellett, a reakcié szinvaltozassal jar, amit pl. spektrofotométer segitségével
konnyedén nyomon kovetiink. A kapott eredményekbdl kiszamoljuk a vizsgélt anyag
antioxidans kapacitdsat.

A hidrogén atmenettel jaré modszerek a reakcio kinetikan alapszanak. A tesztek azt
mérik, hogy egy adott szabadgyodkkel szemben milyen a vizsgalt anyag szabadgyokbefogo
képessége.

A humuszanyagok (HSs) antioxidans hatdsdnak vizsgalata soran tobb, kiilonb6zd
modszerrel vizsgaltam a frakciokat, hogy a mért eredmények jobban Osszehasonlithatdak
legyenek az irodalmi adatokkal, valamint pontosabb képet fessenek a HSs antioxidans

tulajdonsagairol.

Legelterjedtebb antioxidans kapacitas mérési modszerek

Elektron atmeneten alapul6 antioxidans mérési modszerek

. Vasredukal6 képesség meghatarozasa (FRAP)

. Osszes polifenol meghatarozas (TPC)

. Rézion redukéloképesség meghatarozasa (CUPRAC)

. Troloxra vonatkoztatott kapacitas meghatarozasa (TEAC)
. DPPH gyokfogé aktivitdsan alapuld vizsgalat

Hidrogén atvitelén alapuld, antioxidans kapacitdst méré modszerek.

. Oxigéngyok abszorpcios kapacitasa (ORAC)

. Osszes peroxilgydk mérés (TRAP)

. Kemilumineszcencian alapulé médszerek (CL)
. Fotokemilumineszencids mérések (PCL)

. Elszinezddésen alapuld modszerek
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2.1.7. Elektron atmeneten alapulo (ET) modszerek

Az elektronatmenettel (Electron Transfer) jar6 reakciok szinvaltozassal jarnak, ennek
mértékébol lehet a tesztelendd anyag antioxidans kapacitasra kovetkeztetni. A legtobb modszer
Iényege, hogy létrehoznak egy labilis szabad gyokot, ehhez a szabad gyokhoz adjak hozzé a
gyok bomlasat gatld antioxidans molekulat, kolcsonhatasuk az idObeni szinvaltozés
sebességének megvaltozasaval jar, amit egy miszer segitségével nyomon kovetilink és utdna a

kapott eredményekbdl kiszdmoljuk a vizsgalt anyag antioxidans kapacitasat.
2.1.7.1 DPPH modszer

A DPPH (2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil-gy6k) modszer egy spektrofotometrias technika,
ahol a gyok reakcidba 1ép a hidrogéndonorokkal. Az 517 nm-en mérheté mélylila szint, amely
az oldatban 1évé DPPH-t mutatja, az antioxidansok jelenléte elszinteleniti az altaluk befogott
elektronok szamaval ardnyosan. Ezt a folyamatot a 3. dbra szemlélteti. A DPPH molekula egy
stabil gyok, amely korlatozott mértékben képes a kivonatok antioxidans aktivitdsanak mérésére.

) H
N—N + AH—= O,N N—N + A

3. abra. A DPPH moédszer sematikusan szemléltetett abraja [111]

Széles korben alkalmazzak ezt a modszert, mert a DPPH gyok kereskedelmi
forgalomban kaphato, stabil, kevésbé reakcidoképes és kevésbé agressziv, ami a lezajlo reakciok
soran hasznosnak bizonyul (bomlés, érzékenység nem jelent problémat, mint egyéb
modszereknél), valamint a mérés kivitelezése egyszerli. Hatranya, hogy nem a sejtben normal
anyagcsere soran keletkez6 gyokot hasznal, valamint a sztérikus hatasok miatt aldbecsiili a nagy

molekuldju antioxidansokat, a kis reaktiv vegyiileteket azonban felerdsiti [112]. Bar a DPPH
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gyok kivaldéan oldodik szerves olddszerekben (kiilondsen alkoholokban), nagyon gyengén
oldédik polaris oldészerekben, ami létfontossagu hatrany, amikor a hidrofil antioxidansok
hatékonysagat probaljuk értelmezni. A sztérikus hozzaférhetdség jelentds szerepet jatszik a
reakcioban, és a kis molekuldju vegyiiletek jobban hozzaférhetnek a gyok helyéhez, ami
nyilvanval6an magasabb antioxidans aktivitast eredményez a nagy molekuldji vegyiiletekhez
képest. Ezt a modszert alkalmazva nem lehet képet kapni arr6l, hogy a minta antioxidansai a

biologiai gyokdokkel szemben mennyire reaktivak [113, 114].
2.1.7.2 FRAP modszer (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)

A FRAP moddszer egy elektron atvitelen alapuldé moédszer. A FRAP értékek
meghatarozasa Benzie és Strain mddszere [115] alapjan tortént. A FRAP modszer 1ényege,
hogy a ferri-(Fe*") -ionok az antioxidans aktivitasi vegyiiletek hatasara ferro-(Fe?") -ionokka
redukalddnak, melyek alacsony pH-n a tripiridil-triazinnal (TPTZ= 2,4,6 tripiridil-S-triazin)
komplexet képezve szines termékeket adnak (ferro-tripiridil triazin). Ezt a folyamatot hivatott

bemutatni a 4. abra.

Kémiai reakci6:
[Fe(TPTZ)?]** + ArOH - [Fe(TPTZ)]** + ArO® + H*

Reakci6 mechanizmus

B a
\ \/ ) 7 L«//\/\ N
a i
ArOH .

/\/ ArOH] NN

el f
\
/\/\ /\ _&_‘__. '\N/\\ .

l \
W/ \) ll/ \‘\\ \.\'/Y)j \\\/’l

\ 4 b
Szintelen Intenziv kék
[Fe(TPTZ)_J** [Fe(TPTZ),]*
A =3593 nm

Szintelen Intenziv kék

4. abra. A FRAP modszer sematikusan szemléltetett abraja [116]
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A HSs vizsgalata soran a FRAP mddszer azért tint megfelelének, mivel konnyedén
nyomon kovethetd, egyszerlien reprodukdlhatd, valamint gyakran hasznaljak kiilonboz6
novények, novényi metabolitok antioxidans tulajdonsdganak vizsgalatara [117, 118]. A
modszer hatranya, hogy nem képes kimutatni a lassan reagald polifenol vegyiileteket és
tiolokat. Hamis pozitiv eredményeket indukalhat, mivel még a Fe*'/Fe*"-nal alacsonyabb
redoxpotenciali nem oxidalé vegyiiletek is hozzédjarulhatnak a FRAP érték novekedéséhez

[119].

2.1.7.3 TPC mddszer (Total Phenolic Contents)

Egy adott minta dsszes fenol tartalma j6 kozelitést ad arrol a tényr6l, hogy az adott minta
mennyire j6 antioxidans. Az 6sszes fenol tartalom meghatarozéasa tobbféleképpen lehetséges, a
HSs vizsgalata sordn a Vattem ¢és Shetty (2003) altal kidolgozott méddszer [3] bizonyult a
legjobbnak, mivel kisérleteik soran tézegafonyabdl kivont ellagsavat vizsgaltak, ami egy
bioaktiv polifenol vegyiilet, amely masodlagos metabolitként a természetben szamos novényi
taxonban fordul eld [120]. A modszer 1ényege, hogy a reakcid elegyben hasznalt Folin —
Ciocalteu reagens (Folin reagens) valtoztatja a szinét a reakci6 lejatszodasa soran. Sarga szinbdl
kék szinlivé valik. Ennek oka, hogy Folin reagensben a molibdén oxidécios szama 6, azonban
a reakcid lejatszodas utan a molibdén redukalddik és 5-0s oxidéacios szama lesz, ami az emlitett
szinvaltozassal jar. Azonban, ha fenol tartalmt vegyiiletet (antioxidanst) adunk a reakcio
elegyhez, az beinditja ezt a folyamatot. Ezt a szinvaltoztatdst nyomon kovetve és mérve
kovetkeztethetiink, arra, hogy mennyi fenol csoport van a vizsgalt anyagban, ezt a folyamatot
az 5.abra mutatja be. A mddszer eldnyei kozé tartozik, hogy ez egy egyszerii és konnyen
reprodukdlhatd6 moddszer, azonban szamos hatranya van, érzékeny a pH- és
homérsékletvaltozasokra, €s az esetleges interferencia zavarhatja a mérést. A modszer hatranya
tovabba, hogy nem specifikus a fenolos vegyiiletekre, mivel reakcioba 1ép, a redukald
cukrokkal, az aszkorbinsavval, egyes atmeneti fémekkel, ami torzitja a mintaban 1évé TPC
valos értékét. A modszer elonye tovabba, hogy sok irodalmi adat all rendelkezésre, amivel

Osszehasonlithatoak sajat eredményeink.
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Reakci6 pH = 10-nél

Mo(VI) + e (fenolbol vagy mas redukalt Gsszetevobol) * Mo (V)

Fenolat ion

(pH = 3) + natrium karbonat (pH = 10)

A =765 nm

Sarga Kék

5. abra. A TPC modszer sematikusan szemléltetett abraja [116]

2.1.7.4 CUPRAC modszer (Cupric ion reducing antioxidant capacity)

A CUPRAC modszer kifejlesztése Karadirek és munkatéarsai [121] nevéhez flizodik,
eredetileg az ¢lelmiszerekre alkalmaztdk (sargabarack, gyogytedk, vad eheté novények, fiives
sajt stb.), de mara szdmos modositott valtozata 1étezik, koztiik egy, ami kifejezetten a HSs
mérésére lett kifejlesztve. A modszer 1ényegében redukaloképességet hatdroz meg 7-es pH-n
450 nm-en. Lényege, hogy a réz(Il)-neocuproine kelat az antioxidanssal torténd redukcidja
soran réz(I)-neocuproine kelattd redukalddik, ami kdzben kékrdl, narancssargara valtozik a
szine. Ez a szinvaltozas nyomon kovethetd 450 nm-en és a mért értékekbdl kovetkeztetni lehet
arra, hogy a vizsgalt anyag mennyire ,,j0” antioxidans. Ezt a reakciot és a hozzatartozo
szinvaltozast a 6. abra szemlélteti.

A moddszer hatranya, hogy olyan vegyiiletek esetében, mint az E-vitamin, C-vitamin, a
GA, néhany percet vesz igénybe a reakcid, mig Osszetett szerkezeteknél 30-60 percet vesz
igénybe. Emiatt gondot okozhat komplex vegytiletek esetén, hogy a megfeleld végpontot kell
kivalasztani a reakcid befejezddéséhez, kiillonben megtévesztd eredményeket kaphatunk. Mas
elektrontranszfer alapu antioxidans vizsgalatokkal (példaul TEAC, DPPH, FRAP) szemben a
CUPRAC kiemelkedd elénye a fiziologids pH-hoz kozeli redlis pH-értéke, a kedvezd
redoxpotencidl, a reagensek hozzaférhetdsége €s stabilitasa, rugalmassaga, egyszeriisége. A

modszer alacsony koltségii €s alkalmazhato lipofil antioxiddnsokra, valamint hidrofilekre [122,
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123]. A CUPRAC modszer ezen feliil alkalmazhatdo az antioxidansok viszonylag széles

koncentraciotartomanyaban [124].

Cu(Nc)2* + ArOH 2 Cu(Ne)** + ArO* + H*

N N N N
ArOH  [ArOH] e \\c / i,
1LC Clly

Cj/ \C
Vilagos kék Narancs sarga
Cu(Nc),™' Cu(Ne)y™
A =450 nm
Vilagos kék Narancs sarga

6. abra. A CUPRAC modszer sematikusan szemléltetett abraja [116]

2.1.7.5 Modositott CUPRAC modszer

Erdemes megjegyezni, hogy a CUPRAC moédszer nem pusztan egy antioxidans minta
teljes antioxidans kapacitasat méri, hanem szamos mas modositott gyokfogd vagy
aktivitas/kapacitds mérési tesztet is eredményez, amelyek hasznosak lehetnek az antioxidansok
kutatasaban [125 - 129]. A huminsavakra (HAs) mddositott QUENCHER-CUPRAC modszert
is ugyanezen kutatocsoport alkotta meg [130], a 1ényeges kiilonbség az eredeti CUPRAC ¢és
ezen modositott modszer kozott, hogy utdbbi szilard mintat mér be, mig elébbi egy folyadék
mintat. Igy kikiiszobolheté a HSs oldatok koncentracio kiilonbsége, ez altal az oldat szine

okozta zavaras.

2.1.8 Hidrogén atvitelen alapulo (HAT, Hidrogen Atom Transfer) modszerek

Hidrogén atmenettel jaro modszerek a reakcid kinetikan alapszanak. A tesztek azt

mérik, hogy egy adott szabadgyokkel szemben a minta mennyire hatdsos, milyen a szabadgyok
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befogoképessége. Ilyen modszer példaul az 6sszes peroxilgyok mérésének (TRAP) modszere,
amelyet Wayner és munkatarsai [131] fejlesztették ki. Peroxilgyok generaloként ABAP-ot
(2,2'-azobis-2-amidinopropan) hasznaltak. A szabadgyokok oxidalod hatasat az antioxidansok
késleltetni tudjak, az oxidacid pedig az oxigénfogyassal nyomon kdvethetd. A mérés soran Un.
lag gorbe figyelhetd meg, ennek az indukcids idének a hosszat (lag fazis hossza) ismert
kapacitésra lehet kdvetkeztetni. Az elmult 20 évben ez a mddszer volt a legelterjedtebb, majd
rémutattak arra, hogy az oxigénelektrod a megkovetelt idOtartam alatt instabil, ezért a
végpontjelzés pontatlan. Ennél a mdédszernél lag fazis figyelhetd meg, de lefutdsanak jellege
eltérd a kiillonboz0 mintdk esetében, ami problémat okozhat az antioxiddns kapacitds
meghatarozasanal, illetve Osszehasonlitdsdndl. A modszer lassu, iddigényes, valamint
nagymértékii higitas sziikséges a megfeleld lag fazis alak eléréséhez, ezzel viszont nd a
hibalehetdség. Emellett a nagy higulas miatt fizikailag nehézkessé valik a zsirsavak kozotti
lancreakciok lezajlasa. A méréseknél a fehérjék jelenléte is interferenciat okozhat, hiszen
példaul a fehérjék szulthidril csoportjai részt vesznek a redox egyensulyban és moddositani

képesek az eredményeket [110].

2.1.8.1 ORAC

Az ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) moddszert 1993-ban Cao ¢és
munkatarsai fejlesztettek ki a masodlagos antioxidansok teljes antioxidans kapacitasanak
mérésére [132]. A modszer 1ényegében a DeLange és Glaze éltal 1989-ben kifejlesztett
peroxigyokok fluoreszcencia mddszerén alapul [133], és ez az egyik leggyakrabban hasznalt
antioxidans aktivitasi vizsgalat a kutatdsban ¢és az élelmiszeriparban [134]. A modszer
sematikus személtetése a 7. dbran lathatd. Ebben a vizsgalatban a B-fikoeritrin (B-PE), a
Porphyridium cruentumbol, egy vords algafajbol izolalt fehérje volt a kivalasztott fluoreszcens
karosodas mértékét jelzi. Az antioxidans véddhatasat gy mérjiik, hogy a minta fluoreszcencia-
bomlasi gorbéje (AUC) alatti teriiletet értékeljiik a vakpréobahoz képest, amelyben nincs
antioxidans.

A teszt azon az elképzelésen alapul, hogy egy oxigéngyokot termeld vegyiilet (2,2'-
azobisz(2-amidinopropan) -dihidroklorid) ROS-t termel, amely képes a fluoreszceint oxidalni.
Ez egy erdsen fluoreszkalo vegyiilet, mig oxidacids terméke nagyon gyenge fluoreszcenciaval

rendelkezik. Emiatt az oldat fluoreszcencidja idével csokken, mivel a ROS oxidéalja a
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fluoreszceint. Ha antioxidanst adunk a vizsgalathoz, az antioxidans reakcioba 1ép a ROS-okkal,
ami ezért késlelteti a fluoreszcein oxidaciojat az antioxidans felhasznalasaig (7. abra).

Elényei kozé tartozik, hogy sokoldalu technika, hasznos 0Osszetett matrixokban,
valamint reprezentativ szabad gyokot hasznal. A hatrdnya azonban az, hogy ehhez
fluorométerekre van sziikség, amelyek nem biztos, hogy rutinszeritien elérhetdk az analitikai
laboratoriumokban, valamint érzékeny a hdémérsékletvaltozasokra, ami csokkenti a
reprodukélhatésagot [135]. Hatranyai kozé tartozik még, hogy a B-PE nem fotostabil, igy
gerjesztd fénysugarzas hatdsara is elbomolhat, valamint reakcioba is Iéphet kiilonb6z6
polifenolokkal a nem specifikus fehérjekotés miatt.

A fenti hatranyokat figyelembe véve a HSs antioxidans kapacitdsdnak meghatarozasa
Ou ¢és munkatarsai altal leirt modszerrel tortént [136], 6k ugyanis egy stabilabb fluoreszcens
probat javasoltak, a fluorescein molekulat. fgy az 4ltalam javasolt modszer mas népszerii
antioxidans aktivitdsi modszerekkel ellentétben kozvetleniil méri a hidrofil ldncbonto
antioxidans kapacitést a peroxigyokkel szemben. Az AOC érték a fluoreszcein kioltasi gorbéje
alatti nettd véddteriiletre vonatkozott antioxidans jelenlétében, amely az alabbi képlet (1)

alapjan szamolhato:

AUCHS - AUCControl

AOC = * [Trolox (1)
AUCTrolox - AUCControl [ ]
_11h fa g S35
AUC =1+ /f0 + /f0 + et /f0 2)
Ahol:
AOC Antioxidans kapacitas

AUC HS A minta gorbe alatti teriilete
AUC Control A referencia/kontroll vegyiilet gorbe alatti teriilete
AUC Trolox A Trolox gorbe alatti teriilete

A Trolox koncentracioja micromol-ban van megadva.
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7. abra: ORAC modszer sematikus abraja [137]

2.1.9. ESR (Electron Spin Resonance) modszerek

Az ESR spektroszkopia, amelyet elektron paramagneses rezonancia (EPR)
spektroszkopianak is neveznek, és amely a péarositatlan elektronok magneses térbeli
atmeneteinek mérésén alapul. Nagy elonye, hogy az egyetlen technika, amely képes kdzvetlentil
kimutatni a szabad gyokoket, valamint mas paramagneses szarmazékokat, példaul az
atmenetifém-ionokat [138 - 140]. Hatranya viszont, hogy dradga ¢s nehezen hozzaférhetd
berendezés sziikséges a mérésekhez. Az ESR modszert eddig sikeresen alkalmaztak kiilonféle
¢lelmiszerek antioxidans kapacitasdnak meghatarozasara [141], beleértve a borokat [142 , 143],
soroket [144], kiilonbozé gylimolcsoket [145], gyogynovénykivonatokat [146], ¢és
teakomponenseket [147].
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2.1.10 Antioxidansok aktivitasanak vizsgalata enzimekkel

Komplex szerves anyagok enzimatikus aktivitdsanak vizsgalatara Hadwan és
munkatarsai [ 148] altal kifejlesztett, szinvaltozason alapuld mddszer jol haszndlhato. A katalaz
aktivitast egy, az ammonium-molibdat és hidrogén-peroxid kozott lejatszodd reakciod
segitségével kovethetd nyomon. Az ammoénium-molibdat a hidrogén-peroxiddal reagalva sarga
komplex kialakulasat eredményezi, azonban, ha a katalaz elbontja az oldatban 1évé hidrogén-
peroxidot, a komplex nem tud kialakulni, aminek kovetkeztében az oldat szintelen marad. Az
az oldat abszorbanciaja is csokken (8 abra (a)).

A szuperoxid-dizmutadz enzim a szuperoxid gyok lebontasaért felelds, reakcidjuk soran
molekularis oxigén és hidrogén-peroxid képzddik. Az enzimatikus aktivitds méréséhez a xantin
¢s xantin-oxidaz reakcidjan alapulé modszer hasznalhatd, ami Beauchamp ¢és munkatérsai
nevéhez flizédik [149]. A reakcioban keletkezd szuperoxid gydkanion az oldatban jelenlévd
nitrokék-tetrazoliummal (NBT) reagalva szinvaltozast okoz, a kezdetben halvanysarga oldat
kék szinlivé valtozik. Amennyiben a szuperoxid gyodkanion elreagdl a szuperoxid dizmutéaz
enzimmel (vagy mas szuperoxid-dizmutaz aktivitassal rendelkezé anyaggal) az oldat szine
kisebb mértékben, vagy nem valtozik meg. A szinvaltozas mértéke az enzim koncentracidjatol

¢s aktivitasatol fiigg (8. abra (b)).

(a) - NH,” s o NH,’ (®)  xantin « #20, Fqnﬂ'azén
| U +  Xantin festek
O—Mo—0Q+H,0, O=Mo=0+H,0+0/ O, oxidaz
J) (XOD)
i i . NBT
Uric acid -
@© S @ A 20,
9 5
3 s | HO, SOD
5 -
5 8 0, +H,0,
£ = o
<C g O: <
=3
8Z
=2 &
23
O~ §

Hullamhossz |dé

8. abra: Kataldz (a) és szuperoxid-dizmutaz (b) aktivitds mérésére szolgalo tesztek
sematikus abréja
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2.1.11 Elektrokéemia meérések

Az elektrokémiai modszerek az antioxidans kapacitas értékelésének legfontosabb
megkozelitései koz¢ tartoznak, mivel ugyanazon elvi alapon allnak, mint az antioxidansok in
vitro rendszerek. Ezek a modszerek azonban lehetdséget kinalnak az oxidacids/redukcios
reakciok kozvetlen mérésére, szines reagensek hasznalata, valamint a minta zavarossaga ¢és a
mintaban jelen 1év0 egyéb anyagok altal okozott interferencia nélkiil. Az elektrokémiai
modszerek elonyei kozé tartozik az érzékenység, az egyszeriiség €s az antioxidans altal atadott
elektronok szadmanak kozvetlen mérése, ami eldnyt jelent a hagyomanyos spektrofotometrids
vizsgalatokkal szemben [150].

Az elektrokémiai modszerek, mint példaul a ciklikus voltammetria (CV), szadmos elonyt
kinalnak a hagyomanyos spektrofotometrias vizsgalatokkal szemben. Ezek a modszerek
eredendden szelektivek az antioxidansok redoxallapotara, gyors valasziddvel rendelkeznek, és
konnyen miniatiirizdlhatok. A voltammetrids modszerek informaciot szolgaltatnak az
antioxidansok elektrokémiai viselkedésérdl, beleértve a redoxpotencialjukat €s az oxidacio
soran kicserélt elektronok szamat. Ez a kategdria magaban foglalja a ciklikus voltammetriat
(CV), a differencidlimpulzus voltammetriat (DPV) és a négyzethulldmu voltammetriat (SWV).
Ezeket a modszereket biologiai mintdk [151] és élelmiszer-kivonatok [152] antioxidans
tulajdonsagainak elemzésére alkalmaztak.

Az egyszeri elektrontranszfer (SET) vizsgalaton alapulo tesztek mérik az antioxidansok
elektrondonor képességét. A spektrofotometrids detektorokkal a SET-alapti vizsgalatok
kromatikus szonddkat haszndlnak, amelyek redox allapotuktol fliggden véltoztatjak
abszorbanciajukat. Igy az erésebb SET kapacitist azok az antioxidansok érik el, amelyek
alacsonyabb redukcids potenciallal rendelkeznek, mint a szondaé. Hangsulyozni kell azonban,
hogy szamos antioxidans redoxpotencialja az olddszer pH-jatol €s igy a sav-bazis egyensulytol
is fiigg [153].

A hidrogénatom-transzfer (HAT) alapt vizsgéalatokat, példaul az oxigéngyok-
abszorpcios kapacitast (ORAC) is adaptaltak elektrokémiai formatumokhoz. Ezek a médszerek
az antioxiddnsok azon képességét mérik, hogy gatoljak egy probamolekula szabad gyokok altali
oxidaciojat. Az elektrokémiai ORAC- ¢és a krocinfehéritési probak lehetéveé teszik az
antioxidans-gyok reakciok kozvetlen nyomon kovetését, ami a hagyomanyos
spektrofotometrids valtozatokhoz képest jobb érzékenységet és mechanisztikus betekintést

biztosit.
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Az elektrokémiai moddszer kivalasztasakor figyelembe kell venni az adott
antioxidansokat, a reakciomechanizmusokat és az élelmiszermatrix Osszetettségét. A nem
specifikus elektrokémiai mérések és az elvalasztasi technikdk, példaul a coulometrikus tombds
detektorok kombinalasa atfogobb képet adhat az antioxidansok &sszetételérdl €s aktivitasarol

az Osszetett élelmiszermintakban.

2.2. Humuszanyagok

“Humic substances may not be beautiful, but they do beautiful things.” — Fritz H. Frimmel
[154]

A humuszanyagok (HSs) mar régéta kutatott anyagok, bar meglehet, a teljes
megismerésiik, mechanizmusainak megértése €s a tarsadalommal vald széles megismertetése
még varat magara. Reményeink szerint eme disszertacid 0Ossze tudja foglalni az eddig
tudomanyos eredményeket, 0j tudomanyos eredményekkel szolgalhat és segit ezen anyagok
sz¢éles megismertetésével a tarsadalomban.

Kevesen tudjak, hogy a HSs-at egészen a kémia, mint tudomanyag megalakulasa 6ta
kutatjadk. A XVIII. szdzadban, pontosabban 1786-ban Franz Carl Achard francia-német
kémikus volt az elsd, aki el6szor humisavakat (HAs) extrahalt a németorszagi t6zeglapokbol.
Gyakorlatilag ezen felfedezésével indult Gtra a HSs tudomanya [155]. Berzelius a modern
vegyészet atyja is kutatta ezen anyagokat [156]. Mig a nyugati vilagban épp csak elkezdték
kutatni a HSs-at, addig a keleti vilagban mar évezredes multra tekintett vissza ezen anyagok
alkalmazasa. Azsiaban és az ayurvédikus gyogyaszatban tobb ezer éve hasznaljak a mumijo és
shilajitot (fulvosavat) [157].

Magyarorszagon a II. vilaghabort utan kezdddtek eldszor kutatasok, de a kezdetekor
még nem 6nallo tudoményagként, hanem az agrokémia, a talajtan és a szénkémia keretein beliil.
Az 1975-ig elért kutatasi eredményeket az Orszagos Miiszaki Fejlesztési Bizottsag (OMFB)
tamogatasaval Osszefoglaltdk ,,A szén huminsav tartalmanak hasznositasi lehetdségei” c.
elemzd tanulmanyba [158]. E tanulmdnyr6l méltan elmondhatjuk, hogy korat messze
meghalado szinvonalat képviselt. Mégis rengeteg tévhit €s hibas teodria kering réluk a mai napig.

A kis torténelmi kitekintés utan visszatérve a HSs-okhoz elmondhatd réluk, hogy
természetes anyagok, amelyek folyamatosan képzddnek a ndvényi maradvanyok bomlasabol.
Mara mar kialakult az az dltalanosan elfogadott egyezség a nevezéktanban, hogy ezen anyagok

gyljténeve a HSs, amik tovabbi alfrakcidkra bonthatoak oldhatosaguk szerint (humin anyagok,
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huminsav (HA), fulvosav (FA) és himatomeldnsav (HY)), de ennek ellenére a mai napig
alltalanos, hogy ,,huminsavak” gyiijtdnéven emlegetik ezen anyagokat.

Erdekességképpen megemliteném, hogy vannak olyan felhasznalasi teriiletek, ahol mér
hasznaljdk a HSs, ilyen példaul a mezdégazdasag, takarmanyozas és a étrend-kiegészitok.
Azsiaban és az ayurvédikus gyogyaszatban tobb ezer éve hasznalt mumijo és shilajit nem mas,
mint fulvosav. Ugy tartjak, hogy a Shilajit jotékony hatassal van az Alzheimer-kérra, az
alacsony tesztoszteronszintre, a kronikus faradtsag szindromadra, az Gregedésre, a magaslati
betegségre, a vashianyos vérszegénységre, a medddségre, a sziv egészségére. Europaban iszap-
¢s balneoterapiaként is hasznaltak [159]. A ma is iszapterapiaként hasznalt HS-ek ¢és jotékony
tulajdonsagaik jol ismertek [160]. A legels6 hivatalos tudomanyos jelentés Magyarorszaggal
kapcsolatos 1957-bél, ahol a HS-eket terapias szerként hasznaltak [161, 162]. Szamos kutatas
alapjan a HS-ek virusellenes, gyulladasgatld, nehézfém-kelatképz0, mutagén, daganatellenes
¢s fényveédo tulajdonsagokkal rendelkeznek [163]. Tiwari és munkatarsai kutatasa alapjan [164]
a koronavirusos betegségek kialakuldsanak megeldzésében is jotékony hatést fejthetnek ki,
Kontos tudomanyos munkéja [165] sordan azt publikalta, hogy a fulvosav-jod komplex
jelentésen csokkenti a SARS CoV-2 virus virulencidjat.

A tanulmanyok azt mutatjak, hogy a HS-ek hasznalata a mezdgazdasagban serkentheti
a novények novekedését és oxigénszallitasat, felgyorsithatja a 1égzést és a magok csirdzasat,
valamint el@segitheti a tipanyagok hatékony felszivodasat a novényekben. A HS-ek talajkémiai
elényei abban rejlenek, hogy képesek kiilonféle kationokat komplexalni (pszeudokelat), és a
talajban 1év0 tobbértékli kationok elnyeldjeként szolgalnak. Negativ feliileti toltéssel
rendelkeznek minden pH-értéken, ahol a termésndvekedés megtorténik.

A HS-ek allattenyésztésben valo felhaszndldsa szamos elénnyel jar, javithatja a
tapanyag felszivodasat, felgyorsithatja az emésztési funkcidkat, amelyek szabalyozhatjak a
novekedést, befolyasolhatjadk az anyagcserét, virusellenes vagy antibakterialis hatast
eredményezve. Szamos tanulméany kimutatta, hogy a HS-ek képesek megakadalyozni a

gyulladast, serkentik az immunrendszert és kiliritik a mérgez6 anyagokat [166].

2.2.1 A humuszanyagok

A Nemzetk6zi Humuszanyag tarsasag (IHSS) megfogalmazasa [167] szerint a HSs
polidiszperz anyagok 0Osszetett és heterogén keverékei, amelyek talajban, iiledékekben és
természetes vizekben képzddnek biokémiai és kémiai reakciok soran. Novényi maradvanyok,

mikrobialis bomlasa és atalakuldsa kozben ezt a folyamatot tgy neveziink, hogy humifikacio.
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A HSs a természetes szerves anyag (NOM) {6 Osszetevdje a talajban és a vizben. A
kémiai degradacioval szemben azonban viszonylag ellenalloak, igy a természet legelterjedtebb
nem ¢l0 szerves anyagai. Megtalalhatok a talajokban, t6zegben, felszini és felszin alatti
vizekben, fiatalabb szenekben ¢s a legijabb kutatasok szerint a 1égkori aeroszolokban is [168].
A legtobb természetes HA az id6sebb tézegekben, a lignitekben ¢€s a fiatalkora barnaszenekben
talalhatok. Ipari termék eldallitas szempontjabdl legnagyobb jelentdsége az un. leonarditnak
van, aminek HA-tartalma elérheti a 70%-ot is. (megj.: A leonardit lagy viaszos, fekete vagy
barna, fényes, liveges mineraloid, amely lugos oldatokban konnyen oldodik. Nevét A. G.
Leonardrél, az Eszak-Dakotai Geologiai Szolgalat elsd igazgatdjardl kapta, az ezeken a
lel6helyeken végzett munkaja elismeréseként [169].)

A talajba, természetes vizekbe, liledékekbe keriild szerves anyagok (alapvetéen ndvényi
maradvanyok) kétféleképpen bomlanak le a természetben. Az egyik a degradacio, a masik a
humifikacio. Ez a két folyamat ellentétes iranyt, de felcserélhetd. A humifikacid szdmos
hipotézise (pl. ndvény atalakulasi, kémiai polimerizécios, sejt autolizis) koziil a legvaldszinlibb
a kémiai polimerizéacios vagy szintézises kozelités, amely a biopolimerek mikrobiologiai és
polikondenzécids kémiai folyamatokat magdban foglald polimerizaciojat tételezi fel [170].

A szerves maradvanyok kisebb molekuldkkd bomlanak le, amelyek humifikacidval
HSs-eket épithetnek fel. Ezek a maradékok makromolekuldkkd is kombinéalhatok, hogy HS-
okat képezzenek, bizonyos koriilmények kozott ezek a makromolekuldk kis molekulakka
bomlanak le. A polimerizaci6 monomerjeinek, a valoszinli prekurzoroknak sokféleségét jol

szemlélteti az 9. dbran bemutatott Flaig [171] altal javasolt séma.
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9. abra: Humuszanyagok képzddése a valoszinii prekurzorokbol Flaig [171] szerint, E.
Tombacz kiegészitéseivel [172]

A humifikacio6 klasszikus elméletei szerint vagy tisztan bioldgiai folyamatként irhato le,
vagy olyan bioldgiai folyamatként, amelyet kémiai folyamatok kovetnek. Napjainkban a
huminanyagok képzddésének négy javasolt mdodja van [173], amit a 10. dbran vizualisan is
abrazoltam:

Az elso lehetséges Ut a kémiai reakcion alapul, és Maillard-reakcioként ismert. Ami a
cukrok és az aminosav vegyliletek kondenzécidjat jelenti, ami végiil barna melanoidokhoz
vezethet. A masodik lehetséges reakciont a cellulozbol vagy mas lignittermékekbdl polifenolok
képzddésére dsszpontosit. A polifenolok kinonokka térténd oxidaciojat polimerizacio koveti,
igy HSs-ok keletkeznek. Egy harmadik lehetséges ut feltételezi, hogy a lignin mikrobialis
lebontasa soran keletkezé fenolsavak és aldehidek enzimek hatdsara kinonokké alakulnak.
Ezeket a kinonokat ezutan aminovegyiiletekkel vagy anélkiil polimerizaljak, és igy HS-ek
keletkeznek. A negyedik lehetséges utvonalat lingo-protein elméletnek nevezik, amelyet
Maheshwari és munkatarsai [174] irjak le. Az elmélet 1ényege, hogy a mikroorganizmusok

amino vegyiiletei reakcioba lépnek a modositott ligninekkel. A ligninek nem teljesen bomlanak
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le, ami metoxil- (OCH3) csoportok elvesztését, O-hidroxi-fenol képzddését €s az alifas anyagok

oxidacigjat okozza, ami COOH-csoportok kialakuldsdhoz vezet [175].

NOVENYI MARADVANYOK

[ MikroorganizmusokJ :

[ Amino vegyiiletek

O A I;gnln Modosult
bomlastermekel Ilgnmek

Pollrenolok 0

o - @

2 3

[ HUMUSZANYAGOK l _

10. abra: Humifikacié négy utjanak sematikus abraja [170]

A HSs pontos kémiai szerkezetét a mai napig sem sikeriilt felderiteni. Ennek egyik
alapvetd oka az, hogy igen valtozatos méretii és kiillonboz6 szerkezetii molekuldkbol, dsszetett
anyagcsoportokbol allnak. Azonban tobb publikacidban is megjelent mar a HSs-ok elméleti
molakula modelljérdl. A 11. abran Stevenson hires huminsav molekula modellje 1athato [176].
A HSs kémiai szerkezetének felderitésére [177] roncsolasos technikakat alkalmaztak (pirolizis,
hidrolizis, oxidacid, redukcié stb.). Az igy nyert molekulatoredékek ezreit kémiailag
azonositottak, ezek alapjan felépitették [178, 179] a “humuszmolekula” egyik elméleti képletét,
amely a 12. abra bal oldaléan lathato. Ebbdl a modellbdl alkotta meg Johnston & Tombdcz [180],
a molekula 3D-s szimulacioval felépitett konformécios allapotat, amely a 12. dbra jobb oldalan

lathato. Illetve a 13. abran lathatd Buffle altal publikalt [181] és azota alltalanosan elfogadott
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molekula szerkezeti képlet a fulvosavak dbrazolasara, hazai vonatkozasban pedig a 14. dbran
lathato Jurcsik altal publikalt [182] abrazolas az altala ,,humusz molekula monomernek™ hivott
molekularol.

Tovabbi nehézséget jelent az, hogy a HSs a kiilsé behatdsokra igen érzékenyek, s igy a
lugos kioldas, illetve az egyes frakciok kiilonvalasztdsara alkalmazott eljarasok legtobbszor
kisebb-nagyobb szerkezetvaltozast okoznak. Azonban elemi Osszetételiik, aromdssaguk,
funkcios csoportjaik és a molekulaméretiik csak sziik tartomanyban valtozik.

Kémiai szerkezetiiket tekintve a HAs kinon- és szemikinon csoportokkal rendelkezd
polihidroxi-karbonsavak. Bizonyos szempontbdl olyanok, mint a flavonoid fenolok,
amelyekben az un. flavon vézat hidroxilcsoportok tobbszordsen helyettesitik. Ugyanakkor van
egy kinoid szerkezetiik is, amelyrdl ismert, hogy felelds az antioxidans tulajdonsagokért.

Fontos megjegyezni, hogy a HSs-ok pontos 0Osszetétele szdrmazasuk (talaj, tézeg,
leonardit, viz, levegd), elhelyezkedésiik €s a kinyerési technologia tipusa szerint eltéréek
lehetnek. Az eltéré 0sszetételiik miatt eltéréek lehetnek a frakciok tulajdonsagai, mivel eltérd

funkcids csoportokat tartalmazhatnak, vagy eltéré ardnyban tartalmazhatnak hasonl6 funkcios

csoportokat.
H(|3=0
COCH COCH HO COCH (HC'OH).q (cukor)
|
HC=0
R—CH  H i COCH
0 N O 0 ¢
HO - CH-CH,
OH  OH o o4 ) —
N= 0]
0 ;\IJH
R—CH o
C=0 eptid)
|
A huminsavak modell szerkezete Stevenson szerint (1982) NH

11. abra: Stevenson altal publikalt és azota alltalanosan elfogadott molekula szerkezeti

képlet a HAs dbrazolasara [177]
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12. . dbra: Egy humuszmolekula valoszinisitett szerkezete két- [178, 179] illetve
haromdimenziés abrazolasban [180]

OH  COOH ?Hzo"‘
HOOC CH; CH CHs
¢’ “ch
O‘ g CH;—COOH
HOOC CHs CHOH
COOH OH CHZ_?l COOH
0

13. abra: Buffle altal publikalt és azdta alltalanosan elfogadott molekula szerkezeti képlet
a fulvosavak abrazolasara [181]

14. abra: A himatomelansav modell molekuldja Jurcsik szerint [182]
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2.2.2 Humuszanyag frakciok kinyerése

A HSs kémiailag nem egységesek, valtozatos dsszetételli molekulak keverékei, amelyek
hasonldé oldhatésagua molekulacsoportokat tartalmaznak, amik az oldasi koriilmények
valtoztatasaval elkiilonithetdek egymastdl. Az egyes frakciok kiilonbozd tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Az oldhatéosag szerint elvdlaszthatd frakciok nevezéktana a Nemzetkozi
Humuszanyag Tarsasag (International Humic Substances Society, IHSS) iranymutatasa szerint
[183] (lasd 1. tablazat).

A HSs 0sszetett jellegébdl és a természetes forrdsaikbol torténd kinyeréssel kapcsolatos
be sok évvel ezelott. A leginkdbb elfogadott a savas és lugos oldatokban vald oldhatdsag
szerinti megkiilonboztetés. Oldhatosag kiillonbség alapjan az alabbi, Flaig altal javasolt [171]

HS frakciokat kiilonbozteti meg altaldban az irodalom:

1. tablazat: A humuszanyag frakciok csoportositasa oldhatdsaguk szerint

Neév Lugos oldat Savas oldat Alkohol
Fulvosav oldhat6 oldhat6 -
Huminsav oldhat6 oldhatatlan oldhatatlan
Himatomeldnsav oldhato oldhatatlan oldhat6
Humin oldhatatlan  oldhatatlan oldhatatlan

A HSs kinyerésére és a frakciok elvalasztasara szamos kiilonb6z0 séma talalhato az
irodalomban, legelterjedtebbek a talajokbdl torténd kinyerésre vonatkozok [184, 185], de a
vizben oldott HSs-ra is talalhatunk irodalmat [186]. Talajok esetén a legelterjedtebb kinyerés a
tradicionalis modszernek nevezett 0,1 vagy 0,5 M NaOH oldatot hasznal6 ltugos extrakcio, amit
a 15. abra szemléltet. Az irodalomban korabban meglévo vitak €s a miiveleti eltérésekbol adodo
hibak miatt az IHSS standardizalta a kinyerési ¢s frakcionalasi eljarast, az eljarast a 16. abra
tartalmazza. Az IHSS honlapjan (https://humic-substances.org/) a “Products/Order THSS
Products” cimszo alatt mindenki szamara hozzaférhetd a talajokbdl és vizekbdl torténd HA és
FA kinyerés leirasa. A HSs jellemzésére ma mar széles korben alkalmazott nagymiiszeres
modszerek az oldhatésagi kiilonbségek alapjan kinyerhetd klasszikus frakciok tovabbi

frakcionalasat igénylik.
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15. dbra: A hig luggal kevert talajbol kioldodé humuszfrakcidk sematikus folyamat

abraja

Mivel az egyes alapanyagok kozott 1ényeges eltérés lehet, ezért az egyik moddszer
alapjan nem biztos, hogy ugyanannyi HA-t vagy FA-t ki tudunk nyerni, mint egy madsik
modszer alapjan, masrészt az alapanyagtol is fiigg az eljaras. Tovabba az egyes mddszerekben
az elvalasztas lIépéseinek a szdma is eltérhet, e szerint vannak nagyon hossz és rovidebb
modszerek is az extrakciora. A HAs ipari eldallitdsa soran leggyakrabban az Un. lugos
extrakciot alkalmazzék, aminek sordn az alapanyagbol kioldjak a HA-t és a FA-t. Amennyiben
tovabbi frakcionalas szilikséges, akkor savas lecsapassal elvalasztjak egymastol a HA-t és a FA-

t [186].
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Huminsav és fulvosav frakcidk készitése (IHSS modszer)

Minta Huminsav
frakcio Fulvo sav
kezelés 0,1 N-os HCl-el frakcio HCl-es extrakcid
kezelés 0,1 N-os KOH-al
| KCl hozzdadasa mellett
El6kezelt minta HCl-es extrakcid centrifugalas
kezelés 0.1 N-os Oldat csapadék szeparacio XAD-8-on  szeparacio XAD-8-on

NaOH-val, centrifugdlds savazds pH 1-ig

savazdas pH 1-ig

- centrifugalas HCl-el

Extraktum minta maradék )
>Huminsav csapadék szeparacié XAD-8-on é———I
savazas pH 1-i i I kezelés 0,1 N-os HCl-el

. v lzsgwlita;smma‘ + 0.3N HF kezelés 0,1 N-os NaOH-val

f 1 centrifugalas
Humi F
}]r:‘kl\giséav #Ia\f:c%av I—csapadék szeparacié AG MP-500 -on
dializis

fagyasztva szérités fagyasztva szérilas

Huminsav minta Fulve sav minta

16. abra: A humuszanyag szilard forrasanyagbol vald kinyerésének metodikaja az IHSS

szerint [ 183]

2.2.3 A humuszanyag frakciok jellemzése

2.2.3.1 Elem analizis és atom ardanyok

Az elemanalizis a kémiaban alkalmazott analitikai technika, kémiai vegyiiletek és
kompozitjaik elemi Osszetételének meghatarozéasara. Ezzel a modszerrel meghatarozhato, hogy
mely elemek vannak jelen, és az egyes kémiai elemek hany tomegszazalékot tartalmaznak a
vizsgélt anyagban, igy példdul megaéllapithato az empirikus képlete a sztdéchiometrikus
vegyiileteknek.

Az elemanalizis hasznos és gyakran alkalmazott mddszer a nem sztdchiometrikus
keverékek, példaul a HSs jellemzésére [187 - 189]. Ennek megfelelden célszerli lefolytatni
ezeknek a tulajdonsagoknak a statisztikai értékelését, a kiillonbségeiknek és tendenciaiknak
megallapitasat. Van Krevelen [190] grafikus moédszert dolgozott ki a koalizacios folyamat
vizsgalatara, amelyben az atomi H/C aranyt az atomi O/C arany fliggvényében abrazoljak (17.
abra). Ez a fajta dbrazolas, amelyet ma altalanossagban elfogadott van Krevelen diagramként
valt ismerté. A van Krevelen diagram gyakori alkalmazéasa az elemi 0sszetétel valtozasainak

szemléltetésére, amelyek a szerves geokémiai anyagok geologiai kornyezetben torténd
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atalakulasa sordn kovetkeznek be. Tovabba a H/C arany nagysagrendje az anyag
aromassaganak, telitetlenségének (kis érték) vagy alifdssdganak (nagy érték) jelzésére is
hasznaltak [190]. A H/C aradny tehat mindségileg hasznos paraméternek tlinik a HSs

aromassaganak Osszehasonlitasara.
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O/C atom arany

17. abra: Van Krevelen munkéja soran megalkotott diagramja, amelyben 6sszes 650
humuszanyag frakci6 adatait abrazolja [190]

2.2.3.2. FT-IR spektroszkopiai elemzés.

A Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia (FTIR) az infravoros
spektroszkopia egy olyan tipusa, amely egyidejiileg széles spektrumu, nagy spektralis
felbontast adatokat gytlijt. Az infravords spektrumok az infravords sugarzas anyaggal vald
kolcsonhatasa altal okozott hullamszamoktol (hullamhosszoktol) fiiggd elnyelt infravoros
sugarzas diagramjat szemléltetik. Az infravords spektrum tiikrozi a teljes minta kémiai
Osszetételét. A spektrumok elemzése soran a vizsgalt minta szerkezetétdl fliggden a kiilonbdzo
funkcids csoportok kiilonbozd frekvenciaji hét nyelnek el. Az igy kapott rezgésspektrum jol
hasznalhat6 a funkcios csoportok azonositdsara, valamint a funkcids csoportok alapjan

kiilonbozd, komplex Osszetételli mintdk dsszehasonlitdsara, azonositasara.
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A FTIR is egy gyakran alkalmazott mdodszer a HA-ak és FA-ak karakterizalasa soran
[191 — 198]. A szakirodalomban talalhatdo adatokat elemezve az aldbbi savokban lathatd
hasonldsdgok, valamint eltérések alapjan jellemezhetéek a kiilonbozd frakcidk funkcios

csoportjaik alapjan (lasd 2. tablazat).

2. tablazat: A szakirodalomban talalhat6 savokhoz tartozé funkcios csoportok [191]

Savok Funkcios csoportok
3500-3000 cm’! hidrogénkotésii hidroxilcsoportok és N-H
3000-2800 cm’! alifas C-H csoportok
1725-1600 cm™! C=0 csoport
1620-1600 cm! C=C kotés
1460-1450 cm™! alifas C-H csoportok
1400-1390 cm! O-H, COO- és C-0 csoportok
1320-1200 cm! COOH C-0 ¢és O-H
1180-1000 cm™! alkohol, éter, észter, poliszacharid csoportok

Az FTIR-t széles korben hasznaljdk szamos iparagban, €s szerves ¢€s szervetlen
vegyiiletek elemzésére egyarant hasznaljak. Megerdsitheti mind a szilard anyagok, a

folyadékok és a gazok Osszetételét.

2.2.3.3 Potenciometrias sav-bazis titralas

A HSs szerkezetében a funkcios csoportok szama fontos jellemzd, amely meghatarozza
reakciokészségiiket ¢és fizikai-kémiai tulajdonsagaikat. A HAs teljes savassaganak
meghatarozasara szolgdld szabvanyos eljarassal kapcsolatban azonban nincs egyetértés a

szakirodalomban. A potenciometrikus titralas a legelterjedtebb mddszer a HSs savcsoportjainak

cre

cre

(HCI) oldat hozzaadasaval hataroztak meg. Altalaban a 8,0-s pH-t a karboxil csoportok
titralasanak végének, a 10,0 — 10,5-6s pH értéket pedig az Gsszes savcsoport titralasanak

végének tekintik [206 - 208]. Ritchie és munkatarsai tobb alkalommal vizsgaltak HSs mintakat
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potenciometrias titralassal [209, 210], tobbek kozott az IHSS referencia mintak vizsgalatat

végezték el és eredményeiket dsszehasonlitottdk mas laborokban kapott eredményekkel.
2.2.3.4 UV-VIS spektroszkopiai elemzés.

A HSs 0sszetevok altalaban erds abszorbanciat mutatnak az UV-VIS tartomdnyban
(190-800 nm), kiilondsen az UV tartomanyban, az aromds kromoforok és/vagy szerves
Osszetevok jelenléte miatt [211]. Az UV-Vis spektrumot gyakran hasznaljak a szervesanyag
mindségi és aromasanyag-tartalmanak kiilonb6z6 empirikus paramétereinek meghatarozasara
[211]. A HSs fény kolcsonhatasa Osszetett, az elnyelt fény energia részben fluoreszcencias
emissziot gerjeszt. A polidiszperz anyagban a nagyobb molekuldk és/vagy részecskék pedig
¢szlelhetden szorjak a fényt, azaz fény abszorpcid, fluoreszcencia és fényszords egyarant
jellemzé a HSs oldatokra [212].

Ezek egyike az E4/E6 arany (mas néven "szinarany"). Az E4/E6 ardny nemzetkozileg
elfogadott, a humuszmindségre jellemz6 valtozo paraméter. Az E4/E6 arany a humuszmindség
meghatarozasara alkalmazott nemzetkozileg elfogadott vizsgalati médszer. Az E4/E6 arany
meghatarozasa gyors és egyszeri analitikai folyamat, amely nem igényel komplex felszerelést
és fejlett technikai szaktudast, de mégis értékes informaciot ad. A vizsgélat a humuszkivonatok
fényelnyelésében tapasztalhatd -eltéréseket hatdrozza meg, melyek alapjan egyszerlien
kimutathatéak a HSs kozott fennalld mindségbéli eltérések.

Ez az extinkcio (E4/E6) aranya 465 ¢s 665 nm hulldmhosszon mérve. Ha az E4/E6
magas (7-8 vagy magasabb), akkor a viszonylag kis molekuldju, kevésbé stabil FA és HA
dominal, de ha az arany 3 és 5 kozott van, akkor a nagyobb molekulaju, jobb mindségli, HA
dominal [213]. Az E4/E6 érték a HS-ek molekulaméretével fiigg Ossze [214]. Ez az arany
fliggetlen a mintakoncentraciotdl, de jol jellemzi a szervesanyag-frakciok és a kiilonb6zo
eredeti humuszkomponensek kozotti kiilonbséget. A kondenzacids lanc hosszénak és a
molekulaméretnek ndvekedésével az abszorpcios jel magasabb hulldmhosszok felé tolodik el

(batokrom eltolodas) [215, 216]. A HA és FA E4/E6 aranya kiszamithato az (3) -es egyenlettel.

Abs. (465 nm) 3
Abs. (665 nm) )

E4/E6 =

Meghatdroztam az E2/E3 aranyt is, ami a 250 és 365 nm-n mért abszorbancidk aranya

kiszamolhat6 a (4) -es egyenlet segitségével. Az arany alapjan kovetkeztethetlink az oldott
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szerves anyag (DOM) molekulaméretére és polimerizacios fokara. Az E2/E3 értékek forditottan

aranyosak a polimerizacioval és a molekulatomeggel.

Abs. (250 nm)

E4/E6 = s (365 nm)

(4)

A harmadik arany az UV-abszorbancia-index (URI/UV-abszorpcids arany) arany,
amely az UV-elnyeld funkcids csoportok és a telitetlen csoportok aranyat mutatja. Ebbdl
kovetkeztethetlink a funkcids csoportok stirtiségére; minél nagyobb a stirtiség, annal nagyobb
az URI értéke. Pontosabban, a HA bir a legalacsonyabb URI-értékkel (1,59 egy HA-hoz, a
legmagasabb aromas), az FA-¢ kozepes (1,88 egy FA-hoz, kozepes aromids), és a
legalacsonyabb aromas vegyiiletek (pl. fehérjék) a maximalis értékkel rendelkeznek (13,50 a
BSA esetében, legalacsonyabb aromas) [217]. Az URI ardny a (5) -es képlet segitségével

kiszamithato.

_ Abs. (210 nm)

URI= Abs. (254 nm)

)

2.2.4 A humuszanyagok, mint antioxidansok

Felmeriilhet a kérdés, miért és milyenek lennének a HSs, mint antioxiddnsok? A HAs
kémia értelemben nagyon bonyolult ¢s komplex molekuldk. Sok szempontbol hasonloak a
flavonoid fenolokhoz, amelyekben az un. flavan vaz tobbszoérosen szubsztitualt a hidroxi-
csoportok altal. Ugyanakkor kinoidalis strukturaval is rendelkeznek, ami kozismerten felelds
az antioxidans tulajdonsdgokért. A HAs ezen tulajdonsdgait mind klasszikus analitikai
modszerekkel (redoxi titralasok), mind miiszeres analitikai mérésekkel (ESR) szamos

tudomanyos publikacioban mar bizonyitottak [218 - 220].
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18. abra: A huminsavak és ismert antioxidansok azonos molekula csoportjai

A 18. ébran a HAs altalanos szerkezete lathatd és néhany mar jol ismert antioxidans
molekula képlete. A képen jol lathat6, hogy a HAs tobb olyan csoportot is tartalmaznak, mint
a mar jol ismert antioxidansok. Ebbdl is lehet kovetkeztetni arra, hogy rendelkezni fognak
kimagasloan nagy antioxidans értékekkel [221].

Klein ¢s munkatarsai [219] kutatasuk soran eltéré szerkezetii HSs antioxidans
kapacitasat vizsgaltak tobbféle modszerrel. Vizsgalataikban 25 talaj-, tézeg-, szén- és vizi
eredetli HA, FA és humuszszerii anyagmintat jellemeztek elemanalizissel €&s NMR-rel. A Folin—
Ciocalteu modszert alkalmaztdk a mintdk Osszes fenoltartalmanak (TPC) mennyiségi
meghatarozasara, valamint az ORAC moddszert az antioxidans tulajdonsag jellemzésére.
Kisérleteik soran azt tapasztaltdk, hogy a mért ORAC és a TEAC értékek kozott nem tudnak
egyenes aranyossagot levonni. Hu €s tarsszerzoi arrdl szamoltak be, hogy a monoszacharidok,
oligoszacharidok és komplex szénhidratok ORAC-értékeket mutattak, de TEAC-értékeket nem

[222]. A fenolos antioxidansok, az oxiresveratrol, a resveratrol, a pinosylvin és a pterostilbene
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esetében az ORAC-értékekhez képest alacsonyabb TEAC-értékekrdl szamoltak be [223]. Ez az
inkonzisztencia Osszefiigghet a HSs Osszetettebb antioxidans viselkedésével, mint az egyes
antioxidans vegyiiletek. Ezen tilmenden szignifikans korrelaciot talaltak az AOC értékek és a
HSs szerkezeti jellemz6i kozott. Az AOC ¢és a TP kozotti kapesolat azzal magyardzhato, hogy
a gyenge X-H kotésekbodl (ahol X = O, N vagy S) a formalis H atom adomanyozas a
peroxilgyokok kioltdsanak f6 mechanizmusa. Ez a mechanizmus bizonyos antioxiddnsok
(Iancbont6 antioxidansok) azon képességén alapul, hogy H-eket adnak a ROOe-nak [224]. Ez
a hatdsmechanizmus a fenoloknal ¢és a fenolokkal szerkezetileg rokon antioxidans
vegyiileteknél jelentkezik, mint példaul az aromds aminok, fenotiazinok, piridinolok,
pirimidinolok és tiolok [224]. Azt talaltdk, hogy a HS AOC értékéhez leginkabb hozzajaruld
négy szerkezeti paraméter a C/N arany, a Ccro, a Cchzo €s a TP. A C/N, Ccro és TP ndvekedése
az AOC novekedéséhez, mig a Ccuso tartalom ndvekedése az AOC csokkenéséhez vezetett.
Aeschbacher és munkatarsai [225] kiilonb6zé HSs elektrondonor képességét (EDC)
szdmszerusitették elektrokémiai oxidacio segitségével széles pH tartoményt figyelembe véve.
Kutatasuk azt mutatja, hogy az altaluk vizsgalt kiilonbozd eredetli HA-ak és FA-ak fenolos
elektrondonor csoportokat tartalmaznak, amelyek antioxidansként miikodhetnek, és ezaltal
befolyéasolhatjak a biogeokémiai és szennyezd redox reakciokat mind a természetes, mind a
mesterséges rendszerekben. Munkdjuk alatamasztja azt a hipotézist [226, 227], miszerint az
antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezd fenolos csoportok lelassitjak a HSs-ben 1év6 tobbi
molekularész oxidativ atalakulasat, és ezaltal novelik a jelenlétiik idejét toxikus kornyezetben.
Zykova ¢€s munkatarsai [228] sajat kinyerésit HA mintdk antioxidans hatasat vizsgaltak
ESR, valamint voltammetrias modszerrel. A kisérleteik soran minden HA mintéat t6zegbdl
nyertek ki, kétféle modszerrel, egy lugos (NaOH) extrakcidval, valamint egy pirofoszfat
(NasP207) alapt extrakcioval. Az elektrokémiai O redukci6 a higanyfilm elektrodan a katodon
tobb 1épcsében megy végbe, O> ™ és HoO2 képzddésével. A voltametrias modszer lehetdveé teszi
a természetes vegyiiletek antioxidans aktivitdsdnak értékelését, illetve a HA mintdk és a ROS
kozotti kolesonhatas mechanizmusaira utalhat modellrendszerekben [229]. Kisérleteikben
megallapitottak, hogy a pirofoszfatos extrakcidval kinyert HA antioxidans aktivitdsa magasabb
volt, mint a lugos frakcioké. A mintdk EPR analizise sordn azt talaltdk, hogy az 6sszes HA-
frakcio elektronparaméagneses rezonancia (EPR) jele egyetlen vonalat mutatott, ami
Osszhangban van a szemikinon tipusti gyokok jelenlétével [230]. Ez aldtdmasztja azt a
feltételezést, miszerint a HA-k antioxidans aktivitasa a szerkezetiikkben talalhato szemikinon
tipusu gyokoknek koszonhetd [231], és ezen gyokok stabilitdsat a HA-ban kondenzalt aromas

szerkezetek tartjak fenn [232].
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Efimova és munkatarsai [233] barnaszénbdl extrahalt HY antioxiddns hatdsat DPPH
reakcioval vizsgaltak. A HY-at egyszerii alkoholos extrakcidval nyerték ki az alapanyagbol.
Vizsgéalataik soran sajnos a kinyert anyagot mas médszerrel nem jellemezték, igy nem tudhatjuk
biztosan, hogy a kinyert anyag funkcios csoportjai, elemanalitikai Osszetétele alapjan milyen
kapcsolatban all a szakirodalmi adatokkal. Kisérleteik soran azonban kimutattdk a HY-ak
kifejezett antioxiddns hatdsat, valamint azt taldltdk, hogy az antioxidans aktivitds a HY

A fenti antioxidans moddszerek koziil a HAs tesztelésére kivalasztok modszereket,
amikkel mind a HA frakcidkat, mind a mar jol ismert antioxiddnsokat is lehet mérni. A kapott
eredményekbdl ki fog deriilni, hogy a HA-akat be lehet-e vezetni az élelmiszer- és kozmetika
iparba, ugy, mint jelentds antioxidans kapacitdssal rendelkez6 hatdoanyagok.

Mivel mindegyik antioxiddns méré modszer mas fajta gyokot hasznal a hatas mérésére,
ezért nem varhato el, hogy mindegyik ugyan olyan j6 vagy rossz eredményt adjon. A HSs
Osszetett szerkezete miatt meg kell emliteni a sztereokémiai gatlast, amely hatdsara nem
egyforman hozzéaférhetdek a gyokok (lasd 11. abra). Mig egy GA jo6 hozzaférhetdségli, mert
egy kicsi szimmetrikus molekularél beszeliink addig a HSs-ok frakcioi nagy és szerteagazo
molekulakbol allnak. Tehat a mért hatas ebbdl addodéan eltérhet. Eppen ezért tobbfajta
antioxidans mér6 modszert valasztottam a mintdink mérésére, hogy ezéltal jobb képet

kaphassunk mintaink antioxidans hatasarol. Ezt a hatast, gatlast probaltam szemléltetni a 19-es

abran is.
HOOC
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19. abra: Sematikus bemutaté dbra, szemlélteti, hogy a kiilonb6z6 antioxidans mérd
modszerek hatdanyagai mely részekhez férnek hozza a huminsav modell molekulan
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3. CELKITUZESEK

A doktori kutatasom célja a téma irodalmi hatterének kritikai feltardsa, az alkalmazott
eljarasok modszerek attekintése; a HA frakcidk kinyerése, tisztitdsa €s frakcionélasa, az altalam
eldallitott frakciok altalanos jellemzése és Osszehasonlitdsa az ITHSS referencia mintakkal
(elemi Osszetétel, molekulaméret eloszlas, funkcids csoportok stb.). Tovabba az altalam
eléallitott frakciok antioxidans tulajdonsdgaik vizsgalata kiilonb6zé antioxidans mérd

modszerekkel. (ESR, DPPH, CUPRAC, TPC stb.)

PhD munkam soran a kovetkezo részcélokat valdsitom meg

C1.) A téma irodalmi hatterének kritikai feltarasa, az alkalmazott eljarasok modszerek
dttekintése.

A HSs frakciok kinyerési metodusanak attekintése és értelmezése. Melyik modszer lesz
eredményesebb az antioxidans hatdsu HSs frakciok kinyerésére, mikozben a modszer ipari

mértékben is gazdasagosan megvalosithato.

C2.) A HSs frakciok osszehasonlitisa a referencia mintakkal fizikai-kémiai tulajdonsagaik
alapjan. (elemi dsszetétel, molekulaméret eloszlas, funkcios csoportok stb.)

A cél, hogy bizonyitani tudjam, hogy a megfeleld frakcidkat allitom el6. Tovabba, hogy ezek
az altalam kinyert frakciok milyen hasonlosagokat és kiilonbségeket mutatnak fizikai-kémiai

szempontokbol a referencia mintakhoz képest.

C3.) A HSs frakciok ésszehasonlitasa egymassal, a referencia mintdkkal és mas irodalmi
ertékekkel antioxidans hatasuk szempontjabol. A HSs frakciok és a referencia mintak
antioxidans tulajdonsagainak vizsgalata kiilonbozé modszerekkel (TPC, DPPH, ORAC,
CUPRAC, ESR)

Az altalam elérhetd antioxidans méré modszerekkel tervezem vizsgalni mind a sajat kinyerési
mintakat, mind a referencia mintakat, hogy 6ssze tudjam vetni az antioxidans tulajdonsagaikat

egymassal és mas irodalmi értékekkel.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Ahogy az irodalmi attekintésben részletes bemutatasra keriilt, kiilonféle modszerek
léteznek a HS-ek kinyerésére kiilonbozé nyersanyagokbdl, példaul tézegbdl és leonarditbol
[180, 181]. Mint fentebb emlitettem, nagyobb, ipari méretekben kinyerhetd frakciokat kivantam
eldallitani. Szintén szeretem volna latni a lagos és savas extrakcids HS-frakciok kozotti
kiilonbségeket.

Azért is szilikségesnek éreztem a két kiilonb6zd kivondsi mddszer alkalmazésat, hogy
lathassam, hogy mely modszer alkalmasabb az antioxidans céli HSs eldallitasara, kinyerésére.
Hiaba kapok azonos frakciokat a két kinyerési modszer eredményeként, mivel mas sorrendben
¢s mas anyagokkal végeztem az extrakciot, ezért elképzelés szerint a kiilonb6zo képen kinyert
frakciok kiilonb6z6 mértékben fognak antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezni. Mésrészt
tekintettel arra, hogy a HSs nem kémiailag, hanem csak miiveletileg vannak definialva,
Osszehasonlitdsra nemzetkozileg elismert és a tudomanyos kozosség altal elfogadott HSs

mintakat -IHSS FA és HA standardokat- szereztem be.

3. tablazat: A humuszanyag mintak nevei, rovid nevei, extrakcié modja és a minta

alapanyaga
A frakcio neve Roviditett név (kod) Extrakeios Alapanyag
modszer

IHSS Huminsav IHSS HAP (1S103H) [HSS Tbzeg
IHSS Huminsav IHSS HAL (1S104H) IHSS Leonardite

[HSS Fulvosav [HSS FAP (2S103F) [HSS Tézeg
Huminsav al-HA Lugos Leonardite
Fulvosav al-FA Lugos Leonardite
Himatomelansav al-HY Lugos Leonardite
Huminsav ac-HA Savas Leonardite
Fulvosav ac-FA Savas Leonardite
Himatomeldnsav ac-HY Savas Leonardite
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4.1 IHSS humuszanyag mintak

Az THSS tobb kiilonboz6 alapanyagbdl von ki humuszanyafrakciokat, ilyen példaul az
Eszak-Dakotai Gascoyne-banyabol szarmazo leonardit, Suwanee folyobol sziirt és elvalasztott
frakciok, a Pahokee t6zegbdl kinyert frakciok és az Eliot talajbol kinyert frakciok. Ezek a
kiilonbozo alapanyagokbol kivont frakciok eltérnek egymastol, mivel méas humifikécios indexel
rendelkeznek és mas vidékrdl szarmaznak, ezért én a sajat kivondsu mintdimhoz legkozelebb
allo (hasonlo humifikaciot elért mintak) frakcidkat szereztem be. Tehat vasaroltam IHSS HA-
t, amely t6zegbol (IHSS HAP, 1S103H) és leonarditbol (IHSS HAL, 1S104H) szarmazik. Ezen
kiviil megvasaroltam az IHSS FA-t (IHSS FAP, 2S103F), amelyet t6zegbdl nyernek ki.

Mivel én a sajat frakcidimat a dudari leonarditbol nyertem, ki ezért megprobaltam az
IHSS-t61 csak leonardibol kinyert frakcidkat vasarolni, azonban 6k FA frakciot nem nyernek ki

leonarditbol, ezért tobb FS (t6zegbdl és folydbol kinyert) frakcidt is szereztem be toliik [234].

4.2 Sajat eloallitasu humuszanyag mintak

A mérésekhez sajat kivonasu HSs mintakat is allitottam el6, hasznaltam. Két kiilonb6z6:
egy lugos és egy savas feltardsi modot alkalmaztam a frakciok elkészitése soran. Erre a fent
emlitett okok mellett azért is volt sziikség, mert van egy olyan frakcioja a HSs-nak, melyet az
IHSS még nem standardizalt igy nem beszerezhetd. Ez az alkoholban old6do HS frakci6é a HY.
Masik ok, hogy 6ssze lehessen hasonlitani, hogy az eltéré kivonasi médszer milyen hatédssal

van a frakcidk antioxidans tulajdonséagara.

4.2.1. Leonardit minta fizikai elokészitése

A hazai leonardit kiindulas ,alapanyag” mintankat a Magyarorszagi dudari
szénbanyaban gyljtottem nagy mennyiségben. A kisérleti munkdhoz koriilbelil 5 kg
leonarditot gytijtottem. El6szor megszaritottam a leonardit mintdkat, megdroltem é€s szitaltam,
hogy 0,5 és 3 mm kozotti frakciokat kapjak. Az elkészitett mintdkat felhasznalasig miilanyag
zacskokba taroltam.

Az extrakciokhoz sziikséges oldatokat frissen készitettem el naponta. Laboratoriumi
mindségl, tomény HCI-t (Merck, Kenilworth, NJ, USA) hasznaltam 20%-os (w/w%) HCI oldat
elkészités¢hez. A KOH oldatok 98%-os analitikai tisztasagh KOH-bol (Merck, Kenilworth, NJ,
USA) késziiltek 2,5%-o0s (w/w%) koncentracidban. 96%-os (V/V) koncentracidju etanolt is
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hasznaltam (Merck, Kenilworth, NJ, USA). Laboratériumi mindségii tomény HoSOs-et (Merck,
Kenilworth, NJ, USA) hasznéltam a 10%-os (w/w%) oldatanak elkészitésé¢hez. A H»0,-oldatot
35%-o0s koncentracioban (w/w%) a Mercktdl (Kenilworth, NJ, USA) vasaroltam.

4.2.2. Savas feltarsu mintdk készitése

A leonarditot el@szor sosavval tartam fel, hogy a Ca-hoz kotott szerves anyagok
felszabaduljanak. 1000 g meg0rolt, szitalt dudaritot dsszekevertem 5000 ml 20%-os HCI-
oldattal egy gobmblombikban. A lombik tartalmat 2 6réan at ovatosan kevertem 30-40 °C-on
visszafolyos hiitdvel. Ezutan a tartalmat leszlirtem és mostam, hogy eltavolitsam az el nem
reagalt savat. Ezt kdvetden szaritdszekrényben 40 °C-on szaritottam, és a tovabbi 1épésekig
taroltam az igy keletkezett anyagot.

Az el6kezelt szaritott mintat ezutdn 96%-os EtOH-al extrahdltam 1:9 aranyban. Az
EtOH-os extrakcidt egy sziirési 1épés kovette. A sziirletben maradt az ac-HY frakcid, amit
kiméletesen szaritottam és tovabbi felhasznaldsig félretettem. Ezt kdvetden a sziirélepénybdl
dolgoztam tovabb.

A szlir6lepényt ezutan hidrogén-peroxiddal oxidaltam. 400 g szaritott mintabol 10%-os
szuszpenziot készitettem, majd 1:1 ardnyban (400 g) H>O2-oldattal (35 w/w%) dsszekevertem
(pH = 2). Az alacsony pH hatdsara a HA frakcio kicsapodik. A kovetkezd 1épés a centrifugélas
(4000 ford./perc 5 percig) és 8-12 pum-es szlirOpapirral torténd sziirés volt. Az ac-FA frakciot a
szlirletbdl nyertem ki, mig a fent maradt iszapbol az ac-HA frakcidt. Végiil az 6sszes frakciot
40 °C-on szaritottam, és tovabbi felhasznalasig taroltam. A folyamat dbrat a 20. abran mutatom

be.

52



Leonardit

HCI (20%) —l l

Savas feltaras

deszt. viz
l v
Mosas

szaritas

A
Savazott Leonardit

EtOH (96%) —l l

Alkoholos extrakeio

Sziirés
szaritas
Hymatomelansav oldat

Sziiré lepény l szaritas

Hidrogén l

peroxid Szilard Hymatomelansav

Savas oxidalas

|

Szirés
Fulvosav oldat Huminsav oldat
l szaritis l szaritas
Szilard Fulvosav Szilard Huminsav

20. abra: A savas feltarasi mintak kinyerésének folyamat abraja

4.2.3. Lugos feltarasu mintak készitése

A leonarditot eldszor 2,5%-0s KOH-oldattal kezeltem. 500 g leonarditot 1500 ml 2,5%-

os KOH-oldattal kevertem 0ssze egy iivegreaktorban. A szuszpenzidt 2 6ran at 30-40 °C-on

kevertem, a folyadékveszteség elkeriilése érdekében visszafolyatd hiitdt hasznaltam. Ezutan a

tartalmat centrifugaltam (4000 ford./perc 5 percig), hogy az iszapot az oldattol elvalasszam.

Az el6z6 pontban keletkezett feliiliszot megsavanyitottam kénsav hozzaadasaval azért,

hogy az al-FA ¢és az al-HA frakciokat elkiilonithessem. A sav hatdsara a HA frakcio 0sszeall,
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iszapos, tixotrép szerli anyagga, mivel csak lagos oldatokban oldhatd, igy konnyen
elvalaszthato a FA frakciotol. 500 g feliiliszohoz hozzédadtam 100 g 10 (w/w) %-os HoSO4-at.
A pH jelentés csokkenése miatt az al-HA kicsapddott. A megsavanyitott szuszpenziot
lesziirtem. Az al-FA-frakciot a sziirletbdl, az al-HA-frakcidt az iszapbol kaptam alkoholos
extrakcid utan.

A szlrt iszapot 96%-os etanollal extrahdltam az al-HA és az al-HY elvélasztasara.
Ezutan az iszapot 1:9 ardnyban extrahaltam 96%-os EtOH-al egy o6ran keresztiil. Az extrakciot
iilepités €s szlirés kovette. A szilard rész az al-HA, a sziirlet pedig az al-HY. Végiil az 6sszes
frakciot kemencében 40 °C-on szaritottam, €s tovabbi felhasznalasig taroltam. A lagos kinyerés

folyamat abrdjat a 21. 4bran mutatom be.
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21. abra: A lugos feltarasti mintak kinyerésének folyamat abraja
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4.3 Fizikai kémiai vizsgalatok

4.3.1 Elemanalizis

A mintak elemi Osszetételét egy Fisons EA-1108 CHNS-O Elem Analizator (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével hatdroztam meg a Néapolyi
Federico II. Egyetemen. Meghataroztam az Osszes szén, nitrogén ¢és kén mennyiségét a
mintakban. Korilbeliil 2-5 mg mintat precizidos mérlegen mértem €s oxidaloszerrel (vanadium-
pentoxid [V20s]) kevertem 6ssze dnkapszulaban. A tartalyt €s a mintat 1000 °C-os reaktorban
égettek el, és az oOntartdly megolvadéds utan heves reakciot valt ki az oxigéndus 1égkorben.
Ennek a reakcionak a termékeit (CO2, SOz, NO2) a hordozogaz (hélium) viszi a toltott
oszlopokba. A gazaramot hdvezetOképesség-detektorral mértem ¢&s kalibracidé alapjan
szamszerlisitettem a mennyiségeket, a minta elemtartalmat pedig tomegszazalékban
szamitottam ki. A mért adatokat nedvesség- és hamutartalomra korrigaltam, oxigéntartalmat

szamoltam [235].

4.3.2 UV-VIS spektroszkopiai elemzés.

Az UV-Vis spektrumokat SP-UV1100, DLAb spektrofotométeren (DLAB Scientific
Co., Ltd. Beijing, Kina) segitségével vettem fel, amely 190 és 800 nm kozotti abszorpcids
spektrumot vett fel. A mintakbol higitasi sort készitettem [1*107 g/cm® — 1*107° g/cm?]
intervallumban, Ggy, hogy legalabb 5 mintdbdl alljon a sorozat. (Erre azért volt sziikség, mert
a kiilonb6z6é mintak szinintenzitdsa eltérd és csak azok keriiltek bemutatasra melyeknek
Osszehasonlithato a spektruma. A kiilonb6zé minta koncentraciokhoz tartozo abrakat a Fl-es
abra tartalmazza). A mintak higitott oldatat 1 cm-es kvarc kiivettdban mértem. Az (3)-es, (4)-

as, (5)-es egyenletek alapjan kiszamoltam a spektroszkdpiai indexeket.

4.3.3. FT-IR spektroszkopia elemzés

Az FT-IR spektrumokat Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform (DRIFT) technikaval
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 O6rdltem
mozsarban, majd atvittem a mintatartd csészébe. A KBr-nak és a mintaknak tokéletesen

szaraznak kell lennitik (mivel a viz infravorés méréssel is mérhetd, és akkor hamis csucsokat
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kapnank, amelyek elfedhetik més funkcids csoportok csucsait), ezért 105 °C-on kell szaritani.
A homogén halvanysziirke mintdkat és a tiszta KBr-t a mintatartoba helyeztem, majd a
késziilékbe helyeztem. Eloszor a KBr spektrumat mértem, majd az adott mintat pasztaztam.

Minden spektrumot a 4000-600 cm™! tartomanyban vettem fel 1 cm™! felbontas mellett.

4.3.4. Potenciometrids sav-bazis titralds

A potenciometrids sav-bazis titraldsok elvégzéséhez a GIMET1 automata

titraloberendezést hasznaltam, amelyet a Szegedi Tudomanyegyetem Kolloidkémia Tanszék
munkatarsai fejlesztettek ki. Felépitését tekintve kettd 665 Dosimat (Metrohm) biirettabol és
egy hozzd kapcsolédd potenciométerbdl all. Tovabba hozza kapcsolodik egy gazdramlast
szabalyozd szelep, valamint egy pH szenzor (Radelkis OP-0808 P tipusa kombinalt
iivegelektrod). A késziilék miikodését, illetve a mérés lefutasat, valamint az adatok rogzitését a
szintén a tanszék altal kifejlesztett AUTOTITR szoftver biztositja. A titralasok elvégzéséhez
szlikséges CO2 mentes atmoszférat N2 gaz aramoltatasaval, az oldatok homogenitasat magneses
keveréssel biztositottuk. A kisérleteket szobahOmérsékleten végeztiik, a titraldo oldatokat a
mérés megkezdése elott N» gdzzal atbuborékoltattuk, majd a berendezéshez zart csdrendszeren
at csatlakoz6é edényben taroltuk. Hattérelektrolitként 0,005 M KCl oldatot hasznaltunk, igy
biztositottuk az allando ionerdsséget. Minden mérés elétt pH kalibraciot végeztiink, haromféle,
ismert pH-ju pufferoldattal (Radelkis standard).
KCl oldatban titraltunk, 3 — 10 pH tartoméanyban. A bedllitott mérési ciklus 15 s, az egyensulyi
feltétel 0,0002 pH valtozas /s. A mért adatok kiértékelése adszorpcids elven, a kiindulasi és az
egyensulyi proton koncentracid kiilonbségének szadmolasa alapjan tortént. Ehhez a titralo
rendszer proton koncentracid kalibraldsa kellett, amit a csak hattérelektrolitot (0,005 KCI)
tartalmazo6 oldatok titralasaval valositottunk meg. A minték titraldsa soran egyensulyi modot, a
hattérelektrolitok titralasa soran linearis modot alkalmaztunk.

A mért értékek anyagmérleg alapjan torténd kiértékelésével, a szilard anyag egységnyi
tomegére vonatkoztatott H/OH" fogyasztast szamoltuk, amibdl az esetleg jelenlévd sav/bazis
szennyezOk korrekcidjaval a nettd feliileti protontobblet pH-fiiggvényeket kapunk [236]. A
negativ netto feliileti protontobblet a protonok adott mennyiségének a feliileti hianyat jelentik.
Ez alapjan ez a mennyiség éppen a disszocialt savas funkcids csoportok mennyiségével

egyenld, azonban ellentétes eldjellel. A disszocidcid két 1épcsében megy végbe, egy gyengébb
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¢€s egy erdsebb savas funkcios csoporthoz rendelve. Ezek azonosithatok a fenolos €s a hidroxil

Az eredmények kiértékelése soran a toltéssel rendelkezé funkcids csoportok
mennyiségét a mintak 0ssztomegére vonatkoztattuk, igy a kapott toltésstirliség mmol/g. Az
adott pH értékekre jellemzd toltéssiiriség értékébol disszociacids funkcids csoportok szdma
megbecsiilhetd. Az altalanosan elfogadott tapasztalati modszer szerint a toltésstirtiség pH 8-as
értéken karboxil csoport, 8 és 10-es pH érték kozotti toltéssiirliség valtozas duplaja a fenolos

hidroxil csoportok mennyiségével tehetd egyenléveé [209].

4.4 Antioxidans hatast méro modszerek

Az antioxidans kapacitds a vizsgalt rendszerre vonatkoz6 Osszes antioxidans vegyiilet
egylittes szabadgyoOkfogd hatasat jelenti. Ennek pontos, szdmszerli meghatirozasara egyre
nagyobb igény jelentkezik, igy szdmos analitikai eljarast, mérdrendszert fejlesztettek ki.
Folyamatos a metodikak moddositasa, finomitasa, igy napjainkra az alkalmazott modszerek
szama mar meghaladja a szazat. A legtobb irodalom nemcsak egy, hanem tobbféle modszert

hasznal az antioxidans kapacitas meghatarozasara [110].

4.4.1 Osszes fenol tartalom — TPC médszer

Az 0Osszes fenol tartalom meghatdrozast a Vattem ¢és Shetty [3] altal kidolgozott
modszere alapjan végeztem. 1 ml mintdt 5 ml desztillalt vizet és 1 ml 95%-os etanolt
Osszemértem egy kémcsdbe, majd minden mintdhoz 0,5 ml 50%-o0s Folin-Ciocalteu (FC)
reagenst adtam (fele ardnyban deszt. viz fele aranyban FC reagens). 5 perc keverés utan 1 ml
5%-0s NaCOjs -ot adtam a reakcid elegyhez majd 1 6ran 4t allni hagytam.

Az egy 6ra varakozas utdn megmértem a mintdk abszorbancia értékeit 725 nm-en. A
spektrofotometriai mérésekhez egy SP-UV1100, DLAb spektrofotométert (DLAB Scientific
Co., Ltd. Peking, Kina) hasznaltam, 1 cm-es kvarc kiivettaval) Ezt kovetden ezeket az

abszorbancia értékeket atszamoltam pg GA ekvivalens értékre. A kalibral6 egyenest kiilonb6z6

cyey

crcr

fejezetben leirtak szerint korrigaltam, az ott leirtak szerint jartam el.
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4.4.2 FRAP modszer

A FRAP ¢értékek meghatdrozdsa Benzie és Strain [115] modositott valtozatat
hasznaltam, 2,2'-dipiridil reagenssel, tripiridil triazine helyett.

Els6 1épésként elkészitettem a méréshez sziikséges oldatokat. Az acetat puffer oldatot
300mM-os koncentracidban és 3,6 pH-n (3,1 g CH3;COONa x 3H>0; 16 ml ecetsav). A dipiridil
reagenst 40mM-os HCI oldatban oldottam fel (500 mg 2,2’ dipiridil 100 ml 40mM-os HCl-
ban). Ezt kovette a 20mM-os Fe(Ill) reagens elkészitése. Kimértem 54 mg a FeClz x 6H>O-ot
¢s feloldottam 10 ml desztillalt vizben.

Az oldatok elkészitése utan kimértem 17,5 mg aszkorbinsavat (ASC) és feloldottam 100
ml 96% EtOH-ban (in. aszkorbinsav torzsoldat), majd higitasi sort készitettem beldle, hogy
feltudjam venni a kalibradlo egyenest. Az oldatok ¢és az ASC higitas elkészitése utan a
mintadinkbol is higitasi sort készitettem, mindegyik higitott mintabol legalabb harom
parhuzamos mérést végeztem. A mintak higitdsi koncentratum intervalluma [1*10! mg/cm® —
1*¥10 mg/cm?] kdzott mozgott.

Mindegyik higitott minta 2 ml-hez adtam a 6 ml 96%-o0s puffer oldatot, 1 ml dipiridil
reagents. Ezutdn kozvetleniil a mérés eldtt hozzdadtam az elegyhez 1 ml Fe(IIl) reagenst. Kettd
perc varakozas utan egybdl lemértem a mintak abszorbanciajat 520 nm-en. Az eredményeket
aszkorbinsavval készitett kalibracios gorbe segitségével értékeltem ki, igy azokat mg

aszkorbinsav/g szdrazanyagban adtam meg.

4.4.3. DPPH modszer

A mérést a DPPH torzsoldat elkészitésével kezdtem, 39,5 mg DPPH-at kimértem és
feloldottam 10 ml 96%-o0s EtOH-ban. Addig kevertettem s6tétben amig maradéktalanul fel nem
oldédik a DPPH az EtOH-ban (kb 30 perc). A DPPH torzsoldatbol DPPH munka oldatot
készitettem (naponta). A DPPH torzsoldatbol kivettem 1 ml-t és hozzaadtam 99 ml 96%-os
EtOH-t (mérélombik). A mintdkbol higitasi sort készitettem, mindegyik higitott mintabodl
legalabb 3 parhuzamos mérést végeztem. A mintak higitdsi koncentratum intervalluma [50
pug/ml — 500 pg/ml] kozott mozgott.

A mérés soran a mintdk 1 ml-hez hozzaadtam 6 ml DPPH munka oldatot (0,1 mg/ml),
vortex-el dsszekevertem Oket, 30 percig sotétben taroltam, amig lejatszodott a szinreakcio. A
30 perc letelte utdn megmértem az abszorbancidkat 517 nm-en. A mérés el6tt a spektrométert

EtOH-ra nulldztam. Illetve mérés eldtt mindig megmértem a hasznalt DPPH munka oldat
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crer

%, Inhib. %) illetve az 50%-o0s gatlashoz tartozod értéket (IC50 érték).

517 nm
Abskontroll

Inhibition % (IC50) =

A mérés soran hasonloan jartam el, mint a tobbi mérésnél (4.4.10-es fejezetben leirtak
abszorbancidjat hanem a mintdk sajat hatterét is megmértem az adott koncentracioban. A mért
abszorbanciakbol a hattérrel vald korrekcidt kovetden kiszdmoltam a mintdk gatlasi %-at
(Inhibition %, Inhib. %) €s ezeket a gatlasi %-okat dbrazoltam a koncentraci6 fiiggvényében,

hogy megtudjam hatarozni a mintdk 50%-os gatlashoz tartozo értéket (IC50 érték).

4.4.4 CUPRAC modszer

A moédszer Karadirek és munkatarsai [121] nevéhez fliz6dik. A mérést az oldatok
készitésével €s a higitasi sorok készitésével kezdtem. A szilard mintakbdl eldszor 0,01 (m/m)
%-os oldatot készitettem (megjegyzés: a HA-ak oldasdhoz 0,01 M-os NaOH-ot haszndltam, a
HY-ok oldasahoz pedig EtOH-t). Az elkészitett oldatokat 15 6ran at kevertetjiik. Ezt kdvetden
leszlirtem az oldatokat egy 0,45 um-es sz{irdn sziirtem ¢€s a sziirletbdl dolgoztam tovabb. Ennél
a mérésnél nem készittettem higitasi sort a mintakbol.

Cuprac metodusnak megfeleléen elkészittettem a kdvetkezd oldatokat a méréshez. 10
mM-os CuCL*2H,0 (Cu(Il)) és 1 M NH4CH3COO torzsoldatokat készitettem tiszta desztillalt
EtOH-ban. 1 ml Cu(Il), 1 ml Nc és 1 ml NH4CH3COO oldat dsszekeverése utan 0,5 ml
elézetesen elkészitett &s szlirt HS-mintat adtam ehhez a keverékhez. A végso térfogatot 4,1 ml-
re egészitettem ki tiszta desztillalt vizzel. Miutdn az oldatot &llni hagytam és az elérte az
egyensulyt (30 perc) megmértem a mintdk abszorbancidjat 450 nm-en. Vak probat is végeztem,
amelyet 1 ml Cu(Il), 1 ml Nc, 1 ml NH4CH3COO oldatbdl és 1,1 ml tiszta desztillalt vizbdl

készitettem.
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4.4.5 Modositott CUPRAC modszer

Els6 1épésként 10 mM-os Cu(Il) oldatot készitettem ugy, hogy megfeleld mennyiségii
CuClyx2 H20-t oldottam fel 50 ml DMSO:H>0 1:3 aranyt elegyében. Ezutan 1 M-os NH4Ac
(pH=7) oldatot és 7,5 mM-os Nc oldatot is készitettem szintén 50 ml 1:3 aranya DMSO:H>O
elegyben feloldva. (megjegyzés: A [110] modszer szerint az 1:3 aranyu DMSO:H>0 keverék
oldoszerként valo hasznalata mellet érheto el a legmagasabb TAC-érték a HSs mintakra.).
Miutédn a leirtak szerint elkészitettem oldatainkat a DMSO:H>0 elegyben, 5 mg poritott HS-
mintat mértem be egy kémcsdébe. Ezutan 1-1 ml Cu(Il), Nc és NHsAc oldatot adtam a
mintakhoz, és végiil 1,1 ml 1:3 ardnyt DMSO:H20 olddszert pipettdztam az elegyhez, szintén
azért, hogy a végtérfogat 4,1 ml legyen.

A szuszpenzidt ezutan forgatd gépre helyeztem 30 percre 150 rpm-re, ezt kovetden
pedig lecentrifugaltam 4500 -as fordulatszdmon 3 percen keresztiil. Az igy elvalasztott
feliiliszot ezutan sziirtem 0,2 pm-es celluloz acetat membranon keresztiil. Végil a

spektrofotometrids méréseket 450 nm-en végeztem UV-Vis spektrofotométerrel.

4.4.6 ORAC modszer

A HSs ORAC-értékét Ou és tarsszerzOi altal leirtak szerint hatdroztam meg [136]. A
méréshez, 2,2'-azobisz (2-amidino-propan) dihidroklorid (AAPH), fluoreszcein és Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetra-metil-kromén-2-karbonsavat) oldatokat készitettem el 7,4-es pH-ja 75
mM foszfat pufferben (megjegyzés: a foszfat puffer megjelolés egy konkrét, ketto foszfat
vegyiiletbol allo oldatot jelol, melyek helyes aranyai ebben az esetben: 15,161 g
Na>HPO4*x7H>0 + 2,545 g NaH>PO4*xH>0 1 liter desztillalt vizben). A mérésekhez AAPH
oldatot naponta frissen késztettem el 600 mM-os koncentracioban. Natrium-fluoreszcein
torzsoldatot (4 uM) nem sziikséges naponta frissen elkésziteni tarolhatjuk 5°C-on zart,
alufolidba csomagolt livegcsében. Kozvetleniil a felhasznalas eldtt a natrium-fluoreszcein
torzsoldatot foszfatpufferrel higitjuk 0,08 uM-os végkoncentraciora. A Trolox koncentracioja
15 uM volt.

A mérések elvégzéséhez Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek
Instruments Inc., Winooski, VT, USA) késziiléket hasznaltam és minden kisérleti
lyukba/helybe 115 pl munka oldatot adtam (natrium-fluoreszcein oldat fosztat pufferrel higitott
0,08 uM-os). A kontroll lyukakba 15 pul foszfat puffert, mig a standardok 15 ul Trolox higitast
kaptak, a mintak pedig 15 pL HS oldatot 10 mg/l koncentracidban. A lemezt ezutan 30 percig
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37°C-on inkubaltam, az egyensuly elérésig. A reakciokat 15 pL AAPH hozzaadéasaval
inditottam el. A fluoreszcenciat ezutan kinetikusan kdvettem, percenként vett adatokkal 1 6ran
keresztiil. A vizsgalat soran 485 nm gerjesztési és 528 nm emisszids hullamhosszt hasznaltam.
Az AOC ¢érték a fluoreszcein kioltasi gérbéje alatti nettd véddteriiletre vonatkozott antioxidans
jelenlétében. Kiszamoltam a standard (Trolox) és a HS gorbe alatti nett6 teriiletét (AUC) a (2)
-es egyenlet alapjan, az AUC értékekbdl pedig kiszamoltam az AOC értékeket az (1) -es

egyenlet segitéségével.

4.4.7 ESR modszer

A mérést 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.

A minta kis mennyiségét Eppendorf-csovekbe helyezték (kortilbeliil 3 mg-ot), és az
Osszes mintat 1 ml vizzel higitottak, kivéve a HY-t, amelyhez EtOH-t hasznaltak. Mivel a HA
mintak nem oldodtak tiszta vizben, ezért egy csepp 1 M NaOH-t adtak ezekhez a mintdkhoz.
Mindegyik mintabol 150 pl-t kevertek 6ssze 850 pl Tempol standarddal (35 uM vizben). A
mintakat fecskenddvel egy 1,7 mm-es EPR csébe vitték at. A mérést a mintdk Osszekeverése
utan azonnal megkezdték.

A miuszert ismert Tempol koncentraciokkal kalibraltak. Ez lehetové teszi a gyokok
szobahdmérsékleten mérték a microESR-ben automatizaltan. Egy spektrumot 7,5 percenként
vettek fel. Az ESR jelintenzitast automatikusan elemeztiik, és a gyokkoncentraciokat az id6

fliggvényében abrazoltuk. A vizsgalatot megismételtiik két frissen kevert mintaval.

4.4.8 Antioxidans aktivitas vizsgalata enzimekkel

A tesztek soran hasznalt hidrogén peroxidot (30 %), ammoénium-molibdat (para)
tetrahidratot, a vizmentes dinatrium-foszfatot, natrium-dihidrogén-foszfatot, xantint, nitrokék-
tetrazoliumot (NBT) a VWR-tdl, mig a xantin-oxidazt a Sigma Aldrich-t6l szerezték be,
analitikai tisztasagban. A kisérletek soran egy ADRONA B30 tipusu viztisztitd késziilékbdl

nyert tisztitott vizet hasznaltak.
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4.4.8.1 Katalaz teszt

A kataldz teszt egy szinvaltozason alapulo reakcio, mely spektrofotmetrias mérésekkel
kovethetd. A reakcioelegy teljes térfogata 1,55 mL volt, mely 4,8 mM H;0,-t 24,1 mM
ammonium-molibdatot és 1-200 mg/L HA mintat tartalmazott. A mérés soran a H>O> oldatot
osszemérték a HA mintakkal, majd 3 perc utan leallitottdk a reakcidt az ammonium-molibdat
oldat hozzaadasaval. Ennek eredményeként a reakcidelegyben megmaradt (el nem reagalt)
H>0, komplexet képez az ammoénium-molibdattal, mely komplex kialakuldsa sarga szin
megjelenését eredményezi. A szinvaltozas 350 nm hullamhosszon mérhetd. Az abszorbancia

mérésével az oldatban maradt H>O> mennyisége (H202 (%)) az alabbi mddon szdmithato ki:
As
H,0,(%) = 1 x 100 (7)
0

Ahol:
Ay a reakcio lejatszoddsdat kévetden meért abszorbancia

Ao a H>0: és az ammonium-molibdat altal kialakitott komplex abszorbancidja.
4.4.8.2 Szuperoxid-dizmutaz teszt

A szuperoxid-dizmutdz aktivitdas megallapitasahoz a szinvaltozason alapuld Fridovich-
tesztet hasznaltak. A reakcidelegy 0,2 mM xantint, 0,1 mM nitrokék-tetrazéliumot (NBT) és
0,3 g/L xantin-oxidazt tartalmazott, melyeket foszfat pufferben (1 mM, pH = 7) oldottak fel. A
A komponensek 0sszemérése utan az abszorbanciat 565 nm-en, 6 percig kovették. Az inhibicid

az abszorbancia valtozasabol szamithato ki:

;04 - 84,

AL, ®)

Ahol:
AA az abszorbancia valtozasa a huminsav hozzaadaskor

AAy az abszorbancia valtozasa a huminsav hozzaadadsa nélkiil.
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4.4.9 Elektrokemiai modszer

Az elektrokémiai méréseket Muthuri és munkatérsai [238] munkédja alapjan végeztiik.
A mintaoldat antioxidans aktivitasanak becslésére az altaluk javasolt kronopotenciometrikus
modszer egy nagyon vékony filmmel kémiailag moddositott munkaelektréd alkalmazasan
alapul, amely reverzibilis vagy kvazi reverzibilis redox rendszerként miikddik. Az
alapelektrédon 1év9 feliileti film elektroncsere-egyensulyban van az elektrod vezetd feliiletével.
Potenciosztatikus vezérléssel dominanssa teszi a film oxidalt allapotat. Ezt kovetden
amennyiben az elektrdd érintkezik a mintéval, akkor a mintaban 1év6 antioxidéans tulajdonsagu
molekulak elkezdik redukalni a filmréteget. A nyitott cellapotencial (OCP) valtozasa jelzi az
antioxidans aktivitasi arany valtozasat. A magasabb antioxidans aktivitds varhatdban magasabb

redoxpotencial-id6é gérbe meredekséget eredményez.

<Ccli—f) =f (aantiox.) 9)

Az elektrokémiai mérések részben PINEresearch WaveDriver200
bipotenciosztat/galvanosztat segitségével, AfterMath 1.5.9644 szoftverrel (Durham, NC, USA)
vezérelt EIS elektrokémiai munkaallomassal, részben GEPES 4.9.00 szoftverrel (Hollandia)
vezérelt Autolab 12 munkaallomdssal torténtek.

A kisérletekhez hasznalt minden vegyszer analitikai mindségii volt. A 7-dimetilamino-
1,2 benzofenoxazin (Meldola Blue) elektrokatalizatort az Aldrichtél, mig az L-aszkorbinsavat
(AA) a Szkarabeustdol (Magyarorszag) vasaroltuk. A foszfatpuffer hattérelektrolit
komponenseit a Reanal (Magyarorszag) allitotta el6. A munkaban hasznalt 6sszes vizes oldat
elkészitéséhez 6 x 1077 S/cm-nél kisebb fajlagos vezetdképességii, kettds ioncserélt vizet
hasznaltunk.

A kisérletek elvégzéséhez hazi gyartasi munkaelektrodakat alkalmaztunk. Uveges
szénbdl (Alfa Aesar, GmbH, Németorszag) kb. 10 mm hosszi hengereket vagtunk ki (5 mm
atmérdjii). Az igy kapott hengeres elektrodatestet (atmérdje 10 mm, hossza 10 cm) vagy
kemény PVC-bdl vagy teflonbol késziilt forgo elektrodacsucsba agyaztuk be. Haromelektrodos
mérdcellakként hagyomanyos fozépoharakat (50 és 100 cm® térfogatl) hasznaltunk, telitett
KCl-oldattal  toltott Ag/AgCl referenciaelektrodot (Radelkis, Magyarorszadg) ¢és

ellenelektrodaként koriilbeliil 1 cm? feliiletli platinalemezt hasznaltunk.
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4.4.10 A mérések nehézségei, korrigalasai.

Azoknal a méréseknél, ahol UV-Vis késziilékkel mértem, korrigalni kellett a mintak
sajat fényelnyelésével €és fényszorasaval. Amikor egy fénysugar a vizes oldatban oldott vagy
diszpergalt HSs szemcséit éri, a fényenergia egy része elnyelddik a kromoforok/fluoroférok
gerjesztése miatt, az utdbbiak magasabb hulldmhosszon fluoreszkal6 fényt bocsatanak ki, mas
része pedig a beesd fényével megegyezd hulldmhosszon szorddik, kdlcsonhatasba 1ép a HSs
részecskék elektronfelhdjével. Az abszorpcids, fluoreszcencia és szorasi jelenségek mindig
jelen vannak a HS oldatok fénnyel valé kolcsonhatasaban, de mindegyik relativ jelentdsége
nagyobb molekuldk/részecskék fényszorasa probléma ilyen jellegli mérések esetén, az aromas
jellegli mintaknal a fluoreszcencia okozhat gondot.

A sajat kinyerésti és a nemzetkdzi HA mintdk szinesek (barnas — s6tét barna szintiek),
mert elnyelik a fényt altaldban a teszt modszerek jellemzd hulldmhossz tartoméanyaban. Ezért
korrigalni kellett a mért abszorbancia értékeket a mintdk sajat fényelnyelésével. (Ezeket a
modszereket altaldban n6vényi anyagok, extraktumok mérésére talaltak ki. Ugyan, ott is szines
anyagokkal dolgozunk, de azok koncentracioja kicsi az adott a ndvény és/vagy az extrakciod
mindségétdl fliggden. Mi esetiinkben azonban a szaraz ,tiszta” frakcidé adott, amelybdl
valtozatos mennyiségeket kell feloldani az antioxidéns tesztekben.) Ezért ismert tomegl
mintakbol készitettem higitdsi sorozatokat, ¢és megmértem az adott higitdsban a sajat
elnyeléstiket.
elnyelés bele essen. Erre azért volt sziikség, hogy 0ssze tudjam hasonlitani a mintakat, mivel a
harom kiilonbozd frakcionak mas-mas koncentracid értéknél volt egy az abszorbancidja a
reakcio lejatszodasa utdn. Masrészrol a modszert alapvetden novényi extraktumokbol kivont,
kinyert hatdanyagok mérésére hasznaljak, ahol nem ismert a mért mintaban 1évé pontos anyag

mennyiség, ezért az én méréseimnél kicsit mas megkozelitést kellett valasztani.

4.5 Kisérletek, mérések helye

A sajat mintdk kivonasat, extrakcidjat a munkahelyem laboratériumaban a Hymato
Products Kft Szentkiralyszabadjai telephelyén végeztem el. Az analitikai vizsgélatok egy részét
itt, illetve a Szegedi Tudomany Egyetem Mérnoki Karanak Elelmiszermérnoki Intézetében,

valamint a Természettudomanyi €s Informatikai Karanak Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi
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Tanszékén torténtek. Az elemanalizist a Napolyi Federico II. Egyetemen Olaszorszdgban

végeztem. Voltak olyan mérések, melyeket fliggetlen laborban végeztek el.
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5. EREDMENYEK ES KIERTEKELES

A sajat kinyerésii HSs frakciokat osszehasonlitottam egymassal és a referencia
mintakkal egyrészt fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan. (elemi dsszetétel, molekulaméret

eloszlas, funkcios csoportok stb.) Valamint antioxidans tulajdonsagaikat is osszehasonlitottam

egymassal és mas irodalmi értékekkel.

Az altalam alkalmazott kétfajta kinyerési modszert kihozatal szempontjabol is
Osszehasonlitottam. A kiilonb6z6 frakciok mennyiségét mértem €s a kiinduldsi anyaghoz képest

szdmoltam ki a kinyert frakcid mennyiségét (w/w)%-os aranyban. A kinyerési %-okat a 4.

tablazat tartalmazza.

Az adatok alapjan kimondhatd, hogy a savas feltarsu mintak kihozatala jobb, nagyobb

mennyiség nyerhetd ki az egyes frakciokbol, a humin frakciobol és a HA frakciobol. Viszont a

FA és a HY frakcio kihozatalat tekintve a lugos kinyerés jobban teljesit.

4. tablazat: Az egyes frakciok kihozatal tdmeg %-os Osszetételben

Roviditett név (kod) Frakcio Kinyerési % | Kinyeresi
(w/iw) % modszer
- Humin 15 Lugos
al-HA Huminsav 51 Lugos
al-FA Fulvosav 30 Lugos
al-HY Himatomelansav 4 Lugos
- Humin 20 Savas
ac-HA Huminsav 60 Savas
ac-FA Fulvosav 18 Savas
ac-HY Himatomeldnsav 2 Savas

5.1 A frakciok fizikai kémiai jellemzése

5.1.1 Elem analizis eredményei

Az elemosszetétel adatait a 5. tablazat foglalja Ossze, illetve dbrdzoltam mérésbol
kinyert adatokat is a 22. abran. Eredményeinket Rice és MacCarthy [239] munkajaval

hasonlitottam 0ssze, akik tobb szdz, HA- és FA-minta elemi Osszetételét hatarozta meg. Ebbdl
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az Osszehasonlitasbol az az aldbbiakat vonhatjuk le kovetkeztetés képpen. A sajat kinyerésti
HA ¢és FA mintainkban mért C, H, N, S és O mennyiségek hasonloak az IHSS standardeknal
megadott értékekhez. A mintdk O-tartalma a meghatarozott tartomanyon beliil van (HA-
frakcioknal: 7,9-56,6 tomeg %, FA-nal pedig: 16,9-55,8 tomeg %. Ugyanezt elmondhatjuk a 5.
tablazat atomarany adatairdl is, hiszen a HA H/C ardnya 0,08 ¢s 1,85, a FA-¢ 0,77 és 2,13 kozott
van; €¢s a HA O/C aranya 0,08 és 1,2, az FA-¢ 0,17 és 1,19 kozott van.

Az eredmények altalanos tendenciaja, hogy a HA, FA és HY frakcidk széntartalma
csokken, oxigéntartalma pedig nd. Ez a tendencia jol lathatdé az IHSS mintdk esetében is.
Mindazonaltal kiilonbségek lathatok a sajat kinyerésii mintdk ¢és az IHSS mintak
Osszehasonlitasakor. A sajat kinyerésti mintaknal a C tartalom valamivel alacsonyabb, mig a
H-tartalom néhany szdzalékkal magasabb. Az N és S szdzalékos aranya nagyjabol azonos.
Frakcioink oxigéntartalma magasabb, mint az IHSS mintaké, €s a ligos extrakcidobol szarmazo
mintak ezen értékei magasabbak, mint a savas extrakcids mintakeé.

Az al-HA ¢és az al-HY hasonld mennyiségli C-t tartalmaznak, de az O mennyisége
nagyobb az al-HY-ben. Az al-FA kevesebb C-t tartalmaz, de O-tartalma a legmagasabb. Az ac-
HA valamivel magasabb C-tartalommal rendelkezik, mint az ac-FA vagy az ac-HY, de O-
tartalma lényegesen alacsonyabb. Ezek az eredmények Gsszhangban vannak Stevenson és
munkatarsai munkdjaval [176]. Ezenkiviil az al-HA kevesebb O-t tartalmaz, mint az ac-HA, de
ez nem meglepd, mivel az oxigénezett csoportok kiemelkedd szerepet jatszanak a fémek
koordinacidjaban [176, 240].

Az elemanalizis eredményei azt mutatjak, hogy a savasan feltart frakcioknak magasabb
a nitrogén tartalma (0,96 és 4,02% kozotti), mint a lugos eljarassal feltart mintdk nitrogén
tartalma (ami 0,7 és 1,78% kozotti).

A mintdk C/N ardnyanak alakulasat is Osszevetettem €s az aldbbiakra jutottam. A
Leonarditb6l kinyert, HA-ak C/N ardnya (mind a lugos és savas feltarasu, HA-k; 34,71 ¢és
68,35) még a tézegbdl kivont IHSS HAP mintajénal is magasabb (17,82). Ez azt jelenti, hogy
azok a frakciok, amiket t6zegbdl vonnak ki altalanossagban sokkal tobb nitrogént tartalmaznak.
A FA-frakciokat tekintve a legtdbb szakirodalom azt sugallja, hogy ennek a frakcionak a C/N
aranya magasabb, mint a HA-¢, ami az alacsony nitrogén tartalom ¢és a viszonylag magas C-
tartalom miatt kdvetkezik be [241 - 243]. Ez az 6sszefliggés a t0zegbdl kivont mintak (két IHSS
minta) esetében figyelhetd meg; ez azonban nem vonatkozik a leonarditb6l kivont mintakra. Ez
az arany a leonarditbol kivont mintaknal megfordult.

Mindegyik FA frakcié magasabb O/C aranyt mutat, mint a hozza tartozo, HA frakcio

O/C aranya, ami megerdsiti a Stevenson €s munkatarsai altal megfigyelt tendenciat [176]. A
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lugos kivonasu al-HA O/C aranya magasabb, mint savas tarsaiké. A HY-frakciok a

legmagasabb O-tartalmat és a legalacsonyabb C-tartalmat mutatjak. Ezért O/C aranyuk

magasabb, mint a HA- és FA-frakcioké.

Figyelembe véve a lugos extrakcios frakciok H/C aranyait, ezek altaldban magasabbak,
mint a savas extrahalasti mintdké. Mindkét extrakciobdl szarmazd mintak esetében azonban a
H/C arany magasabb, mint az [HSS standard mintaé. A H/C aranyokat figyelembe véve a HY-

frakciok érik el a legmagasabb értéket (mindkét extrakcios modszer esetében).

5. tablazat: A mintak elemanalizisének eredményei, ahol bemutatom a C, H, N, O és S

elemek tomegeit, €s a kiilonboz6 atomaranyaikat

Elem osszetétel (w/w) %

Atom aranyok

Minta C H N S Ount H/C O0/C CN
Leonardite  61,79+0,15  695+0,02 1.68=004 122+0,03 2838 134 034 42.89
ac-HA 4911+141  561+0,12 1,65+004 085+006 42,78 136 065 3471
ac-FA 4019012  538+009 402+001 297+0,01 4744 160 089 11,66
ac-HY 38214123 520402  096+0,06 1.11+058 54,52 162 107 4642
al-HA 45.03+133  6,17+0,19 070+£003 038=003 47.72 1.63  0.80 75,02
al-FA 4070117  537+003 098+005 130+056 51,65 157 095 48.43
al-HY 38434097  42+05  1,78+0,09 231+101 5328 130 1,04 25.18
[HSS HAP 56,37 3,82 3,69 0.71 37,34 081 050 17.82
IHSS HAL 63,81 3,7 123 0,76 3127 0,69 037 60.50
IHSS FAP 51,31 3,53 234 0.76 4332 082 0.3 2557
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22. abra: Az irodalmi adatokban fellehetd korabbi kutatasok 6sszefoglaldé diagrammyja,
amely abrazolja a HA-ak és FA-ak O/C atom aranyt a H/C atom arany fliggvényében.
Szines korok mutatjak, hogy ezen beliil hol helyezkednek el sajat mintaink [239]

5.1.2. FT-IR Spektroszkopia eredményei

A mintdk FT-IR spektrumait a 23. dbra mutatja be és az irodalmi adatok alapjan
értelmezhetdek [241]. Mindegyik sajat kinyerésii minta spektruma, tartalmaz egy éles és
intenziv savot 1040 cm™! kériil. Ez a sav a poliszacharidok, poliszacharid szerti anyagok és/vagy
szilikat szennyezOdések Si-O kotéseinek C-O vegyérték rezgéséhez rendelhetok. A C-O
kotéshez rendelt 1218 cm™! sav az aril-éterek és fenolok rezgéséhez rendelhetéek. Az 1420
cm '-nél jelentkezé csucs az O-H kotés deformacios szakasza és a C-O kotések, csoportok
deformacios rezgése, ami fenolos OH csoportok deformacios rezgésébol szarmazik. Az aromas
gyliriikben 1évé C=C kotésekhez egy 1610 cm™'-es csucs rendelhetd, bar a konjugalt karbonil
csoportok C=0 rezgései 1600 cm™-nél nem zarhatok ki teljesen. Az 1710 cm™!-nél 1év6 sav a

karbonil csoportok C=0 rezgésének felel meg.
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Mindharom frakcional tovabba megfigyelhetéek csticsok 2850 és 2930 cm™ kériil, amik
egyrészt az OH csoportok rezgése és a COOH csoportok hidrogénkotésébdl szarmaznak. Az
FT-IR spektrumok azt mutatjak, hogy az itt vizsgalt mintak foként a szervetlen Gsszetevok
tartalmaban térnek el egymastol.

A sajat kinyerésti mintak spektrumaiban nincs tul nagy eltérés a deformacios rezgések
tekintetében. A {6 kiilonbségek az ujjlenyomat régioban [600 — 1400 cm'1] vannak. Ebben a
tartomanyban fellelhetdek egyes szervetlen komponensekhez kothetd rezgések, mint példaul a
magnetit (Fe-O) rezgése 585 cm!-nél, aluminium szilikatok (Si-O-Al) 693 cm!-nél és a
szilikatok (Si-O-Si) rezgése 1033 cm!-nél. A deformécios rezgések nem fedik egymast
teljesen, de tartozhatnak azonos vagy nagyon hasonlé deformacios rezgésekhez. Példaul a 918
cm-nél jelentkezd cstics egyrészt a kaolinit deformaciés savjara jellemzd, illetve a benniik
talalhato Al-O-H rezgésére. Tovabba a lagos kinyerésii mintaknal megjelenik az 1034 cm™'-nél
1évé sav, de a savas kinyerésii mintaknal ez a sav 1044 cm!-re tolodik el. A C-O deformacios
rezgéshez rendelt minden sav a poliszacharidokhoz vagy a poliszacharid szerli anyagokhoz
és/vagy szilikatszennyez8dések Si-O kotéséhez tartozik. Ugyanez igaz az 1400-1420 cm’,
1608-1622 cm™ és 1706-1720 cm™! savokra is; a savas és lugos frakciok esetében kiilonbdznek
egymastol.

A kiilonbségek egy, két egyedi spektrumban talalhatok. A 920 cm™'-nél 1évé sav csak
1év6 sav csak az al-FA frakcioé spektrumaban lathato, ami a szekunder alkoholok és/vagy éterek
savval extrahalt mintdira jellemzé C-O kotés deformdcioja. Az 1214 cm™'-nél 1évé sav csak az
al-HY és az al-FA frakciokban volt megfigyelhets. A 2850 és 2930 cm™ csucsok nem
jellemzéek az FA-ra, de a tobbi frakciora igen. A HA-k egyedi sivja 3620 cm™', amely kaolinit
jelenlétét mutatja. A 700 cm™'-nél kisebb hullamszamu csucsok és savok az 4svanyi anyagoknak
tulajdonithatok.

A 6 kiilonbség az IHSS és a mi mintaink kozott, hogy az IHSS mintak spektruma sokkal
tisztabb, mint a sajat kinyerésti mintdk. Az ujjlenyomat intervallumban fedezhetd fel a o
kiilonbség, az IHSS mintadknal sok kis csucsbol all, mig a sajat kinyerésii mintak esetében sok
nagy csucs, ,,zajos” jel figyelheté meg. Az tjlenyomat régio (600 - 1400 cm™ hulldmszam
tartomany) leginkdbb arrol ad informaciot, hogy milyen dsvanyi anyagokat tartalmaz egy minta.
Az IHSS minték ezen tartomanya arra utal, hogy kevesebb dsvanyianyagot tartalmaznak, mint
a sajat kinyerésti mintdk. Ennek oka lehet, hogy az IHSS kinyerési eljardsa soran tobb
szeparacids és hamu mentesitési eljarast alkalmaznak. A masik kiilonbség a 3230 cm™!, 3400

cm ! koriili sdvok az O-H deforméciohoz, az N-H deformaciohoz (kisebb) és a hidrogén kotott
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OH-csoportjahoz tartozik. A f8 hasonlosagok az 1230 cm’!, 1400 cm™, 1620 cm™, 1710 cm™
koriili savok, az inflexié 2600 cm™'-nél (ami nagyon jellemzd a HSs-ra), 2850 cm™ és 2930

cm ! [235, 242].
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23. abra: A frakciok kiilonbozoé FT-IR spektrumai a sajat kinyerésii mintak és az THSS
mintdk 6sszehasonlitdsdhoz lathatok: a) savas feltari mintadk spektruma (b) luggal
feltart mintak spektruma (c¢) IHSS referencia mintak spektrumai az IHSS hivatalos
webhelyérdl: IHSS HAL (bal oldalon), IHSS HAP (kdzépen), and IHSS FAP (jobb

oldalon) [245]
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5.1.3. UV-Vis Spektroszkopia eredményei

A kiilonbozé frakciok UV-VIS spektrumait a 24. dbra szemlélteti. (a kiilonbozo
spektrumokhoz, kiilonb6zé koncentraciok tartoznak, ahogy azt emlitettem a 4.3.2-es
fejezetben). Altaldnossagban elmondhat6, hogy a HSs esetében ezek a spektrumok
jellegtelenek [243]. Azonban jol észrevehetd spektroszkopiai kiilonbségeket fedezhetiink fel a
mintak kozott. A legszembetlindbb a HY frakciok spektrumaban 210 nm-nél megjelend csucs,
ami a masik két frakcidra egyaltalan nem jellemzd, igy ugy tiinik, hogy a HY spektroszkopiai
eszkozokkel konnyen megkiilonboztethetd. Ennek oka egyrészt az lehet, hogy ez a frakcio
alkohol oldhat6, tehat egy olyan vegyiilet csoportra utal, amely csak alkohol jelenlétében
oldodik ki, hisz a tobbi frakcidé nem alkohol oldhato. Erre a csucsra mar mas kutatok [246] is
felfigyeltek, azonban 6k HA és FA frakcidoknal figyelték meg ket nem HY frakcional. Niu és
munkatarsai [246] azt a megallapitast tették, hogy a szdrmazékcsticsok 206 nm-en, illetve 223,5
nm-en jelennek meg, amelyeket alkil-szubsztitualt benzolgylriik és n-n* elektrondtmenetek
okoznak mono-, illetve diszubsztitualt fenilkarboxi, illetve fenolos szerkezetekben [247 - 249].
Mig a 206 nm-en, 217,5 nm-en és 230,5 nm-en eléforduld csucsok szintén alkil-szubsztitualt
benzolgytirliknek és n-n* elektronatmeneteknek tulajdonithatdk. Illetve mas forrds szerint az
amido és a karboxil csoportok jelenhetnek meg ennél a hullamhossznal [250].

Az FA ¢és a HA frakciok kozott is talaltam kiilonbséget, mikozben a HA frakciok spektruma
folyamatosan novekszik, csokkend hullamhossz mellett, mig az FA frakcioké sokkal élesebben
¢s meredekebben kezd emelkedni. A sajat kinyerésti mintdk és az IHSS mintak kozotti

kiilonbségek nem szignifikansak.
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24. abra. A leonarditbdl kinyert kiilonb6z6 frakciok UV-Vis spektrumainak
Osszehasonlitdsa az IHSS-mintakkal: (a) a savas extrakcioval kinyert frakciok, (b) a
lugos extrakcidval kinyert frakciok, (¢) IHSS standard mintak

A 24. abra alapjan jol lathatd, hogy a spektrumok nem mutatnak jellegzetes csticsokat a
HA ¢és FA mintdk esetében, igy nehéz a hasonldsagokat €s kiilonbségeket pontosan feltarni.

Azonban a HSs esetében a kilonbozé hullimhosszokon mért abszorbancia értékek
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meghatarozott aradnyai jol definidltak, valamint informdacioval szolgdlnak a vizsgalt minta
tulajdonsagarol. A fobb ardnyokat, mint az E4/E6, E2/E3 és URI indexeket a 6. tablazat foglalja
Ossze. Az E4/E6 aranyt forditottan aranyosnak tekintjik a HSs kondenzécids és aromas
jellegével, valamint a humifikacio mértékével [174, 243].

Az E2/E3 arany korrelal a molekulamérettel [251, 252], hasonléan az E4/E6 ardnyhoz. A
HA-k E2/E3 aranya altalaban <5,0, mig az FA-ké 6,0 és 8,5 kozott van [252, 254]. Az UV
abszorbancia arany index értékei (URI) informaciét adnak az UV-elnyeld funkcids csoportok
¢s a telitetlen kotések, példaul az sp2-hibridizalt szénatomok kozotti relativ aranyokrol az

aromas gytriikben.

6. tablazat: Spektrofotometrias indikatorok, a leonarditbol kinyert frakcidk, valamint az IHSS
mintak kiilonb6z6 hullamhosszisagu abszorbancia értékeinek hanyadosabol kapott
aranyszamok 6sszehasonlitasa

E4/E6 Arany' E2/E3 Arany' URI Arany!

ac-HA 3,1 2,3 1,3
ac-FA 12,0 6,8 2,0
ac-HY 10,7 4,7 1,6
al-HA 4,2 2,5 1,2
al-FA 13,3 5,4 2,1
al-HY 10,2 4.8 1,7
IHSS HAP 5,5 2,7 1,4
IHSS HAL 53 2,5 1,3
[HSS FAP 15,5 4.4 1,5

"'E4/E6 = Absaesum/Absess nm; E2/E3 = Abs250 nm/Abs365 nm; URI = AbS210 nm/AbS254 nm.

A 6. tablazatban a HA mintak E4/E6 aranya 3,1-5,5 k6z6tti, ami megfelel a szakirodalmi
adatoknak [243, 251 - 254], valamint azt jelzi, hogy a HA frakcidk nagyobb molekulajaak, jobb
mindségliek, stabil szerkezettel rendelkeznek és megfeleld humifikéacios fokot mutatnak. Az
FA mintdk E4/E6 ardnya 12,0 és 15,5 kozott van, ami szintén korrelal az irodalmi adatokkal
[243, 251 - 257]. Ez a szamitott érték arra utal, hogy az FA-frakciok kisebb molekuldkbol
allnak, mint a HA- és HY-frakciok. A HY mintdk E4/E6 ardnya 10,7 és 10,2 k6zotti, ami azt
jelenti, hogy a HY frakcio molekulamérete a HA és FA kozott van.
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Hasonl6 kovetkeztetések vonhatok le az E2/E3 aranyokbol. A HA mintdk E2/E3 aranya
2,3-2,7 kozotti, €és mivel ez a jellemzd paraméter az E4/E6 ardnyhoz hasonldan forditottan
aranyos a molekulamérettel, ez megerdsiti, hogy a HA mintadk nagy molekulakbdl allnak. Az
FA-mintdk E2/E3-aranya 4,4-5,4 koOzotti, ami megerdsiti, hogy az FA-mintdk kisebb
molekulédkbdl allnak, mint a HA-mintdk. A HY mintdk E2/E3 aranya 4,7-4,8 volt, valamivel a
HA ¢s FA kozott, tehat a HY molekulamérete a HA és FA mintdk kozott helyezkedik el, ami
Osszhangban van az E4/E6 arany megallapitasaval.

Az URI aranyt kiértékelve azt latjuk, hogy a legkisebb értékek (1,2-1,4 kozott) a HA-
frakciokhoz tartoznak. A HA-frakcidokban van a legkevesebb UV-abszorbens funkcids csoport
és/vagy telitetlen szénkotés az Osszes frakcid koziil. Tehat a funkciods csoportok és/vagy
telitetlen kotések stirlisége a HA-frakcioban a legkisebb, mivel az URI ardany egyenesen ardnyos
az UV-elnyeld funkciés csoportokkal és kotésekkel (€s azok stirtiségével). 1,6 és 1,7 kozotti
értekkel a HY frakciok ismét a HA és az FA kozott vannak. Tovabba ismét az FA-nak van a
legmagasabb ardnya 1,5 és 2,1 kozott a HS harom frakcigja kozott. Ezek a mért értékek

megegyeznek az irodalomban talaltakkal [174, 243, 251 — 254].

5.1.4. Potenciometrias sav-bazis titralas eredményei

Potenciometrids sav-bazis titralas eredményei alapjan egyrészrél elmondhato, hogy a
referencia mintakra kapott eredmények megegyeznek a szakirodalomban talalhato értékekkel.
Ez alapjan megallapithato, hogy a mddszer jol reprodukalhaté €s igy pontos képet ad az altalam
eléallitott mintakrol is. A titralas eredményei a 7. tdblazatban talalhatoak.

Masrészrol Osszehasonlitottam a savas disszociaciot jellemzé pH-fiiggvényeket a
kiilonbozo sajat frakcidok és az IHSS referencia mintak esetén is. A HA frakciok pH-fiiggd
eléallitott mintak jol korrelalnak a referencia mintak disszociacids arculataval. A karboxil és
fenolos hidroxil csoport tartalma azonban kisebb az altalam eldallitott mintdknak, mint a
referencia mintaknak. A FA frakciok esetén is hasonld6 mondhaté el, a savas és a lugos
kinyerésii FA mintak disszociacios gorbéje kozott helyezkedik el a referencia minta, IHSS FAP
gorbéje. Az altalam eldallitott FA esetén 8-as pH értéknél megjelend ,,l1épcsd” a karbonat
jelenlétére utal. A HY frakci6 vizsgélata ujdonsag volt. A dolgozat megirdsaig nem talaltam
olyan szakirodalmi adatot, amelyben megmeérték volna ezen frakci6 COOH és ArOH értékeit

potenciometrias sav-bazis titralassal.
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7. tablazat: A potenciometrias sav-bazis titralas soran kapott COOH, fenolos OH csoportok

¢s teljes savassag értékei a szilard mintak tomegére vonatkoztatva

(B)

" o IHSS FAP

COOH ArOH Teljes savassag
[mmol g'] | [mmol g']| [mmol g'!]
IHSS HAP 4,51 1,51 6,03
[210] Peat HA 3,08 1,08 6,16
IHSS FAP 6,21 1,34 7,56
[210] Peat FA 6,72 1,17 7,89
IHSS HAL 3,63 1,89 5,52
[210] Leonardit HA 4,77 1,48 6,25
al-HA 3,23 1,60 4,83
al-FA 5,31 0,99 6,30
al-HY 1,73 0,97 2,70
ac-HA 2,76 0,99 3,76
ac-FA 7,50 2,77 10,27
6 (A) =
%i; 2 ac-HA g 4 . wmau'*
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A sav-bazis titralasi eredmények egybe vagnak a 11-14. abrdkon lathaté elméleti molekula

modellekkel, melyek szerint a FA frakcio tartalmazza a legtobb COOH csoportot, a HY frakcio
pedig a legkevesebb COOH ¢s ArOH -t.
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5.2 Humuszanyag frakciok antioxidans jellege

5.2.1 Osszes fenol tartalom - TPC modszer eredményei

Ebben a médszerben a mintdk TPC (total phenolic content, azaz dsszes fenol tartalmat) értékeit
galluszsavra vonatkoztatjuk, igy GAEAC (galluszsav ekvivalens antioxidans kapacitas)
értékeket adjuk meg. A linearis kalibracios gorbe az F2 abran lathato. A mintdk mért
abszorbancia értékei megfeleltek az F2 abran megadott GA koncentracioknak, a GAEAC
értekeket pedig a mintakoncentraciok figyelembevételével szamitottam ki. Meg kell emlitenem,
hogy a kiilonb6zé mintak, kiilonb6zé kezdeti koncentracidira van sziikség ahhoz, hogy a
vizsgélatban hasonld abszorbancia szinteket érjiink el (lasd a 4.4.10 fejezetben). A TPC
mérések eredményeit a 8. tablazat tartalmazza.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a HA mintak tartalmazzdk a legtobb fenolos
csoportot a kiilonbozd frakcidk koziil. Ezért a HA-frakciokbol kellett a legalacsonyabb kezdeti
koncentraciot alkalmazni, hogy elérhessiik az egy koriili abszorbancia értéket. A mintakat, ha
rangsorolni kivannank fenolos tartalmuk szerint, akkor ahogy emlitettem a HS frakciok
allnanak elsé helyen, a HY frakciok kozépen, a FA pedig a legalacsonyabb fenolcsoport-
tartalommal rendelkeznek.

Az is megfigyelhetd, hogy az IHSS standard mintdkban sokkal tobb fenolcsoport van,
mint a sajat kinyerésti mintakban. A legnagyobb kiilonbség az FA mintak k6zott van, mivel az
IHSS FA-ban majdnem annyi fenolcsoport van, mint a sajat kinyerésit HY mintakban. Ezekbdl
az adatokbol elmondhat6, hogy az extrakcids modszer és a végso tisztasag is nagyon fontos a
TPC-tartalom szempontjabol, fiiggetleniil az alapanyagtol. A fenolos csoportok mennyisége
pedig hatdssal lehet a minta antioxidans képességére.

Meg kell emliteni, hogy a mintak sajat fényelnyelése 725 nm-en befolyasolja a TPC-
tartalom mérést. A kiilonboz6 frakciok sajat fényelnyelése eltéré modokon befolyasoljak az
eredményeket. Egyrészt a 725 nm-es fényelnyelési képességiik zavarja a mérést. Masrészt azért,
mert eltérd koncentraciéjuk volt az abszorbancia koriil, ahol minden eredmény bemutatasra
keriilt. Minél nagyobb a minta koncentracidja, anndl nagyobb az sajat fényelnyelési hatasa ¢s a
korrigalt eredményekre gyakorolt hatasa.

Az eredmények arra utalnak, hogy a vizsgalt HS-frakciok magas TPC-tartalmtak, ami
azt jelenti, hogy szabad gyokfogoként vagy antioxidansként muikodhetnek. Ha ezeket az
eredményeket Osszevetjiik a 9. tablazatban bemutatott kiilonb6z6 irodalmi adatokkal, akkor

ezek gyokfogd képességét a jol ismert gyiimdlcsok vagy gylimoleslevek kozé helyezhetjiik.
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Ezek az adatok meggy6zdéek arrdl, hogy a HS-frakcidk nagy mennyiségben tartalmaznak

fenolos csoportokat, amelyek jo szabadgyokfogd vagy antioxidans hatést jeleznek eldre.

8. tablazat: A kiilonb6z6 HSs frakciok 6sszes fenoltartalma (TPC) GAE egyenértékben

kontel:llti:ét?iéja GAE érték | Korrigilt GAE érték | .
[mg/ml] [mg GAE/g] [mg GAE/g]

ac-HA 30 311,6 3103 £ 129
ac-FA 10,0 912 36,8 0,88
ac-HY 50 1864 1745 047
al-HA 30 302,7 300,6 L1102
al-FA 10,0 87.8 S11 10,76
al-HY 6,0 187,2 152,5 + 0,48
IHSS HAP 2,2 472.4 471,2 + 1,45
THSS HAL 28 506,1 446,9 1337
IHSS FAP 1,8 156,8 154,1 +0,55

9. tablazat: A kiilonb6z6 gylimolcsok és ndvényi kivonatok TPC értékei GAE egyenértékben

megadva
o L, , Irodalmi
GAE érték| Mértékegység hivatkozas
Rattan paprika gyiimolcsok (vad) 185.0 mg GAE/g
Z, armatum,
Rattan paprika gytimolcsok [228]
(termesztett) 226,3 mg GAE/g
Z, armatum,
Frissen facsart gytimdlcslevek 44.8 mg GAE/ml
Alma
Frissen facsart gyl}molcslevek 80,4 mg GAE/ml
Mang6 [184]
- o P
Kereskedelmi 102 1/;1 Zs gyiimolcslevek 21,6 mg GAE/ml

Kereskedelmi 100%-o0s gylimélcslevek

Granat alma 130,0 mg GAE/ml

Sziklarozsa
Cistus incanus L, 363,6 mg GAE/g
Erdei gyombérgyokeér 234 5 g GAE/g 11857
Geum urbanum L, ’
Malna
Rubus idaeus L, 143,6 mg GAE/g
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5.2.2 DPPH modszer eredményei

A DPPH modszer adatai egyértelmiien azt mutatjak, hogy a sajat kinyerésti mintak
gyokfogd aktivitassal rendelkeznek, mert hatékonyan segitik a stabil DPPH molekula
kialakitasat.

Ahogy azt a 4.4.10 fejezetben mar emlitettem, a mintak sajat fényelnyelése 517 nm-en
(lasd UV-Vis spektrumot a 24. abran), ahol a lila DPPH gydk abszorbancidjat mérjiik, zavarja,
megmasitja a mérési eredményeket, ezért korrekciot kellett végrehajtanom, ahogy azt Celiz és
munkatarsai is javasoljak [255]. A valasztott modszernek megfeleléen minden minta esetében
megmértem a DPPH oldat fényelnyelését, majd minden minta esetében a modszer szerint
alkalmazott azonos koncentracioban megmértem a sajat fényelnyelést 517 nm-en. Ezt a sajat
fényelnyelési értéket levontam a DPPH vizsgalatban mért abszorbancia értékébdl, hogy
kikiiszoboljiik a szines mintaoldatok zavard hatasat. A gatlas/inhibicio %-os értékeit a (6)
egyenlet szerint szamitottam ki a korrigdlt abszorbancia adatok ismeretében. Ily modon
realisabb értékekhez juthattam. Az IC50 értékeket, azaz az 50%-os gatlasnak megfeleld

koncentraciokat a kiilonbozo frakciok esetében a 10. tablazat foglalja 6ssze.

10. tablazat: Kiilonboz6 frakciok DPPH szabad gyokfogd aktivitasa IC50 értékben kifejezve

ICso értékek
Szoras
[ng/mL]

ac-HA 260 + 0,09
ac-FA 400 + 0,07
ac-HY 200 + 0,09
al-HA 180 +0,15
al-FA 310 + 0,05
al-HY 190 +0,10
IHSS HAL 57 +0,29
[HSS HAP 53 +0,33
[HSS FAP 326 + 0,36

Ha 0Osszehasonlitjuk az IHSS mintakat a leonarditbdl kivont frakcidinkkal, akkor
elmondhatjuk, hogy mindegyik frakci6 antioxidans hatasu, de az igazan tiszta THSS HA
frakciok a leghatékonyabbak. Feltételezhetd, hogy az IHSS extrakcios protokollban szerepld
nehéz és preciz tisztitasi 1épések garantaltadk szamos egyéb olyan anyag eltavolitasat, amelyek
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csokkenthetik az antioxidans hatékonysagot a DPPH gyokok lebomldsanak gatlasaban. A tiszta
IHSS-frakciok sokkal reaktivabbak és elérhetébbek a DPPH-gyok szamara. A DPPH teszt
szerint jobb redukal6 képességet mutatnak, mint az altalam kinyert frakciok. Az IHSS-frakciok
eredményeibdl lathato, hogy a legerdsebb antioxidans hatas a HA-frakcioké, €s a tézegbdl és a
leonarditbol kivont frakcidok kozott alig van kiilonbség az utdbbi frakcio javara. Az IHSS FAP
is mutat antioxidans hatast, de kozel sem olyan erds, mint a HA-frakciok.

A sajat kinyerésti mintdk eredményeit elemezve azt latjuk, hogy a sajat mintdink is
rendelkeznek gyokfogo aktivitassal. A HY-frakcidok rendelkeznek a legerdsebb antioxidans
aktivitassal, ezt szorosan kovetik a HA-frakciok, majd az FA-frakciok. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a lugos extrahdldsi mintak nagyobb antioxidans hatdst mutatnak, mint a
savas extrakcids frakciok.

Eredményeimet Osszevetettem Phongpaichit munkassagaval [256], eszerint IHSS HA
frakciok kozepes szabadgyokfogo aktivitast mutatnak, mivel IC50 értékiik 50 és 100 pg/ml
kozott van. A tobbi minta IC50 értéke 100 és 350 kozott van, ez alapjan Phongpaichit és
munkatarsai szerint [256] gyenge antioxidansnak szamit. Phongpaichit €s munkatarsai szerint
meghatarozott gyokfogo hatas mértékeit a 11. tablazatban mutatom be. A kézelmultban You és
munkatarsai [257] azt talaltdk, hogy az FA-frakci6 hasonld6 DPPH gyokfogd képességgel
rendelkezik, mint az aszkorbinsav, és 1000 pg/ml koncentracional elérte a ~50%-os gatlast. A
krétapalabol kivont természetes szerves anyagok (FA- és HA-frakciok) esetében szintén az
aszkorbinsavhoz  hasonl6  antioxidans hatast figyeltek meg 25-1000 pg/ml
koncentraciotartomanyban [258]. Azonban a DPPH gy6k bomlasdnak ~50%-o0s gatlasat mar a
fentinél joval alacsonyabb koncentracioban (~250 pg/ml) sikeriilt elérni. Ez utobbi szinte
megegyezik a HSs mintdink korrigalt IC50-értékeinek atlagaval a 10. tdblazatban. Ha azonban
ezeket az IC50 értékeket 6sszehasonlitjuk a jol ismert antioxidansok, példaul az afonya, a malna
vagy a szeder egyéb irodalmi adataival [259], elmondhatjuk, hogy a mintdink ugyanolyan jok
vagy még jobbak is, mint ezek az antioxiddnsok. A HS mintak azonban gyakran nem érik el az
aszkorbinsav, a narancssarga pitanga antioxidans hatékonysagat [260, 261]. Ezen irodalmi
értékek a 12. tdblazatban lathatoak, illetve az eredményeket par irodalmi értékkel egyiitt oszlop

diagrammon is dbrazoltam a 26. abran.
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11. tablazat: 1C50 értékek értékelése Phongpaichit és munkatdsai munkdja alapjan [256]

IC,, (ng/mL)

Ertékelés

10-50 pg/mL

Erds antioxidans aktivitas

50-100 pg/mL

Kozepes antioxidans aktivitas

>100 pg/mL

Gyenge antioxidans aktivitas

ICsq ertékek [pg/mL]

12. tablazat: 1C50 értékek kiilonbozo gytiimolcsokre és hatoanyagokra

ICso értekek Irodalmi
[pg/mL] hivatkozas
Malna 800,0
[259]
Resveratrol 4700,0
Narancssarga pitanga 110.91 £18.9
Butia 253.80+25.4 [260]
Xavante szeder 4470+ 2.1
Rutin 7,2+ 0.00
. [261]
Paradicsom 960 £ 1,0
1000 Paradicsom
900
Malna
800
700
600
500

ac-FA

Narancssarga pitanga alFA IHSS FAP

400
ac-HA
300 O\ [ Butia
ac-HY | al‘ﬁA al-HY
200 |
| IHSS HAL
100 ’ IHSS HAP

0
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26. abra: A kiilonb6z6 HSs frakciok (zold) és kiilonb6zo gytimolesok, kivonatok (kék) IC

50 értékei abrazolva (legkisebb érték jelenti a legjobb gyokfogd hatast)
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5.2.3 CUPRAC modszer eredményei

Ebben a mddszerben egyrészt a Troloxot hasznaltam, mint referencia molekula, azért,
hogy a mintdk antioxidans kapacitas értékeit TEAC mértékegységben (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) tudjuk meghatarozni. Masrészt mivel a HAs a GA-al némileg szerkezeti
analogiat mutatnak, GA-at is hasznaltam referenciavegyliletként. Ekképpen a GAEAC
értékeket is meghataroztam a mintainkra. {gy tébb irodalmi adattal is 6sszetudjam vetni a sajat
mérési eredményeinket.

Mindkét referenciavegyiilet linearis kalibracids gorbéje az F3 és F4 abran lathato. A
GAEAC ¢és a TEAC értékeket a mintdk mért abszorbancia értékeibdl szamitottam ki, amelyek
megfeleltek az F3 és F4 é4bra adott Trolox és GA koncentracidinak, illetve a HS minta
koncentracioknak. A CUPRAC modszer eredményeit a 13. tablazat tartalmazza. A koradbban
emlitett sajat fényelnyelése is befolyasolja a modszer eredményeit. Ennél a médszernél azonban
hasznalnom. De miutan a frakciok sajat fényelnyelési korrekciojat kivontak a mért abszorpcios
értékekbdl, az eredmények megvaltoztak, €s a hatds mértéke frakcionkként eltérd volt.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy mindegyik frakcid antioxidans hatast. A
legjobb értékek szintén az IHSS mintdkhoz tartoznak. A frakciokat tekintve nyilvanvald, hogy
a HY frakciok rendelkeznek a legmagasabb GAEAC és TEAC értékkel. Ezt kovetik a HA-

frakciok, az FA-frakciok pedig az utolsok a listankon.

13. tablazat: A GAEAC és TEAC a kiilonbo6z6 frakciok CUPRAC modszerrel mért értékei

Korrigalt Korrigalt
GAEAC| GAEAC |ACAEACH rpac | TEAC | ATEAC
-y értékek -y értékek
[pmol/g] érték s [pmol/g] érték s
szorasa szorasa
[pmol/g] [pmol/g]
ac-HA | 19,12 10,07 + 0,69 252,41 124,83 +9,8
ac-FA 8,85 5,18 + 0,68 107,59 55,86 +9,7
ac-HY | 23,15 18,75 + 0,86 309,31 247,24 + 12,2
al-HA 18,97 9,94 + 0,64 216,72 108,15 +94
al-FA 8,16 5,03 + 0,55 101,58 51,32 + 8,7
al-HY | 21,87 17,66 +0,91 294,23 236,45 + 11,7
[HSS
HAP 32,62 31,56 +0,12 315,48 287,48 +5,6
[HSS
HAL 38,56 34,82 +0,18 398,65 314,86 +5,2
[HSS
FAP 18,66 17,14 + 0,14 284,64 168,45 +4.,8
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5.2.4 Modositott Cuprac modszer eredményei

A mérés sordn ugyanazokat a kalibracidos gorbéket haszndltam, mint a CUPRAC-
modszer esetében (F3 abra). Az eredményeket a 4.5.7 fejezetben ismertetett kiértékelés alapjan
szamitottam ki. A QUECHER-CUPRAC modszerrel kapott GAEAC és TEAC eredményeket
a 14. tablazat foglalja 6ssze. Ennél a modszernél a korabban emlitett sajat fényelnyelési jelenség
nem zavar annyira, mint a CUPRAC méréseknél, de igy is megfigyelhetd.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy ezek a kapacitasértékek magasabbak, mint a
CUPRAC modszernél. Az eltérés fo oka az lehet, hogy ez a médszer a mintak szildrd formajat
hasznalja, amelyek az eljaras soran feloldodnak. Igy tobb funkcids csoport vehet részt a
reakcioban, mint a CUPRAC-moddszerben.

Itt is lathato, hogy az ITHSS mintak teljesitménye a legjobb, és a frakciokat tekintve
ugyanaz a sorrend figyelhetd meg, mint a CUPRAC modszernél, vagyis a HY frakciok a
legmagasabb GAEAC és TEAC értékkel rendelkeznek, amit a HA, majd az FA frakciok
kovetnek. Azt is elmondhatjuk, hogy az extrakcios modszer és a végso tisztasag nagyon fontos
a CUPRAC ¢és a QUENCHER CUPRAC modszerekkel mért antioxidans tartalom

szempontjabol, alapanyagtél fiiggetlentil.

14. tablazat: A kiilonbozo6 frakciok GAEAC és TEAC értékei a modositott, QUECHER-

CUPRAC médszer szerint

GAEAC| GURE [erikelc | "EAC | TERC | erckek

[pmol/g] | szorasa [umol/g] | szorasa
ac-HA 13,1 12,4 3,7 299.,4 292.5 +5,4
ac-FA 17,1 15,5 0,25 246,7 2247 +29
ac-HY 28,6 26,4 6,3 462,6 439,7 +43
al-HA 12,7 11,8 2,5 183,6 174,1 +3,7
al-FA 15,5 14,7 0,8 239.9 2173 + 1,1
al-HY 26,6 26,1 4,8 401,3 370,4 +4.4
IHSS HAP| 39,7 38,1 1,2 5554 523.9 +0,9
IHSS HAL| 41,5 41,2 0,6 541,2 5332 +2,1
IHSS FAP | 28,8 27,7 0,8 406,3 399,8 +1,3

A CUPRAC ¢és a QUENCHER-CUPRAC eredményeket oOsszevethetjiik a 15.
tablazatban bemutatott irodalmi TEAC adatokkal. Az 6sszehasonlitasbol azt a kovetkeztetést

lehet levonni, hogy a mintdink a kiilonb6z6 ndvényi kivonatokhoz hasonldan jé antioxidans
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hatéssal rendelkeznek. Az altalam mért €s az irodalmi hivatkozasok TEAC értékeit oszlop

diagrammon is abrazoltam a 27. abran.

15. tablazat: Kiilonb6z6 gylimolcsok €s kivonatok CUPRAC értékei a TEAC-ban kifejezve

Gyiimolcsok aﬁ)(lj;g /egl; Referencia
Eper 26
Malna 18
Szilva 18
Narancs 8 [262]
Spenot 7
Brokkoli 6
Hagyma 5
Novényi kivonatok -
Arvécska 510
Kakukkfii 400 1263]
Phyllum 200
Zeller 120
Medvehagyma 110

600
IHSS HAP 1HSS HAL

Arvéacska
500
ac-HY
Kakukkf( IHSS FAP
400 al-HY
c-HA
300
ac-FA al-FA
Phyllu

200 al-HA

Zeller vehag
. l '

m Kilonbozé gylimolcsok és kivonatok CUPRAC értékei
CUPRAC eredmények
B Modositott-CUPRAC eredmények

TEAC érték [umol TE/g]

o

27. abra: A kiilonb6z6 HSs frakciok CUPRAC, moédositott-CUPRAC, kilonbozé
gyiimolcsok és kivonatok TEAC értékei
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5.2.5 ESR meérések eredményei

A HSs mintdk antioxidans aktivitdsait a Bruker Co.-ndl automatizalt microESR
késziiléken mérettiik. A FA és a HY frakciok mutattak antioxidans aktivitast az ESR mérések
alapjan (28. abra). Az 6sszes tobbi mintanal nem volt megfigyelheté az ESR-jel csokkenése. A
1 M-os NaOH hozzdadasa a HA-mintdkhoz problémads lehet, mivel el6fordulhat, hogy a
vizsgalat nem miikodik magasabb pH-értékeken. A szoftver automatikusan illeszkedik a
kinetikus bomlashoz, és az FA és HY aktiv mintak antioxidans kapacitasanak kiszamitasa
elvégezhetd. Kiillonosen a Tempol belsd referencia gyokkoncentracidja €s a mintak 60 perc
utani gyokkoncentracidja kozotti kiilonbséget szdmoltuk ki, az eredményeket a 16. tablazat

tartalmazza.

34
32

30‘\'\'\_._/%’__‘

28

Tempol

—— FA

26

24

Gyok koncentracié [uM]

22
20

0 10 20 30 40 50 60
[d6 [perc]

28. abra: A gyokkoncentracio idobeli valtozasa dnmagaban a Tempol 6nmagaban ¢és a
Tempol FA és HY mintak jelenlétében
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16. tablazat: Kiilonb6z6 mintdk antioxidans kapacitasa microESR tesztek alapjan

A minta Antioxidans
Minta koncentracioja kapacitas

[mg/ml] [nM]
ac-FA 0,87 13,11
al-FA 0,66 7,38

IHSS FAP 0,27 6,13

ac-HY 0,39 4,49
al-HY 0,34 2,8

Néhany oldott mintdt Bruker ESR5000 berendezésen mértek. Ez egy masik asztali
rendszer, amely alacsonyabb koncentracidtartomanyban képes kimutatni a gyokoket. A hdrom
HA minta, a tézegbdl és Leonarditbol kivont két IHSS standard, olyan gydkjeleket mutat (29.
abra), amelyek szerves gyokokhoz rendelhetk [228, 264]. A gydkkoncentraciot a Spin Count
segitségével szamitottak ki, és az eredményeket a 17. tablazat mutatja be. Megjegyzendd, hogy

a kapillaris tivegében 1év0 szennyezddések altal okozott kis jel 337,5 mT-nal kissé torzitja az

eredményt.
100 -
IHSS HAL (15104H)
IHSS HAP (1S103H)
50 - — alHA
] g
<, Fal
- ok o ,‘;yvb’
: RTIMRatR h (s s O
E N _I-."‘-"’
-50
-100 1 1 | 1 | 1 1 |
335 3355 336 336,5 337 337,5 338 338,5 339

B [mT]

29. abra: Az oldott HA mintak ESR spektruma Bruker ESR5000 késziiléken mérve
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17. tablazat: A mintak g-faktora ¢és gyokkoncentracidja Bruker ESR5000 mérés alapjan

Minta neve g-faktor Radical konc.
IHSS HAP (1S103H) 2,0038 4,5x 10"
IHSS HAL (1S104H) 2,0041 10,2 x 10!

al-HA 2,0042 39x 10"

A 17. tablazatban szerepld mintak g-faktor értéke egybevag az irodalmi adatokkal, Witwicki és
munkatarsai megallapitottdk, hogy a HAs g-faktora 2,0035 koriili, ami 6sszhangban van a

szemikinon-tipust gy6kok jelenlétével [230].

5.2.6 ORAC mérés eredményei

A ORAC moddszerrel mért eredményeket a 18. tablazat tartalmazza. Az AOC
értekek kiszamitasdhoz hasznalt AUC értékeket a F1 tablazat tartalmazza. A modszerrel sikertilt
a szakirodalmi adatokban fellehetd értékeket produkalni a kinyert frakcidinkra. Szakirodalmi
adatokat Klein és munkatérsai [219] tanulmanyabol vettem és szintén tartalmazza dket a 18.
tablazat.

Az eredmények attanulmanyozasa utan elmondhatd, hogy a lugos kinyerésii mintak
szignifikansan nagyobb AOC értéket adtak, mint a savas feltarasi mintdk mindegyik frakcio
esetén. A lugos feltarasa mintak 25-55 %-kal adtak jobb eredményt a savas feltarast tarsaikhoz
képest. Szintén elmondhato, hogy az alapanyagként hasznalt anyagnak is hatdsa van a AOC
értekekre. Ha megfigyeljiik a HAL és HAP mintdk eredményét, amiket azonos mddon, de
kiilonbozd kiindulasi anyagbol vontak ki, akkor lathatjuk, hogy a HAL minta (leonarditbol
kinyert huminsav) AOC értéke majdnem a dupldja (77%) HAP minta AOC értékének (t6zegbdl
kivont huminsav). A sajat kinyerésii HA mintak AOC értékei kozel azonosak a referencia
mintakkal. A FA frakciok esetén azonban a referencia minta AOC értéke joval magasabb a sajat
kinyerésii FA frakcidoknal.

Tovabba megfigyelheté a HY frakciok magas AOC értéke. Sajnos irodalmi adatot nem
talaltam, amivel dsszevethetnénk, igy a meglévd adatokkal tudtam csak Gsszevetni. Az dsszes
frakcio koziil beleértve a referencia anyagokat is a HY mintdknak a legmagasabb az AOC
értéke. A 18. tablazat tartalmazza a GA altalam mért érétkét és a szakirodalmi értékét is, azért,
hogy bemutathassam, hogy a HY frakcio értéke ehhez all a legkdzelebb. Tehat az ORAC
modszer szerint mindegyik mintanak van antioxidans kapacitasa és koziilik a HY frakcio

kiemelkedik.
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A mért adatainkat mas anyagokkal is 0sszevetettem, hogy eltudjam helyezni a mar
ismert anyagokhoz képest a mi adatainkat. Ezen mas irodalmi értékeket a 19. tdblazat
tartalmazza. Ezekhez az értékekhez képest elmondhatd, hogy frakcidink igen magas
antioxidans kapacitassal rendelkeznek. Az altalam mért legkisebb AOC érték is nagyobb volt,
mint a leggyengébb, bemutatott magas antioxidans tartalmu élelmiszer. A HA frakciok kozépen
helyezkednének el a bemutatott irodalmi adatokhoz képest, kicsit jobb értékeket mutatnak a FA
frakciok. Azonban a HY frakciok messze kiemelkednek a bemutatott értékekhez képest.
Antioxidans kapacitasuk meghaladja az aszkorbinsav és az E-vitamin értékét és mindegyik
magas antioxiddns tartalmu élelmiszerét. Ezeket az eredményeket oszlop diagrammon is

abrazoltam a 30. abran.
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Fahéj, 6ralt o Bazsalikom, szaritva
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30. abra: A kiilonb6z6 HSs frakciok (zo61d), kiilonb6zo gyiimolesok és kivonatok (sotét és
vilagos kék) ORAC eredményei AOC értékben megadva

(O]

0

18. tablazat: Az ORAC moddszerrel mért mintdk eredményei AOC értékben kiszamitva

AOC érték |Irodalmi értékek mas HSs
[PM TE/mg] | frakciokra [nM TE/mg]
GA 5,97 6,35
ac-HA 1,03 0,3-2,07
ac-FA 0,85 1,08 - 2,56
ac-HY 4,06 -
al-HA 1,58 0,3-2,07
[219]
al-FA 1,35 1,08 - 2,56
al-HY 5,11 -
IHSS HAP 0,69 0,3-2,07
IHSS HAL 1,22 0,3-2,07
IHSS FAP 2,28 1,08 - 2,56
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19. tablazat: Mas vegyiiletek, gytimolcsok AOC értékei

Vegyiiletek

AOC érték

[uM TE/mg]

Aszkorbinsav (C-vitamin) 2,32
E-Vitamin 2,95
Galluszsav 6,35
4-hidroxi-benzoesav 13,11 [215]
Vanillinsav 20,46
Kumarsav 30,58
Gyiimolesok -
Fah¢j, 6rolt 2,67
Fekete aronia 0,16
Kis voros bab 0,14

[112]
Vad afonya 0,13
Voros vesebab 0,13
Pinto bab 0,12
Afonya 0,09
A cikk szerint magas antioxidans tartalmu élelmiszerek -
Szegftiiszeg, 6rolt 3,14
Sumac, korpa, nyers 3,12
Fah¢j, 6rolt 2,67
Cirok, korpa 2,40
Oregano, szaritva 2,00
Akacia bogyd, fagyasztva szaritott 1,61
Kurkuma, 6rolt 1,59

[112]
Cirok, korpa, fekete 1,01
Sumac, gabona, nyers 0,87
Kakao, szaraz por, cukrozatlan 0,81
Koménymag 0,77
Maqui bogyo, koncentralt por 0,75
Petrezselyem, szaritva 0,74
Cirok, korpa, voros 0,71
Bazsalikom, szaritva 0,67
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5.2.7 Sikertelen méresek

A mérések egy része sajnos nem hozott pozitiv/értékelhetdé eredményt. Ennek ellenére
fontosnak €reztem prezentalni, ezeket a nem sikeres probalkozasokat, hiszen ezek tanulsagosak
¢s szélesebb ismereteket biztositanak a HSs-r6l. Harom modszerrel nem sikeriilt igazolni a
mintdim antioxidans hatdsat, de ennek oka valoszinlileg nem a hatds hidnya, hanem a
modszerek valamilyen egyedi sajatos tulajdonsagara vezethetd vissza. Ezeket az eredményeket,

egy fejezeten beliil mutatom be.

5.2.7.1 Elektrokémiai mérések eredményei

Sajnos az altalunk alkalmazott mddszerrel sem sikeriilt megmérniink a mintaim
antioxidans tulajdonsagait. Habar vannak olyan tudoményos publikdciok pl. [218], ahol
sikeresen megmérték mar a HSs frakciok antioxidans hatdsat elektrokémiai a moddszerrel.
Azonban az ilyen tanulmanyokban madsfajta elektrodot hasznaltak. Az altalunk alkalmazott
elektréd egy egyedi a Pécsi Tudoméany Egyetem Kémiai Intézetében készitett modositott
feliileti szén elektrod volt [238]. A mérés feltételezésiink szerint azért nem sikeriilt, mert a GA
¢s a HSs frakcioink egyarant reakcioba Iéptek az elektroda oxidalt formajaval. Tehat redukaltak
az elektroda felszinét, igy egy passziv nem reakcidképes feliiletet 1étrehozva, amely gatolta a

tovabbi érdembeli méréseket.

5.2.7.2 FRAP mérés eredményei

Ezzel a mddszer sajnos nem tudtam kimutatni a mintdink antioxidans hatdsat. Ennek
oka a HSs egy masik tulajdonsagaval lehet magyarazni. A HSs-ok nagyon j6 komplexképzok
és a fémeket egy bizonyos kotési sorrend szerint kotik meg [265]. Némely fémeket gyengébben
némelyiket pedig erdsebben. Ebben az esetben mivel a modszer Fe ionokat tartalmaz a mintdink
pedig foként Ca/Mg/Na-ot, ezért ezeket az ionokat a HSs frakcidink szivesen lecserélik a Fe
ionokra. Ebbdl kifolyolag a reakcidé nem jatszodik le és az altalam alkalmazott FRAP
modszerrel nem tudtam megmérni a mintak antioxidans kapacitasat.

A mérés soran ennek kikiiszobolése érdekében itt is mint a tobbi modszernél is higitasi
sorral is probaltam megmérni, kikiiszobolni ezt a hibat. Sajnos ez sem hozott eredményt abban

a koncentracid intervallumban, melyben dolgoztam.
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5.2.7.3 Enzimes antioxidans aktivitas modszer eredményei

A mintédkat 1-200 ppm koncentracidtartomanyban vizsgaltdk. Mindkét tesztreakcid
soran az oldatok sajat szine jelentds mértékben befolyasolta a méréseket (31. abra). A mintak
kis koncentracio esetén nem mutattak aktivitast, a koncentracié novelésével pedig a mintak
sajat szine olyan nagy mértékben befolyasolta a méréseket, hogy érdemleges kovetkeztetéseket
nem tudtunk levonni bel8le. Igy ezen mérések alapjan nem jelenthetd ki, hogy a mintak kataléz

vagy szuperoxid-dizmutdz aktivitassal birndnak.
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31. abra: Az IHSS FAP (2S103F) mintara mért katalaz teszt (a) és SOD teszt (b)

eredményei

A 31. abran (a) jol lathatd, hogy kis koncentracioknal (1 ppm és 10 ppm) nem volt jelentds
valtozds az antioxiddnst nem tartalmazd minta spektrumahoz képest, mig magasabb
koncentracioknal az abszorbanciaban torténd csokkenés helyett jelentés mértékben néttek az
abszorbancia értékek. Ez a valtozas a minta erds barnds szinének tulajdonithato. A SOD teszt
esetén (31. abra (b)) hasonld jelenséget figyelhetiink meg. A pontokra illesztett gorbék
meredekségének csokkenése helyett, kis koncentraciokndl nincs valtozas a kontroll (enzimet
nem tartalmazd) mintahoz képest. 10 ppm esetén minimalis csokkenés kovetkezett be a
meredekségben, mig 100 ppm esetén allando értékre allt be, azonban ezen esetekben mar a
mérés kezdetkor (0 s) is magasabb abszorbancia értékek voltak mérhetdek, ami a mar korabban
emlitett jelenségnek tulajdonithaté. Mivel az abszorbancia értékeket jelentds mértékben

befolyasolja az oldatok sajat szine, igy ezekbdl relevans kovetkeztetéseket nem vonhatunk le.
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6. ERTEKELES, OSSZEFOGLALAS

Magyarorszag ¢és az egész Karpat-medence szerencsés foldrajzi szempontbol, mert
sokféle asvanykincsben bdvelkedik. Koztiik nagy szén vagyonnal és sok tézeggel rendelkezik.
Mindezek koziil a legspecidlisabb anyag a Dudaron fellelheté Leonardit (dudarit). Munkam
soran fontosnak tartottam, hogy olyan kiindulasi alapanyagbdl kezdjem meg a frakciok
kinyerését, amely hazankban elérhetd. Eppen ezért ezt a hazai leonarditot, dudaritot hasznaltam
¢és nyertem ki beldle a HS frakcidkat. A munka célja az volt, hogy bebizonyitsam, vajon a HSs
frakcioknak van-e valamilyen antioxiddns hatasa. Emellett fontosnak tartottam olyan két
kiilonbozo feltarasi eljarast hasznalni, amik ipari szempontb6l megvalosithatoak oly mddon,
hogy kovethetd legyen, hogy a kiilonbdzo feltarasi eljarasok milyen hatassal lehetnek a frakciok
antioxidans tulajdonsdgaira. Referencia anyagként a Nemzetk6zi Humuszanyag Tarsasag
(IHSS) HA ¢és FA frakcioit hasznaltam. A sajat kinyerésti mintakat fizikai-kémiai elemzésnek
vetettem ald, hogy megbizonyosodjak rola, hogy az eldallitott HA, FA és HY frakciok
ténylegesen megfelelnek a szakirodalomban tdmasztott elvarasoknak.

Az elem analizis soran nyert C/H/N/O/S értékekbdl a frakciokra szamolt jellemz6 H/C
vs. O/C adatokat 6sszevetettem a van Krevelen [190] diagramban fellelhet6 tobb szaz hasonlo
mérés eredményeivel. Potenciometrias sav-bazis titralas igazolta, hogy a savas (karboxil és
fenolos hidroxil) funkcids csoportok mennyisége a mintdimban a FA, HA és HY frakcidkra
jellemzd intervallumba esik. Spektralis vizsgalatokkal, (UV-Vis és a FT-IR spektroszkopia)
meghataroztam egyrészrél a HSs jellemzésére hasznalt spektralis indexeket (E4/E6, E2/E3,
URI aranyok), a jellemzd funkcids csoportjaikat és a kapott eredményeket 9sszevetettem a
referencia mintak értékeivel. Igy igazolva, hogy a megfeleld frakciokat sikeriilt elvalasztanom.
Az FT-IR mérések segitségével sikeriilt meghatarozni, hogy a két kiillonb6z6 kinyerési eljaras,
hogyan befolyésolja az antioxidans hatasaért felelds a funkcios csoportokat, tehat, hogy a
kinyeréseknek milyen hatasa van a frakciok antioxidans potencialjara. Masrészrdél az UV-Vis
spektroszkopiaval sikeriilt meghatarozni az egyes frakciok sajat fényelnyelését a hasznalt
antioxidans tesztek mérési tartomanydban. Az elemanalitikai és a spektralis eredmények
alapjan megallapithato, hogy az altalam kinyert HSs frakciok megfelelnek a szakirodalmi
értékeknek, valamint a referencia mintakkal 6sszehasonlitva is hasonlésagokat mutattak.

Miutdn meggydzddtem arrol, hogy a mindkét kinyerési eljaras soran valoban megfeleld
frakciokat valasztottam el, megkezdtem az antioxidans vizsgélatokat. Kiilonbdz6 antioxidans

hatast méré modszerekkel vizsgaltam a sajat és a referencia mintakat. Voltak olyan eljarasok,
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amikkel nem sikeriilt eredményt elérni, de az altalam elvégzett tesztek tobbsége pozitiv
eredménnyel zarult. Tobb eljarast is alkalmaztam, azért, hogy szélesebb korben tudjam
vizsgalni a mintdink antioxidans tulajdonsagat. Mivel mindegyik modszer mas
hatdsmechanizmuson alapszik és mas teszt vegyiiletet hasznal, ezért a kapott eredmények
hatasban eltértek egymastol. A tobb fajta modszer hasznalatanak az eldnye, hogy atfogo képet
adnak a frakcidk antioxidans hatasardl. Minden altalam elvégzett vizsgalat in vitro teszt volt (in
vivo modszerek alkalmazédsara nem volt lehetdséglink).

Az els6 alkalmazott modszer az 6sszes fenolos csoport meghatarozéasara szolgalt (TPC
modszer), igaz ez a modszer nem kdzvetleniil az antioxiddns hatést vizsgalja, de eredményeibol
kovetkeztetni lehet arra, hogy a vizsgalt anyagok rendelkeznek-e antioxidans tulajdonsagokkal.
Az eredmények azt mutatjak, hogy a HA mintak tartalmazzak a legtobb fenolos csoportot a
kiilonbozo frakciok koziil. Ha rangsoroljuk a fenolos tartalmuk szerint a mintakat, akkor a HS
frakciok allndnak els6 helyen, a HY frakciok koézépen, a FA pedig a legalacsonyabb
fenolcsoport-tartalommal rendelkeznek. Ez korreldl a UV-Vis eredményekkel és a frakciok
spektralis indexeibdl becsiilt relativ molekula méretével is. Az eredményekbdl lathato, hogy a
koriiltekintden tisztitott IHSS referencia mintdk jobb eredményeket mutattak Az eredményeim
alapjan elmondhato, hogy az extrakcios modszer €s a végso tisztasag is nagyon fontos a TPC-
tartalom szempontjabol, fliggetleniil az alapanyagtol.

A kovetkezd modszer, amivel vizsgaltam a mintdimat a DPPH modszer volt. A sajat
eredményeimet Osszevetettem tobb szakirodalomban fellelhetd egyéb anyag IC50 értékével.
Mivel viszonylag 11j anyagokrol beszéliink fontosnak érzem, hogy ne csak szamértékeket
kozoljek roluk, hanem el tudjam helyezni ezen értékeket a mar jol ismert antioxidansokhoz
vagy élelmiszerekhez képest. Erzékeltetve, hogy a HS frakcioknak mekkora jelentéségiik lehet,
mint antioxidans hatéanyagok. Az eredményekbdl lathatjuk, hogy mindegyik frakcionak
gyokfogo hatdsa van, de a leghatékonyabbak a referencia mintak, azon beliil is az IHSS HA
frakciok. A sajat kinyerésti mintak koziil a HY-frakciok rendelkeznek a legerdsebb gydkfogo
kapacitassal, ezt szorosan kovetik a HA-frakciok, majd az FA-frakciok. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a lugos extrahdlasi mintak nagyobb antioxiddns hatist mutatnak, mint a
savas extrakcios frakciok.

A kovetkezd mérési modszerek, amikkel vizsgalodtam a CUPRAC ¢és a moddositott
CUPRAC modszer volt. Ezek a modszerek mar kozvetleniil antioxidans hatast vizsgalnak. A
modositott CUPRAC modszert pedig kifejezetten azért valasztottam ki, mert azt ugy
modositottak, hogy optimalisan lehessen vele HSs-ok antioxidans hatdsat mérni. A mért

adatoknal itt is alkalmaztam a korrekciot és az eredményeimet Osszevetettem mas anyagok
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szakirodalmi értékeivel. A CUPRAC vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy mindegyik
frakcionak van antioxidans hatasa. A legjobb értékek szintén az IHSS mintakhoz tartoznak. A
sajat kinyerést frakciokat tekintve a HY frakciok rendelkeznek a legmagasabb GAEAC és
TEAC értékkel, ezt kovetik a HA-frakciok, végiil a FA-frakciok. A moédositott CUPRAC
eredmények azt mutatjak, hogy ezek a kapacitasértékek magasabbak, mint a CUPRAC
modszernél. Az eltérés 6 oka az lehet, hogy ez a mddszer a minték szilard formajat hasznalja,
amelyek az eljaras soran feloldodnak. Igy tobb funkcios csoport vehet részt a reakcioban, mint
a CUPRAC-modszerben. Az eredmények €s a rangsoruk megegyezik a CUPRAC moddszer
esetén kapottakkal. Itt is elmondhatod, hogy az extrakcids modszer és a végso tisztasag nagyon
fontos az antioxidans hatas szempontjabol, alapanyagtol fiiggetleniil.

A kovetkezé modszer az ORAC modszer volt, amivel vizsgalddtam. Ez egy mas fajta,
a hidrogén atom transzfer mechanizmuson (HAT) alapulé antioxiddns kapacitdst méro
modszer. Informaciot ad a mért anyagok antioxidans kapacitasardl. Az eredmények értékelése
utan elmondhatd, hogy a lugos kinyerésii mintak szignifikansan nagyobb AOC értéket adtak,
mint a savas feltarasti mintdk mindegyik frakcio esetén. A sajat kinyerésit HA mintdk AOC
értekei kozel azonosak a referencia mintdkkal. A FA frakciok esetén azonban a referencia minta
AOC értéke joval magasabb a sajat kinyerésti FA frakcioknal. Az 6sszes frakcio koziil beleértve
a referencia mintdkat is a HY mintdknak a legmagasabb az AOC értéke, ami hatalmas
meglepetés volt szamomra. Tovabbi ndvumként emelném ki, hogy sikeresen megmértem a HY
frakcio AOC értékeit. Mig a HA ¢és a FA frakcidkra talaltam szakirodalmi értékeket az AOC
értékekre, addig a HY frakciora semmilyen adatot nem taladltam. Meg kell jegyezni, hogy a HY
kevéssé vizsgalt HS frakcio, antioxidans potencialjukat igaz DPPH moédszerrel mar tesztelték,
de nem kozoltek 6sszehasonlitasra alkalmas adatokat.

A mintaimat megmérettem egy specialis ESR méré modszerrel is. Ezt az antioxidans
hatds mérésére fejlesztett ESR modszert eddig sikeresen alkalmaztak kiilonféle €lelmiszerek
antioxidans kapacitdsanak meghatdrozasara. Az ESR moddszer eredményei alatdmasztottak a
tesztelt frakciok antioxidans potencialjat.

Ahogy emlitettem voltak olyan modszerek, amikkel nem sikeriiltek az antioxidans
hatast igazolnom. Ilyen volt példaul a FRAP modszer. Ennek okat a HSs komplexképzd
tulajdonsagaval lehet magyarazni, mivel a modszer Fe ionokat tartalmaz, a mintdink pedig
foként Ca/Mg/Na-ot, ezért ezeket az ionokat a HSs frakcidink szivesen lecserélik a Fe ionokra.
Ebbdl kifolydlag a reakcid nem jatszodik le és a FRAP modszerrel nem tudtam megmérni a
mintak antioxidans kapacitasat. Tovabba probaltam még elektrokémiai modszerrel is

bizonyitani a mintdk antioxidans hatasat. Feltételezésiink szerint azért nem volt sikeres ez a
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mérés, mert mintak redukaltak az elektrod feliiletén talalhatdo modositott réteget. A disszertacio
befejezéséig viszont nem sikeriilt olyan elektrédot fejleszteni, amivel sikeresen meg lehetne
mérni a mintainkat. Enzimatikus méréssel is probalkoztunk, de a minték kis koncentracié esetén
nem mutattak aktivitast, a koncentracié novelésével pedig a mintdk sajat szine olyan nagy
mértékben befolyasolta a méréseket, hogy érdemleges kovetkeztetéseket nem tudtunk levonni
beldle

Az éltalam kivalasztott modszerek tobbségével sikeriilt igazolnom, hogy az éaltalam
kinyert frakcidknak van valamilyen antioxidans tulajdonsaga, legyen sz6 akar antioxidéans
kapacitasrol, antioxiddns hatasrél vagy gyokfogd képességrol. Némelyik modszerrel
kiemelkedd, némelyik modszerrel pedig gyenge hatést sikeriilt bizonyitani.

A fenti eredmények alapjan elmondhato, hogy a feltételezésiink, miszerint az extrakcios
modszer nemcsak a frakciok fizikai-kémiai tulajdonsagait, hanem a szabad gyokfogd
képességét is befolyasolja, beigazolodott. Az is elmondhaté az eredmények alapjan, hogy az
alapanyagként hasznalt leonardit vagy t6zeg nem befolyasolja olyan nagy mértékben az
eredményeket, mint a kivonasi modszer.

Altalanossagban elmondhato, hogy a savas kinyerésii mintak antioxidans potencialja
jobb, mint a lugos kinyerésiické. A legtobb mérés esetében a sajat kinyerésii frakciok
antioxidans hatdsa elmaradt a referencia mintakhoz viszonyitva (kivéve az ORAC és ESR
méréseket), ennek oka valoszinlileg az, hogy az IHSS-mintdk sokkal tobb extrakcios,
elvalasztasi ¢€s tisztitasi Iépésen esnek at a kinyerésiik soran, ezaltal a sajat kinyerésii mintaknal
sokkal tisztabbak. A frakciokat, ha egymashoz képest szeretnénk elhelyezni antioxidans
hatasban, akkor elmondhato, hogy a legtobb modszer esetében a HY frakciok adtdk a legjobb
eredményeket, utana kovetkeztek a HA frakciok és végiill a FA frakciok (ezeket az
eredményeket az F2. tdblazatban foglaltam 0ssze). Ez két mddszer esetében alakult masként. A
TPC moédszernél a HA frakciok teljesitettek a legjobban, majd a HY és FA frakciok kovették.
Az ESR méréseknél a FA frakciok bizonyultak a legjobbnak, amiket a HY frakciok kovettek.
Mindenképp Ujdonsag és egyben nagy meglepetés volt HY frakcio vizsgalata, hisz ezen
frakcionak volt a sajat kinyerésii mintak k6zol a legjobb antioxidans hatasa. Eredményei néha

megkozelitették és egy esetben meg is haladtak a referencia mintdk antioxidans hatasat.
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SUMMARY

Hungary and the entire Pannonian Basin are geographically fortunate due to their
abundance of diverse mineral resources, including significant coal and peat deposits. Among
these, the most unique material is Leonardite (dudarite), found in Dudar. In my research, |
considered it essential to begin the extraction of fractions from a starting material that is readily
available in Hungary. Therefore, I used this domestic Leonardite, or dudarite, to extract humic
substance (HS) fractions. The primary goal of this work was to determine whether these HS
fractions possess any antioxidant properties. Additionally, I found it important to use two
different extraction methods that are industrially feasible to observe how various extraction
methods may influence the antioxidant properties of the fractions. As reference materials, [ used
the humic acid (HA) and fulvic acid (FA) fractions provided by the International Humic
Substances Society (IHSS).

The self-extracted samples underwent physicochemical analysis to ensure that the HA,
FA, and HY fractions produced were consistent with the expectations outlined in the literature.
I compared the characteristic H/C versus O/C data, calculated from the elemental analysis
(C/H/N/O/S) of the fractions, with the results of hundreds of similar measurements documented
in the van Krevelen diagram. Potentiometric acid-base titration confirmed that the quantity of
acidic functional groups (carboxyl and phenolic hydroxyl) in my samples fell within the range
typical for FA, HA, and HY fractions. Through spectral analyses, including UV-Vis and FT-IR
spectroscopy, I determined the spectral indices (E4/E6, E2/E3, URI ratios) used to characterize
HSs, and identified their characteristic functional groups. The obtained results were compared
with the values of reference samples, thus confirming that the correct fractions had been
successfully separated. FT-IR measurements allowed me to determine how the two different
extraction procedures influenced the functional groups responsible for the antioxidant effect,
thereby revealing the impact of extraction methods on the antioxidant potential of the fractions.
Additionally, UV-Vis spectroscopy was employed to determine the inherent light absorption of
each fraction within the measurement range of the applied antioxidant tests. Based on the
elemental and spectral analysis results, it can be concluded that the extracted HS fractions are
consistent with literature values and exhibit similarities when compared to reference samples.

After confirming that the appropriate fractions were successfully separated using both
extraction methods, I proceeded with antioxidant assays. Various antioxidant measurement

methods were applied to both my own samples and reference samples. While some methods
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did not yield results, the majority of the tests conducted resulted in positive findings. Multiple
methods were employed to provide a comprehensive examination of the antioxidant properties
of the samples. Given that each method is based on a different mechanism of action and utilizes
different test compounds, the results obtained varied in their effects. The advantage of using
multiple methods is that they provide a holistic view of the antioxidant activity of the fractions.
All tests conducted were in vitro (in vivo methods were not feasible).

The first method used was the Total Phenolic Content (TPC) method, which does not
directly measure antioxidant activity, but allows for inferences about whether the tested
substances have antioxidant properties. The results indicate that HA samples contain the highest
number of phenolic groups among the different fractions. Ranking the samples by phenolic
content places the HS fractions first, HY fractions in the middle, and FA fractions with the
lowest phenolic group content. This correlates with the UV-Vis results and the relative
molecular sizes of the fractions, as estimated from their spectral indices. The results show that
the carefully purified IHSS reference samples produced better outcomes. Based on my findings,
it can be stated that the extraction method and final purity are critical for TPC content,
regardless of the raw material used.

The next method applied was the DPPH assay, where I compared my results with IC50
values of other substances reported in the literature. Given that these are relatively new
substances, [ believe it is important not only to report numerical values but also to contextualize
these values in relation to well-known antioxidants or foods, to indicate the potential
significance of HS fractions as antioxidant agents. The results show that all fractions exhibit
radical scavenging activity, with the reference samples, particularly the IHSS HA fractions,
being the most effective. Among the self-extracted samples, HY fractions possess the strongest
radical scavenging capacity, followed closely by HA fractions and then FA fractions. Generally,
fractions extracted using alkaline methods exhibit greater antioxidant activity than those
extracted using acidic methods.

The following methods used were the CUPRAC and modified CUPRAC assays, which
directly measure antioxidant effects. I specifically chose the modified CUPRAC method
because it was optimized for measuring the antioxidant effects of HSs. I applied corrections to
the measured data and compared my results with literature values for other substances. The
CUPRAC tests confirmed that all fractions have antioxidant activity, with the highest values
observed in the IHSS samples. Among the self-extracted fractions, HY fractions had the highest
GAEAC and TEAC values, followed by HA and FA fractions. The modified CUPRAC results
indicated that these capacity values were higher than those obtained with the standard CUPRAC
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method. The main reason for this discrepancy is likely that the modified method uses the solid
form of the samples, which dissolve during the procedure, allowing more functional groups to
participate in the reaction compared to the standard CUPRAC method. The results and their
rankings were consistent with those obtained using the CUPRAC method. Once again, it can
be concluded that the extraction method and final purity play a critical role in antioxidant
activity, regardless of the raw material used.

The next method I applied was the ORAC assay, which measures antioxidant capacity
based on a different mechanism, the hydrogen atom transfer (HAT) mechanism. This method
provides information about the antioxidant capacity of the tested substances. After evaluating
the results, it can be concluded that the alkaline-extracted samples exhibited significantly higher
AOC values than the acid-extracted samples across all fractions. The AOC values of the self-
extracted HA samples were nearly identical to those of the reference samples. However, for the
FA fractions, the AOC of the reference sample was significantly higher than that of the self-
extracted FA fractions. Among all fractions, including the reference samples, the HY samples
had the highest AOC values, which was a significant and unexpected finding. Additionally, I
successfully measured the AOC values of the HY fractions, a notable achievement as there is
limited data available for HY fractions in the literature. While literature values exist for the
AOC of HA and FA fractions, I could not find any data for HY fractions.

I also measured my samples using a specialized ESR (electron spin resonance) method.
This ESR method, developed for measuring antioxidant activity, has been successfully applied
to determine the antioxidant capacity of various foods, and I was able to demonstrate its
effectiveness on my samples. The ESR method results supported the antioxidant potential of
the tested fractions.

As mentioned earlier, there were methods that did not successfully verify the antioxidant
effect of the samples. For example, the FRAP method did not yield results, likely due to the
complexing property of HSs, as the method involves Fe ions, and our samples primarily contain
Ca/Mg/Na ions, which readily replace Fe ions in the HS fractions, preventing the reaction from
occurring. Consequently, I could not measure the antioxidant capacity of the samples using the
FRAP method. Additionally, I attempted to demonstrate the antioxidant activity of the samples
using electrochemical methods. It is assumed that this measurement was unsuccessful because
the samples reduced the modified layer on the electrode surface. However, until the completion
of this dissertation, we were unable to develop an electrode capable of successfully measuring

our samples. Enzymatic assays were also attempted, but the samples showed no activity at low
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concentrations, and as the concentration increased, the intrinsic color of the samples interfered
with the measurements to such an extent that no meaningful conclusions could be drawn.

With most of the methods I applied, I was able to demonstrate that the fractions I
extracted possess some level of antioxidant properties, whether in terms of antioxidant capacity,
antioxidant activity, or radical scavenging capacity. Some methods demonstrated outstanding
effects, while others showed weaker effects.

Based on the above results, it can be concluded that our hypothesis that the extraction
method affects not only the physicochemical properties of the fractions but also their free
radical scavenging capacity has been confirmed. It can also be concluded from the results that
the raw material used, whether Leonardite or peat, does not influence the results as significantly
as the extraction method.

In general, it can be stated that the acid-extracted samples exhibited better antioxidant
potential than the alkaline-extracted ones. In most measurements, the antioxidant effect of the
self-extracted fractions was lower compared to the reference samples (except for the ORAC
and ESR measurements), likely due to the fact that the IHSS samples undergo many more
extraction, separation, and purification steps, making them much purer than the self-extracted
samples. When comparing the fractions in terms of antioxidant activity, it can be said that for
most methods, the HY fractions produced the best results, followed by the HA fractions, and
finally the FA fractions (these results are summarized in Table F2). This ranking differed in
two methods: in the TPC method, HA fractions performed best, followed by HY and FA
fractions, while in the ESR measurements, FA fractions were the most effective, followed by
HY fractions. The HY fraction was both a novelty and a significant surprise, as it exhibited the
best antioxidant activity among the self-extracted samples, with its results sometimes

approaching and in one case exceeding the antioxidant activity of the reference samples.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani témavezetomnek, Dr. Tombacz Etelka egyetemi
tanarnak, aki szakmai és személyes tdmogatdsaval mindvégig segitett. Szeretném megkdszonni
neki a rengeteg tanitast, tiirelmet, iranymutatdst és timogatasat. Lehetdvé tette szamomra hazai
¢s nemzetkdzi konferencidkon valo részvételt, ezaltal segitve szakmai tapasztalatok
megszerzEését és €letre szolo ¢élmények megélését.

Szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik doktori értekezésem
elkészitéséhez kapcsoldédd munkdmban segitettek. Szeretnék kdszonetet mondani a Szegedi
Tudomany Egyetem Mérnoki Karanak Elelmiszermérnoki Intézetének, hogy lehetévé tették a
méréseket laboratoriumukban. Szeretnék koszonetet mondani Fehér Anikonak az
Elelmiszermérnoki Intézetének munkatarsanak, aki segitett a mérések soran. Tovabba az MTA-
SZTE "Lendiilet" Biokolloid Kutato csoportnak az enzimatikus mérések elvégzéséért, valamint
az SZTE Kornyezet-biologia és Kornyezeti Nevelés Tanszéknek a fehérvérsejtes vizsgalatok
lebonyolitasaért. Nem utolsd sorban a Pécsi Tudomany Egyetem Természet Tudomanyi
Karanak Kémia Intézetének, hogy lehetvé tették az elektrokémiai méréseket.

Koszonetet szeretnék mondani Alessandro Piccolo professzor trnak, hogy az elem
analiziseket és az FT-IR méréseket a Napolyi Federico II. Egyetemén elvégezhettem.

Koszonetet szeretnék mondani édesapamnak Dr. Csicsor Janosnak, egyben a Hymato
Products Kft tigyvezetdjének, hogy a Covid alatti bezarasokban és utdna is rendelkezésemre
bocsajtotta a cég laboratériumat és berendezéseit, ahol az antioxidans mérések nagy része
tortént.

Leirhatatlanul halds vagyok a Csalddomnak ¢és szeretteimnek, a sok biztatdsért,
lelkesitésért, tiirelemért és aldozatért, amit télik kaptam. Koszondm, hogy itt tarthatok az
utamon, mindent kdszonok! Koszonom feleségemnek Csicsor-Kulcsar Petranak, hogy végig

mellettem allt és timogatott a munkam soran.
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Fiiggelék

F1 abra: A kiilonb6z6 minta koncentracidkhoz tartozé UV-Vis spektrumok: (a) a lugos

kinyerésti HA frakcio spektrumai, (b) a lugos kinyerésii FA frakci6 spektrumai, (c) a lugos

kinyeréstt HY frakci6 spektrumai
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Ahsorbancia
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F2 abra: A galluszsav kalibralasi gorbéje a TPC modszerhez
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Abszorbancia

Abszorbancia

F3 abra: A Trolox kalibracios egyenese a CUPRAC modszer szamolasahoz
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F4 abra: A galluszsav kalibracios egyenese a CUPRAC moddszer szamolasahoz
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F1 tablazat: Az ORAC modszernél hasznalt, az AOC értékek kiszamitasahoz hasznalt AUC

értekek, amiket a gorbe alatti teriiletekbdl szdmoltam ki a (1)-es és (2)-es egyenletek

segitségével. A TROLOX molalitasa 15 uM volt

AUC értékek
Vak 50,21
Trolox 52,02
GA 57,43
IHSS FAP 52,96
IHSS HAP 51,05
IHSS HAL 51,69
ac-FA 51,24
al-FA 51,84
ac-HY 55,13
al-HY 56,39
ac-HA 51,46
al-HA 52,12

F2 tablazat: Az 6sszes eredmény 0sszefoglaldsa és az eredmények rangsoroldsa egy

tablazatban.
TPC DPPH CUPRAC CUPRAC ORAC
GAE értékben ICso konc. | TEAC értékben | TEAC értékben | AOC értékben
[mg GAE/g] [ug/mL] [umol/g] [umol/g] [uM TE/mg]
IHSS HAP 471,2 53 287.,4 523.9 0,69
IHSS HAL 446,9 57 314.8 5332 1,22
THSS FAP 154,1 326 168.4 399.8 2,28
al-HA 300,6 180 108,1 174,1 1,58
al-FA 81,1 310 51,3 2173 1,35
al-HY 152.5 190 236.5 370,4 5,11
ac-HA 3103 260 124.8 292.5 1,03
ac-FA 86,8 400 55,8 2247 0,85
ac-HY 174,5 200 2472 439,7 4,06
Rangsor az
0sszes minta - - - - -
koziil
1. IHSS HAP ITHSS HAP IHSS HAL IHSS HAL al-HY
2. IHSS HAL IHSS HAL IHSS HAP IHSS HAP ac-HY
3. ac-HY al-HA al-HY al-HY IHSS FAP
Rangsor csak a
sajat kinyerési - - - - -
mintak koziil
1. ac-HA al-HA ac-HY ac-HY al-HY
2. al-HA ac-HA al-HY al-HY ac-HY
3. ac-HY ac-HY ac-HA ac-HA al-HA

133




