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1. BEVEZETES

Napjainkban az egészséges taplalkozassal kapcsolatban, valamint az élelmiszeriparban és a
gyogyszeriparban is egyre nagyobb figyelmet kapnak a novényi eredetli mdasodlagos
anyagcseretermékek. Ilyen szekunder metabolitok pl. a polifenolok egy csoportja a polimer
procianidinek. Ezek szamos gylimdlcsben €s zoldségben megtalalhatdak.

Az almalégyartas soran keletkez6 melléktermék, az almatorkoly, értékes forrasa lehet ezen
bioaktiv anyagoknak. Mindamellett, hogy csokkentjiik az értékes anyagok veszteségét és a
szeméttermelés mennyiségét, ezeket az anyagokat kivonva és felhasznalva meglévé vagy 1j
termékek dusitasara is alkalmazhat6, megndvelve azoknak a taplalkozasi értékét. Az ipari
hasznositas és alkalmazhatdsag szempontjabol azonban elengedhetetlen a megfeleld analitikai
modszerek kidolgozasa, melyek lehetévé teszik a polimer procianidinek pontos és megbizhatd

azonositasat, kvantifikalasat, valamint esetleges szerkezeti jellemzését is.



2. CELKITUZES

Diplomamunkam célja egy korszerti, szelektiv és reprodukalhaté analitikai modszer fejlesztése,
mellyel az almatorkolybdl nyert polimer procianidinek vizsgéalhatdak. A kidolgozott modszerrel
lehetéség nyilik nemcsak a vegyiiletek mennyiségi meghatarozasara, hanem azok
polimerizaltsagi fokanak ¢és milyenségének, felépitési jellemzdinek és potencialis
alkalmazhatosadganak vizsgalatara is. A kutatds soran tovabbi célom a kiilonbozd 1étezd
modszerek vizsgélataval a mintaeldkészités és kromatografias modszer optimalizalasa.

A dolgozat célja tehat kettds: egyrészt hozzajarulni a fenntarthatd nyersanyag-hasznositashoz
az almatorkoly értéknovelt feldolgozasan keresztiil, masrészt egy tudomanyosan megalapozott,
gyakorlati szempontbol is alkalmazhat6 analitikai protokoll 1étrehozésa polimer procianidinek

vizsgélatara.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az alma

A nyugati, mérsékelt égovi diétaban az alma, a rézsafélék csaladjaba tartoz6 almafa a Malus
domestica faj termése, az egyik legszélesebb korben fogyasztott gyiimolcs, magas
vitamintartalma mellett a nem eszencialis mikrotapanyagok, mint példaul a polifenok forrésa is
(1.4bra) (Mari és mtsai., 2010). Az Amerikai Egyesiilt Allamok Mez6gazdasagi Minisztériuma
(USDA) 2019-es adatai alapjan a vilag éves almatermelése eléri a 75-80 milli6 tonnat, melybdl
kb. 60-65 milli6 tonna friss fogyasztasra és 10-12 millidtonna ipari feldolgozésra keriil.
Vilagszerte kdzkedvelt gytimdlcs, feldolgozva €s frissen egyarant fogyasztjak. Fogyasztasaval
az emberi szervezet napi polifenol vegyiiletek bevitelének 22%-4t teszi ki (Vinson és mtsai.,
2001; Nkuimi Wandjou és mtsai., 2020). A teljes kivonhat6 polifenol tartalom tekintetében a
gylimolcsoket Osszevetve a masodik helyen 4all a 1,10 és 3,57 g/kg kozé esé polifenol
tartalmaval, valamint a legtobb szabad fenolos vegyiiletet tartalmazza (Sun és mtsai., 2013).

Zsirsavak

Antocianidinek

Flavonoidok 5
Oligomer és polimer

flavonoidok

Flavonolok

Szerves savak

Klorogénsavak

Hidroxi

P
fahéjsavak
/ Fenolsavak :

Terpének Hidroxi
benzoesavak

1. abra: Az almaban talalhat6 f6bb polifenolok (sajat abra)

3.2. Polifenolok

A polifenolok a ndvényi eredetii bioaktiv vegyiiletek egyik legnagyobb és legvaltozatosabb
csoportjat alkotjak mely tobb, mint 8000 tagot szamlal és melyek szdmos élelmiszerben
megtalalhatoak (Abranko, 2018). Legnagyobb mennyiségben gyiimdlcsokben (ezzel egyiitt az
almafa termésében) lelhetdek fel, de jelen vannak magvakban, zdldségekben is, mint
természetesen eléforduld masodlagos anyagcseretermékek (Sun és mitsai., 2013). Ezek a
vegyiiletek a novények életében kiilonféle védelmi funkciot latnak el, pl.: stresszhatasok, UV
fény behatds vagy patogének ellen. A legnagyobb mennyiségben eléforduld étrendi
antioxidansok koz¢ tartoznak, az 4tlagos napi fogyasztasuk megkdzelitdleg 1 gramm
személyenként (Ghosh és Scheepens, 2009). Ezentul elfogyasztasukkal az emberi szervezetre

is szamos ¢élettanilag kedvezd tulajdonsidggal rendelkeznek, antikarcinogén, antimikrdbas,
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gyulladascsokkentd €s neuroprotektiv hatdsuak, ugyanakkor nem esszencialis anyagok (Castro

¢és mtsai., 2018; Grzesik és mtsai., 2018).

3.2.1. A polifenolok fébb csoportjai

A polifenolok kémiai szerkezete rendkiviil valtozatos és szertedgazo, ugyanakkor egy kozos
sajatsaguk van. Egy benzolgylrlt tartalmaznak, melyhez egy vagy tobb hidroxil-csoport
kapcsolodik €s a monomerektdl az dsszetett hosszu lancu csersavakon at a kombinécid szinte
végtelen lehet. Ezt a nagy vegyiiletcsaladot két csoportra oszthatjuk a flavonoidokra €s a nem-
flavonoidokra. (Abranko, 2018). A nem-flavonoid vegyiiletek koz¢ tartoznak a fenolos savak,
a stilbének, a lignanok és mas polifenolok (1. tdblazat) (Vauzour, 2014). A flavonoidokat pedig
hat alcsoportra osztjak: flavonok, flavonolok, flavanolok, flavanonok, izoflavonok ¢&s

antocianok (Dai és Mumper, 2010).

1. tablazat: Polifenolok osztalyozasa

Alosztaly Polifenolok Forras
Nem-Flavonoidok

Stilbének rezveratrol sz016héj, vorosbor, afonya

és fekete szeder

Lignanok szekoisolaricirezinol lenmag, gabonafélék
Flavonoidok
Flavonok apigenin, luteolin petrezselyem, zeller
Flavonolok kaempferol, kvercetin hagyma, poréhagyma,
brokkoli
Flavanolok katechin, epikatechin, z6ld tea, vorosbor, csokoladé
epigallokatechin,

epigallokatechin-gallat

Flavanonok heszperetin, naringenin citrusfélék, paradicsom
Izoflavonok daidzein, genisztein, glicitein ~ szdja és szojatermékek
Antocianok pelargonidin, cianidin, vorosbor, bogyos gylimdlesok
malvidin (pl. feketeribizli, malna,
szeder)

A flavonoidok a polifenolok legnagyobb és legtobbet kutatott csoportjat alkotjak. Ezen

vegyiiletek szerkezetében egy 15 szénatomos vaz (C6-C3-C6) taldlhato, amely két aromas



gylirib6l (A és B gytirli), valamint egy kozejiik ¢kelddd harom szénatomos egységbol (C gytiri)
all. Az A-gytrt szerkezete lehet floroglucinol-tipusu (meta-trihidroxilezett) vagy rezorcinol-
tipusu (meta-dihidroxilezett) formdban is. A B-gylri lehet monohidroxilezett, orto-
dihidroxilezett vagy szomszédos helyzetl (vicinalis) trihidroxilezett. A kozponti heterociklusos
C-gytirti leggyakrabban harom formaban fordul eld y-piron, pirilium és piran (Aron és Kennedy,
2008). Ez a vaz szamos szerkezeti variaciot tesz lehetévé, amely alapjan a 2.4bran lathatéd

alcsoportokat tartjuk szamon.

flavon

izoflavon

)

flavonol

5 104
/ flavonoidvaz
o ) l o )
? g
90
OH
¥
. SIS
O
antocianidin O flavan-3-ol

o)
flavanon

2. abra: A flavonoid-alapvaz ¢€s a legfontosabb flavonoid alosztalyok alapvazai (Abranko,
2018)

Ezentul a kromdn (jelen esetben a C-gylirli) és az aromds gyliri (B-gylirll) kapcsolodasi
helyzete hatarozza meg a benzopiran osztalyat. Ebbdl addéddan beszélhetiink 2-
fenilbenzopiranrol  (flavonoidokrol), 3-fenilbenzopiranrdl (izoflavonoidokrol) és  4-
fenilbenzopiranrol (neoflavonoidokrél) (3.4bra). Amennyiben 6ttagi heterociklusos gytirtit
tartalmaz a vaz, abban az esetben auronoknak nevezziik. Egyéb flavonoid modositas is
jellemzd, mely még nagyobb komplexitast eredményez. Ilyen modositasok a hidroxilcsoport
O-glikozilalasa, C-glikozilalasa, metoxilezés, valamint prenil- vagy alkilcsoportok kovalens
kapcsolddasa a flavonoid vazhoz, tovabba tovabbi gytiriik kondenzacioja a flavonoid maghoz

(Aron és Kennedy, 2008; Dai és Mumper, 2010).



Flavonoid vaz Izoflavonoid vaz Neoflavonoid vaz

3. abra: Flavonoid, Izoflavonoid és Neoflavonoid vaz felépitése (Internet 1.)

A C-gylriit megfigyelve, annak telitettsége ¢és oxidaltsagi allapota alapjan a 2-
fenilbenzopirdnok tovabb oszthatok nyolc alcsoportra: flavan, flavanon, flavon, flavonol,
dihidroflavonol, flavan-3-ol, flavan-4-ol ¢és flavan-3,4-diol. Koztik a flavan-3-olok
(flavanolok) a legnagyobb és legelterjedtebb monomer flavonoid csoportot képviselik, és ezek
alkotjak a kondenzalt proantocianidinek (procianidinek) fé szerkezeti egységeit is (Aron és

Kennedy, 2008; Libro és mtsai., 2016).

3.3. Procianidinek — a flavonolok polimerizalt formai

A polimer flavan-3-olok, proantocianidinek megnevezésére a szakirodalomban kiilonféle
kifejezéseket (kondenzalt tanninok, flavolanok, poliflavanok, piknogenolok, stb.) hasznélnak.
Ennek kovetkeztében az ezen vegyiiletek leirasara alkalmazott nevezéktan gyakran zavard
lehet, illetve néhany esetben akar helytelen is. A legelterjedtebb elnevezés a procianidinek,
azonban ez egy alcsoportja a proantocianidin vegyiiletcsaladnak (4.4bra) (Khanbabaee és van

Ree, 2001; Ferreira, Marais €s Slade, 2003).

Proantocianidin tipus 3 5 8 3 5
Procassinidin H H H H H
Probutinidin H H H OH H
Proapigeninidin H OH H H H
Proluteolinidin H OH H OH H
Protricetinidin H OH H OH OH
Propelargonidin OH OH H H H
Procianidin OH OH H OH H

4. abra: A proantocianidin alcsoportok egy része (4ron és Kennedy, 2008)
10



Ezen proantocianidinek épitokovei koziil a flavanolok leggyakrabban eléforduld képviseldi a
katechin, epikatechin, gallokatechin és epigallokatechin. Azokat a proantocianidineket, ahol az
épitdelemek kizardlag katechin és epikatechin monomerek procianidineknek hivjuk (Suriano

és mtsai., 2015; Abranko6, 2018).

3.3.1. Procianidinek kémiai felépitése

A proantocianidineket felépitd (novényekben jellemzden 5.abran lathaté 6 féle monomer
aglikon, azaz kapcsolt cukormolekula nélkiili) monomerek C gytriijében minden kotés telitett
(Abrankd, 2018; Nie és mtsai., 2023). Mivel igy a 2-es €s 3-as szénatom is kiralitdskozpont,
minden flavanol monomernek négyféle izomerje létezik. A katechin és a gallokatechin
molekuldk esetében a 2-es szénatomhoz kapcsolodd B-gytirli és a 3-as pozicidban talalhato
a katechin C2 epimerét epikatechinnek, a gallokatechin transz epimerét pedig

epigallokatechinnek nevezziik. Mind a cisz, mind a transz diasztereomerek tovabbi két optikai

c gy

crer

a (—) jelolést kapjak. A természetben leggyakrabban a (+)-katechin (2R, 3S) és a (—)-epikatechin
(2R, 3R) formak fordulnak eld. (Abranko, 2018)

OH

Rz
2R Flavan-3-ol monomerek : Rz R“ R4 R5
(+) - afzelechin H H H OH OH
(-) - epiafzelechin H H OH H OH
(+) - katechin H OH H OH OH
(-) - epikatechin H OH OH H OH
(+) - gallokatechin OH OH H OH OH
(-) - epigallokatechin OH OH OH H OH

5. abra: Flavan-3-ol monomerek példai (Aron és Kennedy, 2008)
Polimerizéltsagi fok szerint (DP — Degree of polimerization) a proantocianidinek lehetnek
oligomer (DP=2-4) és magasan polimerizalt (DP>4) formaban is. A ndvényekben jellemzbéen

kétféle oligomer proantocianidin fordul eld, az A-tipusu oligomer proantocianidin és a B-tipusu
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oligomer proantocianidin (Nie és mtsai., 2023). A kapcsolodas milyenségét erdsen befolyasolja
a monomerek A-gylirijének hidroxilaltsagi foka is (Aron és Kennedy, 2008). A B-tipusu
oligomer proantocianidinek esetében a monomerek kozott egyetlen C-C kovalens kotés
talalhatd leggyakrabban az egyik monomer C-gylirijének C4-es szénatomja és a masik
monomer A-gytrijének C8-as szénatomja kozott, példaul a procianidin B2-esetében (6a. dbra).
Azonban a C-C kovalenskotés a monomerek mas szénatomjai kdzott is kialakulhatnak, ahogy
a procianidin B5 esetében ldhatjuk (6b. 4bra). A B-tipust oligomer proantocianidinek a
természetben eléforduld oligomer proantocianidinek leggyakoribb tipusat képviselik. Az A-
tipus esetében a C-C kovalenskdtés mellett egy éterhid is talalhaté a monomerek kozott pl.

procianidin A1 (6c¢. abra) (Nie és mtsai., 2023).

B-tipusu proantocianidinek A-tipust proantocianidinek

a b

Y
|
" o/LD ;\/’;)\UH
/oY | A
HO—{\ 4‘(&. ~ A‘J _:/_.H g
HO/ Ry /O\‘_ o OH
Va /'"\OH
OH
Procianidin B2 Procianidin B5 Procianidin Al

6. abra: Az A- és B-tipusu oligomer proantocianidinek altalanos molekulaszerkezete: (a)

procianidin B2, (b) procianidin B35, (c) procianidin A1 (Nie és mtsai., 2023)

3.3.2. Procianidinek stabilitasa, bomlasa, kolcsonhatasa mas vegyiiletekkel

A gyiimdlcsokbdl és zoldségekbdl nyert procianidinek amorf, por allaghi anyagok, amelyek
szine a forrastol és a polimerizacié mértékétdl fiiggden lehet fehér, vilagossarga vagy akar
vordsesbarna is. J6 oldhatdsag jellemzi, konnyen oldhat6 vizben €s szerves olddszerekben (pl.
etilalkohol) is egyarant (Tie és mtsai., 2025). Az élelmiszer-készitményekben adalékanyagként
hasznaljak a mikrobidlis stabilitas, a habképz6 képesség, az oxidacidval szembeni stabilitds és
a hostabilitas javitasara is, ezenttl lipid peroxidécio gélasra (Rauf és mtsai., 2019). Figyelemre
mélto, hogy a procianidinek erdteljes szabadgyokfogd aktivitassal rendelkeznek molekuléris
térszerkezetiiknek és a fenil-hidroxilcsoportok jelenlétének koszonhetden (Tie és mtsai., 2025).
Ezen tulajdonsagokbdl addddan a procianidinek stabilitdsa viszont rendkiviil alacsony, konnyen

befolyésoljak a kiilsokornyezeti viszonyok, példaul fény és homérséklet, ami a bioldgiai
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aktivitasuk csokkenéséhez vagy akar a bomlasukhoz vezethet. A feldolgozas, szallitas €s tarolas
soran is valtozas kovetkezik be a szerkezetiikben, A hémérséklet, a pH-érték, az oxigén, a fény
¢s egyéb tényezOk hatasara konnyen bomlanak, inaktivalédnak vagy karosodnak (Tie és mtsai.,
2025).

Kiilonb6z6 procianidin-dimerek stabilitasat befolyasolja az interflavan kotések tipusa is, a
monomer Osszetétel, valamint a galluszsav-acilezés mértéke is (Xu és mtsai., 2015). A gallat-
acilezés fokanak az emelkedésével tobb hidroxilcsoport talalhaté a molekulaban, ezzel egyiitt
csokken a procianidinek stabilitasa (Tie és mtsai., 2021). Amennyiben fémionok is jelen vannak
a rendszerben azok reakcidba léphetnek a procianidinek katechol-hidroxilcsoportjaival és
fémkomplexet képezhetnek. Példaul vas ion kotddése utan vorods-, réz ion kotddése utan kék-
komplexet alkotnak, ezek a komplexek szintén hatdssal vannak a stabilidsra a feldolgozas és
tarolas sordn (Zhang és mtsai., 2023). Mindezeket figyelembevéve komoly kihivast jelenthet a
vizsgalatuk ezeknek a vegyiileteknek attol fiiggéen, hogy azok mibdl szarmaznak €s milyen

feldolgozasi moddal vagy extrakcioval kertiltek eldallitasra.

3.4. A procianidinek eléfordulasa

Az oligomer procianidinek, mint flavonoidok, széles korben el6fordulo vegytiletek viragokban,
gylimolcsok hiisaban és magjaban, valamint héjaban (Nie és mtsai., 2023). Ezek a vegyiiletek
novényi eredetli masodlagos anyagcseretermékek, melyek foként a ndvényt érd stressz elleni
kiizdelemben jatszanak fontos szerepet (Sun és mtsai., 2013). Legnagyobb mennyiségben a
bogyos gylimolesokben (tézegafonya, vordsafonya, berkenye, fekete ribizke, afonya és fekete
bodza) taldlhatoak meg (Krenn és mtsai., 2007; Nie és mtsai., 2023). A szOl6ben is nagy
mennyiségben jelen vannak a procianidinek kiilonb6z6 formai, kiilonosen a magjadban, melybol
kivonva ezeket az értékes komponenseket taplalékkiegészitd késziil (Lee és mtsai., 2007). A
datolyaszilva, kinai birs, bandn és szentjanoskenyér is jelentds mennyiségben tartalmaz
procianidineket, de jelen van még a kakadbabban, didban, granatalmaban is. A lista végtelen

lehet, ugyanis szinte miden ndvényi eredetli anyagban megtalalhatoak (Nie és mtsai., 2023).

3.4.1. Procianidin tartalom az almaban

Az alméban (Malus domestica faj termésében), annak husaban, magjaban €s héjaban 6sszesen
1,10 és 3,57 g/kg kozé es6é polifenol tartalom jellemzd (Sun és mtsai., 2013). Egy masik
vizsgalat szerint galluszsavban kifejezve 64,88 mg galluszsav/100g alma a polifenol tartalom
(Duo és mtsai., 2025), illetve talalkozhatunk egy HPLC mddszerrel torténd vizsgélattal is, ahol

a polifenol koncentracio6 5,3 és 27,2 g/kg kdzé esett a kiilonboz6 alma minték esetében (Loy és
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mtsai., 2025). Ennek a mennyiségnek mintegy 60 %-a procianidin. Legnagyobb mennyiségben
monomer epikatechin talalhaté meg, valamint az alacsony polimerizaltsagi foku dimer és trimer
procianidinek, mint a procianidin B1, B2 és C1, melyekbdl a procianidin B2 (6a. abra) a
legnagyobb mennyiségben képviseltetett vegyiilet. (Renard, Dupont és Guillermin, 2007;
Andre és mtsai., 2012; Masuda és mtsai., 2018; Mikami és Nomura, 2023)

3.5. A procianidinekhez tarsitott élettani tulajdonsagok

Napjainkban az egészséges taplalkozas és az egészségmegOrzés egyre nagyobb figyelmet kap.
Ezzel parhuzamosan a természetes eredetii vegyliletek vizsgélata és azok egészségre gyakorolt
hatdsa egy kiemelt kutatdsi téma lett. A procianidinek egy ilyen igéretes vegyiiletnek

bizonyultak (Masuda és mtsai., 2018; Alverina, Ferni és Wirjatmadi, 2022).

Az almarol kozismert, hogy szamos jotékony hatdssal bir az emberi szervezetre. A benne
talalhaté polifenolok szabadgyokfogd aktivitassal rendelkeznek, valamint szamos kutatas
bizonyitotta, hogy az alma-polifenolok ezentul terapids hatasokat is kifejtenek. Ezek a hatasok
elsdsorban laboratériumi kdrnyezetben és viszonylag magas dozisban jelentkeztek. A normal
hétkoznapi fogyasztasnal inkabb a megel6z6 jellegii hosszu, éveken 4t tarté fogyasztas mely
hatasos lehet. Féradtsdg csokkentd, elhizasgatlo, daganatellenes, allergiaellenes,
fogszuvasodas-megel6z6, hormonhaztartds megfeleld miikodését tamogatjak ezentul élettartam
noveld hatassal is birnak. (Akiyama és mtsai., 2005; Ohta és mtsai., 2006; Miura és mtsai.,

2008; Masuda és mtsai., 2018)

Ezeket a jotekony hatasokat valosziniileg az alacsony polimerizaltsagi fokl procianidineknek
tarsihatoak, amelyek az almaéra is jellemzdek (procianidin B2, C1 és B1) (Masuda és mtsai.,
2018). Ennek egyik oka az lehet, hogy bar a procianidinek altalanossagban rosszul felszivodo
bioaktivok a a rovidebb lancu polimerek mégis valamivel konnyebben szivodnak fel a gyomor-
bél traktusban €s ezt kovetden konnyebben keriilnek a vérdramba, mig a hosszabb lancu
polimerek felszivodasa alacsony mértékii a vékonybélben. Shoji és munkatarsai egy
egérkisérlette]l tamasztottak ezt ald, ahol az egér alma polifenol kivonattal torténd etetése utan
a vérszérumban dimer és trimer procianidineket tudtak kimutatni, mig a hosszl lanct

procianidinek a vékonybélben alacsony mértékben tudtak felszivodni (Shoji és mtsai., 2006).

3.5.1. Biologiai aktivitas

Oralis bevitel esetén a procianidinek hasznosuldsa alacsony. A felszivodast jelentdsen
befolyésolja a taplalék tipusa. A rostok, fehérjék és szénhidratok gatolhatjak a procianidinek
felszivodasat és hasznosuléasat, ugyanakkor ezek jelenléte lehet antagonisztikus €s szinergikus
hatéassal is a folyamat hatékonysagara. A felszivodas nagymértékben fiigg a gyomornedv pH
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értékétdl és a molekularis térszerkezettdl is. A felszivodas tekintetében a legkisebb monomerek
(katechin és epikatechin) szivodnak fel a legkonnyebben és a legnagyobb mértékben, a dimer
¢és trimer forméak (pl. procianidin B2) kisebb mértékben, de szintén jelentds mennyiségben
tudnak felszivodni. A nagyobb méretii, hosszabb lanct procianidinek felszivodasa jelentésen

gatolt méretiik miatt. (Scalbert és mtsai., 2002; Manach és mtsai., 2005; Tourifio és mtsai.,

2011)

Szamos modell és vizsgalat sziiletett a felszivodas nyomon kovetesére €s a biologiai
hasznosulas feltérképezésére (Bohn, 2014; Molinar-Toribio és mtsai., 2017). Egy in vitro
human placenta és patkdnymdj modellek felhasznalasaval Weinert és munkatarsai kimutattak,
hogy a procianidinek metilez6désének foka és pozicidja az egész szubsztratmolekula
haromdimenzios szerkezetétdl fiigg. Azt is megallapitottdk, hogy a human és a patkany
citoszolikus katechol-O-metiltranszferaz (COMT) képes metildlni a procianidineket. A
bioaktivitasnal fontos megemliteni, hogy egy vegyliletnek akkor is lehet biologiai aktivitasa,
hogyha az nem szivodik fel. Ilyen tipust hatas lehet az emésztéenzimekre gyakorolt hatés, vagy
akdr az emésztés sebsségére gyakorolt hatds, vagy az egyéb matrixalkotokkal torténd

asszociatum kialakulasara visszavezethetd hatasok. (Weinert és mtsai., 2012).

3.5.2. Antidiabetikus hatas

Napjaink egyik legjelentdsebb egészségiigyi kihivasa vilagszerte a diabetes mellitus (DM,
gliikézfeldolgozasi zavar, cukorbetegség) (Onikanni és mtsai., 2021). A cukorbetegség egy
endokrin anyagcsere betegség, legfobb jellemzdje a magas vércukorszint. Napjainkban az
egeészségtelen életmod €s szokasok valtozasaval eléfordulasa egyre novekvo tendenciat mutat,
elérejelzések szerint 2030-ra 578 millid embert fog érinteni. Az inzulin peptidhormon, amelyet
a hasnyalmirigy B-sejtjei termelnek, kulcsszerepet jatszik a vércukorszint és az energia-
anyagcsere szabalyozasdban, amely felboruldsa komoly kartékony valtozasokat és hatdsokat

fejt ki az emberi szervezet mitkodésére (7.4bra). (Qaed és mtsai., 2023)
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7. abra: A diabetes mellitus és szovodményeinek molekularis patogenezise (Qaed és mtsai.,

2023)

Az 1-es tipust cukorbetegség esetén az immunrendszer a T-sejtek kozvetitésével pusztitja el a
hasnyalmirigy inzulint termeld B-sejtjeit. A cukorbetegség altal okozott anyagcserezavar
kezelésére eddig nem talaltak bizonyitott modszert. Hasonloképpen, szdmos farmakologiai
megkozelitést alkalmaztak a hiperglikémia kezelésére, amely a diabéteszes szovédmények 6
eldidézdje. Az 1-es tipust cukorbetegségben szenvedd betegeknek inzulin-injekciokra lehet
szlikségiik, mig a 2-es tipusi cukorbetegség esetében az ordlis gyogyszerek étrendi

valtoztatasokkal parositva lehetnek elonydsek. (Qaed és mtsai., 2023)

Napjainkban megnovekedett az érdeklddés a természetes gydgymodok orvosi alkalmazasa
irant, kiilonosen a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésében €s megeldzésében (Qaed és misai.,
2023). Kiilonféle egészségiigyi problémakat, mint amilyen a cukorbetegség is, torténelmileg
gyogynovényekkel és hagyomanyos modszerekkel kezeltek (Dirir és mtsai., 2022). Globalisan
drdmaian megndvekedett a metabolikus szindroméval kapcsolatos rendellenességek
eléfordulasa az utdbbi években, beleértve az oxidativ stresszt, a cukorbetegséget, az elhizast, a
magas vérnyomast €és a sziv- és érrendszeri betegségeket. A taplalkozastudomany kutatdi
Osszefiiggést taldltak az oxidativ stressz, a magas kaloriatartalma ételek és a kronikus
betegségek kialakuldsa kozott, ezért is kapnak egyre nagyobb figyelmet a természetes
gyogymodok, a megeldzés és helyes taplalkozas. (Sheikh és mtsai., 2019; Wu és mtsai., 2019;
Qaed és mtsai., 2023) Az oxidativ stressz okozta kronikus megbetegedések megeldzésében

nagy szerepet jatszik a gyakori €s rendszeres novényi eredetli élelmiszerek fogyasztasa, melyek
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gazdagok polifenolos vegytiletekben (Wu és mtsai., 2019). Egy nemrég megjelent kutatasban
felfedezték, hogy a procianidineknek kulcsfontossagli szerepe van a cukorbetegség
kezelésében. A hatasmechanizmusa elsdsorban a glilkdzmetabolizmusra és a szigetsejtek
aktivitasara gyakorolt kedvezd hatdsaban, valamint a cukorbetegséggel kapcsolatos problémak
csokkenését foglalja magdban (8.abra). Ennek a kutatdsnak az alapjan tovabbi kutatdsok

indulhatnak a procianidinekkel kapcsolatban. (Qaed és mtsai., 2023)
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8. abra: A procianidinek antidiabetikus és cukorbetegség szovédményei elleni

hatdsmechanizmusanak sematikus dbraja (Qaed és mtsai., 2023)

A procianidin B3 és Bl bizonyult a leghatékonyabb procianidinnek a vizsgalatok soran a
diabetes mellitus kezelésében (Tie és mtsai., 2020). Kimutattdk, hogy az acacia kéregbdl
szarmaz6 procianidinek csokkentik az éhgyomri (mely fogalmat az orvosi, illetve diagnosztikai
szakzsargonban gyakran ,.¢homi” roviditéssel illetnek) vércukorszintet az adenozin-5'-
monofoszfat-aktivalt proteinkinaz (AMPK) aktivalasa és a dipeptidil-peptidaz-4 (DPP-4)

aktivitasanak gatlasa révén (Tian és mtsai., 2019; Qaed és mtsai., 2023).
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Az inzulinszint csokkenése vagy az inzulinrezisztencia fontos tényezo a 1-es vagy 2-es tipust
cukorbetegség megjelenésében. A hasnyalmirigy [-sejtjeinek miikodése kozvetleniil
van procianidin az kedvezden hat a hasnyalmirigy B-sejtjeire. Ezeket a hatasokat ugy lehet
magyarazni, mint az inzulinérzékeny szovetek serkentését a gliikozfelvétel novelésére, a
zsirtermelés korlatozasara és a periférias szovetek oxidativ, gyulladdsos allapotanak javitasara.
(Yang és mtsai., 2015) A polifenolok csokkenthetik az inzulin rezisztenciat, ¢&s
megakadalyozhatjak az inzulin termel6 sejtek tomegének és funkcidjanak elvesztését, ezzel

antidiabetikus hatast gyakorolva a hasnyalmirigyre (Brimson és mtsai., 2021).
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9. abra: Teljes gabonafél¢k lehetséges mechanizmusai a hiperglikémia megeldzésében ¢€s a
procianidinek gatlo hatasa az a-amilaz enzim aktivitdsara (Gong és mtsai., 2020).
A procianidinek gatolhatjdk az a-amildz enzim aktivitasat, amely kulcsszerepet jatszik a
keményité lebontasaban (9.abra). Ezaltal lassitjdk az egyszerilibb cukrok képzddését, ami

alacsonyabb glikémias valaszt eredményez (Gong és mtsai., 2020).

3.5.3. Egyéb potencialis hatasok

Az emberi szervezetben az oxidativ stressz novekedésével és felhalmozodasaval egyiitt gyakran
a redox egyensuly felborulasa vagy megvaltozasa jar, amely betegségek kialakulasdhoz
vezethet. Az oxidativ stressz epigenetikai valtozasokat €s DNS mutdciokat okozhat, valamint a
kromatinfehérjéket is modosithatja. Ezek a folyamatok zavart és jelatviteli problémakat
okoznak a sejtek mitkddésében. (Yang és mtsai., 2018; Dasiman és mtsai., 2021) A rékos sejtek
altalaban felgyorsult anyagcserével rendelkeznek. Metabolikus folyamataik és fejlodésiik
fenntartdsahoz magasszintii reaktiv oxigén specieszek (ROS) jelenléte sziikséges. A magas ROS

szint eldsegiti a rdkossejtek anyagcseréjét, mindemellett karositja a DNS-t, a lipideket és
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fehérjéket, de emellett szamos kaszkadrendszert is befolyasol. (Felty, Singh és Roy, 2005; Sosa
és mtsai., 2013; Dasiman és mtsai., 2021)

A procianidinek erds antioxidans hatasu vegyiiletek, amely védelmi mechanizmusként miikodik
a reaktiv oxidativ szabadgyokok ellen. A vegyiiletek antioxiddns hatasa aranyos a
molekulamérettel és az Osszetétellel. Az antioxidans kapacitasuk 20-szor akkora, mint a C-
vitaminé és 50-szer akkora, mint az E-vitaminé (Yang és mtsai., 2018). Kimutattdk, hogy az
oxidativ stressz okozta DNS kérosodast képes megeldzni €s gatolni, valamint elésegiti a DNS
javitas mikodését kiillonbozo utvonalakon keresztiil. Segiti a DNS javitdé enzimek miikodését,
kozvetve a nukleotidkivagas mechanizmusat és gatolja a DNS hipometilacidjat (Nichols és
Katiyar, 2010; Bakheet és mtsai., 2016; Katiyar, Pal és Prasad, 2017).

Kutatok beszamoltak arr6l, hogy a procianidinek kemopreventiv hatést fejtenek ki elérehaladott
stddiumt prosztatardk esetén, ahol az eredményeik azt mutattdk, hogy a jelentdsen
csOkkentették a prosztatardk ndvekedését és a daganat kiujulasat azaltal, hogy gatoltdk a
konstitutivan (Notch1-ligand altal) aktivalt Notch1-jelpalyat (Minker és mtsai., 2015).

A rékellenes és antioxidans tulajdonsagan tul a procianidinek gyulladascsokkentéhatassal is
birnak. Sz8l6magbol kivont proantocianidinek csokkentettek az IL-6 és TNF-o gyulladasos
citokinek felszabadulasat, fokozta a szuperoxid-diszmutaz, Nrf2 és a kataldz aktivitasat,
valamint mérsékelte a hidrogén-peroxid termelddését perfluoroktansavval (PFOA) kezelt
egerekben, valamint a vizsgélatok arra is utalnak, hogy procianidinek csokkentik a PFOA altal
kivaltott gyulladdsos valaszt, oxidativ stresszt és apoptdzist az egér majaban (Liu és mtsai.,
2016). Egy masik vizsgalatban a kutatok a procianidin CI trimerrél mutattdk ki, hogy
gyulladascsokkentd hatast fejt ki a makrofagokban, valamint sejtfelszinen kiilonb6zo jelatviteli
utvonalak gatlasdval (Sung és mtsai., 2013; Rauf és mtsai., 2019).

Kutatasok bizonyitottak, hogy a procianidinek a reprodukciora és a termékenységre is jotékony
hatassal vannak, a magzati egészséget és fejlddést is tamogatjak. Azonban, tovabbi klinikai
vizsgalatokra sziikség van a pontos mechanizmusok megértésére, illetve arra, hogy hogyan hat
a fiziologiara, valamint a klinikai alkalmazhatésagéara, a reprodukcido és termékenység
segitésére.

Dasiman és munkatarsai 6sszefoglaltak egy tudomanyos publikéacioban az eddigi kisérletek egy
részét, ahol a kutatok egy keresztmetszeti (eldtte és utdna) vizsgalatot végeztek 29 idiopatids
férfi infertilitassal (IMI) kiizd6 paciensen. A kisérlet célja az volt, hogy meghatarozzdk a
procianidin hatdsit a sperma paramétereire. Eredményeik szerint a procianidin kezelés
csokkentette a sperma oxidativ stresszét az IMI-s betegekben. (Soleimani és Masoumi, 2017;

Li és mtsai., 2018; Avdatek, Yeni és Tasdemir, 2020; Dasiman és mtsai., 2021)
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Tanulméanyok szerint immunszupressziv ¢és allergiaellenes hatdssal is rendelkeznek a
procianidinek, szdmos betegség, koztiik a szisztémads lupus, urémia, Bechlet kor és irritabilis
bélszindroma esetén is hatasosak, mivel kiilonb6zd jelatviteli utvonalakat gatolnak (Yang és
mtsai., 2018; Dasiman és mtsai., 2021). EbboOl kovetkeztetve a procianidinek leginkabb
betegségmegeldzésre és kiillonbozé immunrendszeri rendellenességek enyhitésére lehet pozitiv
hatéssal. Szamos in vivo kisérlet és vizsgalat bizonyitja az immunmodulalé hatasaikat, azonban
az allatkisérletes modellekben végzett kutatasok korlatozottak, ezen tulmenden klinikai
bizonyitékokra van sziikség a jovobeni orvosi ¢és terapids alkalmazashoz (Dasiman és mtsai.,

2021; Nawrot-Hadzik és mtsai., 2021).

3.6. Analitikai mddszerek a procianidinek vizsgalatara

A procianidinek vizsgalatdhoz, karakterizalasdhoz és a mérési rendszerek kidolgozasahoz
szlikség van a procianidinek megfeleld hatasfoku kivonésara a kiilonb6z6 novényi alkotokbol.
Szamos kivondsi modszer 1étezik €és a vizsgalati modszertdl fiiggéen fontos ismerni, hogy
melyik modszer milyen hatékonysaggal és milyen alkotokat képes kiextrahalni. Oldoszeres
kivonas esetében az eltérd oldhatésagot ¢és affinitdst mutatnak az oldoszerek a
proantocianidinekkel szemben. A proantocianidinek kivonasara altalanosan hasznalt old6szerek
kozé tartozik a metanol, etanol, aceton, viz, valamint ezek keverékei. Az olddszer
megvalasztasa a célzott proantocianidinektdl fligg. Példaul hatékony oldoszerek az alacsony
molekulatémegli proantocianidinek kivondsira a metanol és etanol, mig az aceton és a viz
inkabb a nagyobb molekulatomegli proantocianidinekhez alkalmas. Jelenleg a
proantocianidinek kivondsa elsésorban két f6 modszert foglal magaban: az oldoszer-alapu
extrakciot €s az enzimatikus hidrolizist, de taldlkozhatunk ultrahangos, mikrohullama és

pulzalo erdteri kivonéasi modszerekkel is. (Liang és mtsai., 2024)

A procianidinek karakterizalasara kiilonb6z06 analitikai €s biologiai modszerek is rendelkezésre
allnak. Vannak spektroszkopiai modszerek, mellyel 0sszes procianidin tartalom
meghatdrozasara van lehetdség, nagyhatékonysagi folyadékkromatografidas modszerek
(HPLC), akar tomegspektrométerrel (MS) kapcsolva, melyekkel részletesebb dsszetételi képet
kaphatunk, illetve biologiai aktivitasi vizsgalatok is. A molekula csalad szertedgazd mivolta
miatt sajnos a vizsgalatuk hatalmas kihivast jelent a kutatoknak, mivel ezek a vegyiiletek
rendkiviil érzékenyek a kornyezeti hatdsokra, konnyen bomlanak, oxidalédnak és atalakulnak.

(Guyot és mtsai., 1997; Malec és mtsai., 2014; Qaed és mtsai., 2023; Liang és mtsai., 2024)
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3.6.1. Spektroszkopiai modszerek

Guyot ¢s munkatarsai leirtak egy spektroszkopiai modszert mellyel az 0sszes proantocianidin
tartalom meghatarozhat6 és kvantifikalhatd (+)-katechinre torténd kiilsé kalibracioval, ez a
Bate - Smith modszer. A modszerben a procianidin extraktummal elvégeznek egy BuOH-HCI-
es hidrolizist, hogy a polimer forméaban jelenlévd proantocianidin egységeket szétbontsak
monomer forméra. A hidrolizdtum és a kalibracios sor abszorbancidjat mérik 280 nm-en
spektrofotométerrel, majd (+)-katechin egyenértékre szamithatd a proantocianidin tartalom. Ez
a mddszer nem ad részletes képet a procianidinek polimerizaltsagi fokardl és a mindségérol,
valamint egyiitt méri a kiilonb6z6 proantocianidineket. (Guyot és mtsai., 1997) A kapott adatok
alapjan egy egyenlet segitségével az atlagos polimerizaltsagi fok is szamithatd (Yu és mtsai.,

2023).

Olvashatunk egy procianidinekre specifikusabb, egyszeriibb modszert is, amely szintén totélis
mennyiséget mér és nem képes az egyes vegyiiletek megkiilonboztetésére. Ebben a
kolorimetrids modszerben a reakcid a 4-dimetilaminofahéjaldehid (DMAC) reagens és a
flavan-3-ol-ok kozotti reakcion alapul. A reakceid soran a procianidin mintdkat egy kiivettabba
cseppentve, majd hozzdadva a reagenst rogton mérhetd a reakcidelegy abszorbancidja 640 nm-
en. Ennél a mddszernél a kiilsé kalibracid procianidin B2 standardal torténik. A médszer
viszonylag specifikusan reagal (-)-epikatechinnel, (+)-katechinnel, epigallocatechinnel,
gallocatechinnel, a katechin-, epikatechin-, gallocatechin és epigallocatechin gallatjaival és az
oligomer procianidinek maximum 4-es polimerizaltsagi foku tagjaival. Kismértékli vagy
semmilyen reakci6 nem tortént a cianidinokkal €és a fenolos savak, flavonok, flavanonok,
flavonok, antocianidinek, izoflavonok és stilbének reprezentativ vegyiileteivel. A modszer

pontossagat 4,0-9,5%-os RSD értékekek jellemzik. (Payne és mtsai., 2010)

3.6.2. Kromatografias modszerek

A procianidinek mindségi vizsgalatdhoz kromatografidss modszereket is hasznalnak. A
kromatografias modszerek tomegspektrométerrel kapcsolt rendszerében még hatékonyabban és
pontosabban karakterizalhatdak és hatarozhatéak meg a vegyiiletek. A kutatasok soran, mivel a
kereskedelmi forgalomban a procianidinek nagy része nem kaphatd, kiilonféle preparativ
modszerekkel a kutatok sajat maguknak allitjak eld a tiszta standardokat kiillonb6z6 novényi
részekbdl. A procianidinek karakterizalasahoz és HPLC-s vizsgalatdhoz, az oligomerek
Osszetételének  analizalasahoz  kétféle modszerrdl olvashatunk. A tiolizises és
floroglucinolizises modszerekrdl. Ezeknek a reakcidknak a sziikségességét az indokolja, hogy

a polimer lancu procianidineket alkotoegységekre bontsuk le és ugy tudjuk meghatarozni az
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Osszetételiiket, mig oligomer formaban nem. A tiolizises mddszer esetében savas kdrnyezetben,
meghatdrozott hémérsékleten a procianidinek szerkezete megbomlik. A lancvégi molekula
(katechin, epikatechin) eredeti formdjaban marad, a lanc tobbi monomer egysége egy kdzbenso
instabil carbanion allapotba keriil. Ez az instabil allapot nukleofil reagensekkel tamadhat6 és a
reakcidban flavanol-benzil-szulfid szarmazékok képzddnek (10.abra). Ezen reakcio
elvégeztével folyadékkromatografids elvalasztast kovetden mérhetéek és kvantifikalhatéak a

reakciotermékek, amely alapjan a polimerek atlagos dsszetételét tudjuk meghatirozni és az

crer

* Hs OH
OH | ! OH
0
" a1 COH ne
OH S
Carbonium ion
CH
~_OH
g | Benzil-tioléterrel derivatizalt
egységek
"OH
OH
Procianidinek Flavanol vég monomer

10. abra: Procianidinek tiolizises reakcioja (Shi, Wang és Lv, 2021)

Az atlagos Osszetételen tul az extenzidos egységek €s a termindlis egységek Osszértékének a
hanyadosaval az atlagos polimerizaltsagi fok is szamithat6. A moédszer hatranya, hogy a
reakciohoz hasznalt toluol-a-tiol egy rendkiviil illékony, mérgezo és hanyingert kelto vegyiilet,
igy hasznélata nagy odafigyelést és megfeleld koriilményeket kdvetel meg. Ennek okén egy
ujabban hasznalt modszert fejlesztettek ki a floroglucinolizist, melynek elve azonos a tiolizises
modszerrel. A floroglucinol egy nem illékony és nem mérgezd, biztonsagosan hasznalhato
reagens. A floroglucinolizis reakcio soran savas kornyezetben és floroglucinol jelenlétében a
procianidineket alkotdegységeikre hasitjuk. A polimer proantocianidineket alkotd6 monomerek
kozotti kotés savas koriilmények kozott felhasad. A nem lancvégi egységekbdl (extenzids
egységek) C4 fluoroglucinol szarmazékok képzddnek. Mig a lancvégi egység nem dervitaizalt
monomerként jelennek meg. A reakciot kdvetden folyadékkromatografias elvalasztast és UV
abszorbancia alapjan torténd kvalifikalast és kvantifikalast kell alkalmazni. A modszerhez a

kalibracio tobbféle modon is elvégezhetd. A mddszer és a HPLC-s elvalasztas hosszadalmas 70
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perces mérési modszert foglal magdban mintankként. A mddszerrel 280 nm-es detektalasi
hullamhosszon az dsszes fenolos komponens detektalhat6, 320 nm-en egy hidroxifahéjsavakra,
350 nm-en pedig a flavanolokra specifikusabb detektalast kapunk. Az Osszetétel pontos
meghatarozasara tomegspektrometrids detektalas és tomeg/toltés alapjan torténd azonositast

hasznalnak. (Malec és mtsai., 2014)

Mind a két médszer esetében a kifejlesztés a nativ formaban 1év6 tanninokra tortént, azonban
fontos tényezo az egyes vegyliletek oxidaltsagi allapota és a matrix, amelybdl a kivonas tortént.
A kiilonb6z0 procianidin kivondsi modszerek a vegyliletek oxidaltsagat, szerkezeti valtozasat
eredményezheti, amely a késObbi detektalasra, illetve a tiolizisre és floroglucinolizisre is
hatassal van (Liang és mitsai., 2024). Az oligomer procianidinek ilyen médon torténd
szétbontasara azért is sziikség van, mivel a tdmegspektrometrias vizsgalatok sordn a magasabb
polimerizaltsagi foku oligo- és polimer procianidinek nehezen vagy nem vizsgalhatoak (Rue,
Rush és van Breemen, 2018).

Egy nem elsddleges szerkezeti vizsgalatra alkalmazhatd folyadékkromatografias elvalasztasi
modszerrel a procianidinek részletes polimerizaltsagi fokarol kaphatunk informéciot. A HPLC-
HILIC-FLD (folyadékkromatografids elvalasztas fluoreszcens detekrorral) modszer 1ényege,
hogy a procianidinek polimerizaltsagi fok (DP) alapjan szeparalodnak monomer, oligomer és
polimer sorrendben DP<10 egységekné¢l (Hollands és mtsai., 2017a).

Az egyes vizsgalati moddszerek kombindlasaval karakterizadlhatdéak az egyes procianidin
kivonatok a kiilonb6zé ndvényi alapanyagokbdl, azonban a meghatarozott modszerek azonos

mintamatrixra alkalmazhatdak. (Guyot és mtsai., 1997; Hollands és mtsai., 2017b)
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Alatorkolybol szarmazo polifenolokban gazdag kivonat.

A modszer kidolgozasahoz és a mérések elvégzéséhez a Malus domestica alma termésének
feldolgozasabdl visszamaradt szaritott almatorkolyt alkalmaztam. Az almatérkdly minta a
vasarosnaményi Agrana Juice Magyarorszag Kft. feldolgozoiizemébdl szarmazott. A
feldolgozaskor az almalékészitéshez kevert ipari fajtdkbol all6 alapanyagot alkalmaztak. A
lényerési feldolgozastechnologia sordn enzimes pektinbontast alkalmaztak a hatékonyabb
Iékinyerés érdekében, mely miivelet részleteirél pontosabb informacié nem all rendelkezésre.
A lényerést kovetden visszamaradt (alapjan 25-30% (m/m) szarazanyagtartalommal
rendelkezd) maghézat €s szarmaradvanyokat is tartalmazo6 almatorkolyt (11.abra) a helyszinen
dobszaritéval mintegy 5% (m/m) nedvességtartalomra szaritottdk. Dolgozatomban ebbdl az

anyagbol, 2024.09.25-én beszerzett laboratoriumi mintat tekintettem kiinduldsi mintanak.

11. abra: Kiindulasi szaritott almatorkoly (sajat abra)
A laboratériumi minta feldolgozasa soran az almatorkolybdl, Guyot és munkatarsai (Guyot és
mtsai., 1997) altal leirt mddszert alapul véve egy acetonos, vizes modszerrel extrahalt és
liofilizalva szaritott polifenol extraktumot hasznéltam a vizsgalataimhoz. Rdviden, 200 g
szaritott laboratoriumi mintabol (Guyot és mtsi szerinti elézetes hexdnos kezelést melldzve) a
mintat 2 liter 6:4 (v/v) aceton:viz elegy hozzaadasa utan 2 perc laboratoriumi homogenizaloval
(IKA, Ultra Turrax) torténd kezelést kdvetden 2 6ra hosszan at szobahdmérsékletli kevertetés
mellett extrahaltak. Az extrakcid utdn mechanikai szlrést (fémszita, majd sajthalo) és kézi
préselést kovetden nyert extraktumbdl az aceton eltavolitasat majd a viz beparlasat rotacios
vakuumbeparloval (Biichi) végezték. Az igy nyert anyagot fagyasztast kdvetden liofilezéssel

(ScanVac) szaritottak (12.4bra).
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12. abra: Szaritott almatorkolybdl, 6:4 (v/v) aceton:viz elegyel extrahalt, majd liofilezett

polifenol extraktum

A liofilezés befejeztével a mintat kézi mozsarban manudlis 6rléssel homogenizaltak, mad zart
edényben, szobahdmérsékleten, sotét helyen taroltak. A tovabbi vizsgalatokhoz az igy készitett

mintat hasznaltam.

4.2. Mérési modszerek

Az almatorkolybdl nyert polifenolokban gazdag frakcidt, vagy extraktumot tobbféle modszer
alkalmazasaval vizsgaltam. Az dsszes procianidin tartalom meghatarozadsahoz egy butanolos
hidrolizises spektroszkdpiai modszert alkalmaztam (Guyot és mtsai., 1997). A procianidinek
részletesebb karakterizalasdhoz pedig egy floroglucinolos szarmazékképzést és az
elvalasztashoz egy diddasoros detektorral felszerelt nagyhatékonysagt folyadékkromatografias
(HPLC-DAD) modszert alkalmaztam. A HPLC-s moddszer megalkotasahoz Malec ¢és
munkatarsai cikkét vettem alapul, melyet atdolgozva alkalmaztam (Malec és mtsai., 2014). A
modszer alkalmazhatdsagat egy részleges validalas elvégzésével bizonyitottam, ahol
meghataroztam a kimutatasi hatart (LOQ), a detektalasi hatart (LOD), szelektivitast, linearitast,

érzékenységet €s a modszer pontossagat.

4.2.1. Osszes prociandin tartalom meghatarozasa

A butanolos hidrolizishez a polifenol kivonatbol bemértem 5,0 mg-ot 5 parhuzamos méréshez
iiveg kémcsovekbe. Az 1. kalibracio elkészitéséhez 7 pontos kalibracios sort készitettem 5
mg/ml-es katechin torzsoldatbol (Extrasynthese, Lyon, Franciaorszag) 40 pg/ml és 1000 pg/ml

koncentraci6 tartomanyban. A II. kalibracio elkészitésé¢hez kereskedelmi forgalomban kaphato
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Welltan Q-t, egy tanninban gazdag fitokomplexet (JRS SilvaTeam, Bergamo, Olaszorszag)
hasznéltam 7 pontos kalibracids sor elkészitéséhez 10 png/ml és 500 pg/ml-es tartoméanyban.

A beméréseket kdvetden a mintdkhoz €s a kalibracio tagjaihoz 2,5 ml 95:5=butanol:HCI-t
adtam ¢és homogenizéaltam. A reakcid elinditdsdhoz 100 pl 2 w/v %-os NH4Fe(SO4),*12 H,O
2M HCI reagenst adtam ¢és 95°C-os termosztatba helyeztem 40 percre. Az id6 leteltével a
mintak kihttését kovetden kiegészitettem 6 ml-re a térfogatokat 2,5% CH3COOH tartalmt
75:25=metanol:viz eleggyel, majd vortexeltem mérés elétt (Guyot és mtsai., 1997).

A kalibracios sorok tagjait és a mintdkat egy 10 mm széles kvarc kiivettaba ontottem (1 cm
fényuthossz) és 280 nm-en megmértem az egyes tagok abszorbanciajat vakoldat jelenlétében
Genesys 10S UV-VIS spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massacushetts,
USA) (13.4bra).

23. abra: Genesys 10S UV-VIS spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massacushetts, USA) (sajat abra)

Az eredményeket mg katechinben fejeztem ki grammonként (mg C/g) Guyot €s munkatarsai

kutatasaban leirtak alapjan (Guyot és mtsai., 1997).

4.2.2. Procianidin tartalom vizsgalata és floroglucinolizis

A modszerfejlesztéshez a Malec és munkatarsai altal leirt modszert vettem alapul (Malec és
mtsai., 2014). Els6 lépésként elvégeztem azonos paraméterekkel a vizsgélatot, a polifenol
extraktumon ¢€s a procianidin B2 (Extrasynthese, Lyon, Franciaorszag) tiszta standardon kisebb
modositasokkal az el6készitésben. 5-5 parhuzamos mérésben 50,0 mg polifenol extraktumot
tiveg kémcsovekbe mértem, 5 parhuzamos mintdn egy extrakcidt végeztem, 5 parhuzamos

mintan pedig a derivatizaciot, igy osszehasonlithatova valik az eredeti mennyiséghez képest a
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derivatizalt minta 0sszetétele. A tiszta procianidin B2 standarddal is elvégeztem a derivatizaciot
8 pontos koncentracio tartomanyban.

A polifenol extrakcional a mintakhoz 1,2 ml 5 v/v % CH3COOH tartalmu metanolt adtam,
homogenizaltam, hogy a polifenol extraktum feloldodjon, majd 15 percre jeges ultrahangos
firdobe helyeztem. Az id0 letelte utdn a mintakhoz 1,2 ml ioncserélt vizet adtam, majd
vortexeltem és 0,45 pm porusatmérdji hidrofil teflon fecskenddsziirdon eppendorf csdvekbe
szlirtem a tovabbi vizsgalatokig.

A floroglucinolizishnél a mintakhoz 0,8 ml 75 mg/ml floroglucinol (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massacushetts, USA) és 15 mg/ml L-aszkorbinsav tartalmi metanolt adtam, majd
vortexeltem, hogy az extraktum feloldodjon. A floroglucinolizis reakci¢janak elinditdsdhoz 0,4
percre. Az id0 lejartat kovetden a reakcid megallitdsdhoz a mintékat jeges fiirdobe helyeztem
¢és a gyors lehiitést kovetden rogton 1,2 ml 0,2M CH3COONa tartalmua vizes puffert adtam,
majd vortexeltem. A mintakat ezutan 0,45 um poérusatmérdji hidrofil teflon fecskenddsziirén
eppendorf csdvekbe szlirtem a tovabbi vizsgalatokig.

A kalibraciot procianidin B2 (pB2) standarddal 2000 pg/ml torzsoldatbol, az 1.tablazatban
lathaté  (-)-epikatechinnel (Extrasynthese, Lyon, Franciaorszdg) azonos koncentracio
tartomanyban a mintdval azonos floroglucinolizises derivatizacioval készitettem el. Kiilsd
kalibracidoként pedig (-)-epikatechinnel (Ep) (2000 pg/ml) is elvégeztem (2. tdblazat) a mintaval
azonos oldoszerosszetétellel. A standardok felolddsa metanolban tortént. A procianidin B2

dimer procianidin szarmazékképzésével a floroglucinolizis hatékonysagat tudjuk vizsgalni.

2. tablazat: (-)-epikatechin kalibracios oldatsor

Koncentracio (-)-epikatechin 0,2.M CH3COONa Metanol [ul]
[pg/ml] torzsoldat [pl] vizes puffer [pl]

Ko 0 0 500 500
Ki 1 0,5 500 499,5
K2 5 2,5 500 497,5
Ks 25 12,5 500 487,5
K4 50 25 500 475
Ks 100 50 500 450
Ks 250 125 500 375
K 500 250 500 250
Ksg 1000 500 500 0
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A kalibracidés oldatsorok mellett a procianidin komponensek azonositdsahoz és a megfeleld
szelektivitasi komplex elvalasztasi modszer kidolgozasahoz galluszsav, (+)-katechin, (-)-
epikatechin, procianidin B2, (-)-epikatechin-gallat, (-)-epigallokatechin-gallat és (-)-
epigallokatechin standardokat (Extrasynthese, Lyon, Franciaorszag) is alkalmaztam 25 pg/ml
koncentracioban monokomponenses oldatként, illetve a szelektivitds meghatarozasdhoz
multikomponenses oldatként.

A derivatizalt és derivatizalatlan mintdk addicionalésat is elvégeztem 25 ¢és 50 pg/ml

multikomponenses mix oldatra szamolt koncentracioval a visszanyerés meghatarozasara.

4.2.3. Folyadékkromatografias elvalasztasi modszerek

A modszerfejlesztéshez a 4.2.2. bekezdésben elvégzet floroglucinsolizist kdvetden vizsgaltam
a mintakat, az addicionalt mintdkat, a mono- ¢és multikomponenses mixeket az eredeti
modszertdl kiindulva a végleges modszerig, melyre részleges validalast is elvégeztem. Az
elvalasztashoz folyadékkromatografias muszert hasznaltam az 6sszes modszervaridcidhoz. A
késziilék és szoftver Agilent 1200 HPLC UV detektorral, Openlab CDS szoftverrel (Agilent
Technologies, Santa Carla, Kalifornia) felszerelt volt.

Malec és munkatarsai altal leirt elvalasztasi modszer (1)

A HPLC-s elvalasztas paraméterei a kovetkezok voltak:

» elucio: gradiens (3.tablazat);

* cluensek: 0,1% CH3COOH viz (A), 0,1% CH3COOH acetonitril (B);

* kolonna: Agilent Eclipse ZORBAX XDB C18, 5 um toltetméret; 250x4,6 mm;
* kolonna termosztat homérséklete: 30°C;

» 4ramlasi sebesség: 0,2 ml/perc;

+ injektalasi térfogat: 6 pl;

detektalasi hullamhosszok: 280 nm, 320 nm, 350 nm, 420 nm

3. tablazat: gradiens elucid

Idé6 [perc] Eluens A [%] Eluens B [%]
0,00 97 3
40,00 80 20
55,00 65 35
65,00 97 3
70,00 97 3
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Roviditett elsé modszer variacio (11)

A modszert elsd korben egy masik kolonna hasznélatdval lerdviditettem és az elvélasztés

paramétereit beallitottam. Ezutan az dramlési sebességet és az injektalt térfogatokat az alabbiak

szerint teszteltem

A HPLC-s elvalasztas paraméterei a kovetkezOk voltak:

elucio: gradiens (4.tablazat);

eluensek: 0,1% CH3COOH viz (A), 0,1% CH3COOH acetonitril (B);
kolonna: Agilent ZORBAX XDB C18, 3,5 um toltetméret; 50x2,1 mm;
kolonna termosztat hdmérséklete: 30°C;

aramlasi sebesség: 0,2 ml/perc; 0,3 ml/perc; 0,35 ml/perc; 0,4 ml/perc;

injektalasi térfogat: 4 pl; 2 pl;

detektalasi hullamhosszok: 280 nm, 320 nm, 350 nm, 420 nm

4. tablazat: gradiens elucio

Id6 [perc] Eluens A [%] Eluens B [%]
0,0 97 3
14,03 80 20
15,03 65 35
22,36 97 3
25,00 97 3

Végsé modszer varidcio (111)

A paraméterek beéllitasat kovetden az alabbi modszert készitettem el.

A HPLC-s elvalasztas paraméterei a kovetkezdk voltak:

elicio: gradiens (5.tablazat);

eluensek: 0,1% CH3COOH viz (A), 0,1% CH3COOH acetonitril (B);
kolonna: Agilent ZORBAX XDB C18, 3,5 um toltetméret; 50x2,1 mm;
kolonna termosztat homérséklete: 30°C;

aramlasi sebesség: 0,4 ml/perc;

injektalasi térfogat: 2 pl;

detektalasi hulldamhosszok: 280 nm, 320 nm, 350 nm, 420 nm
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5. tablazat: gradiens elicio

Idé6 [perc] Eluens A [%)] Eluens B [%]
0,0 97 3
16,03 80 20
17,03 65 35
23,36 97 3
28,00 97 3

A kiilonb6z0 vizsgalati modszereknél az azonositast lehet alkalmazni relativ valaszjel alapjan
(-)-epikatechinre és (+)-katechinre vetitve (4.tablazat) (Kennedy és Jones, 2001)

6. tablazat: Retencios faktorok, molaris abszorbcids értékek és valaszfaktorok értéke a
kiilonb6z6 procianidinekre sz616 kivonatbdl (Kennedy és Jones, 2001)

Korrigalt relativ

Molaris Relativ molaris valasz
Komponens Retencids abszorbcios érték molaris (katechinre,
P faktor (k) metanolban (280 valasz floroglucinol D-
nm) (katechinre) gytrtijének jelét nm
szamitva)
1 5,8 1344 0,34 0,32
2 9,4 4218 1,06 1,06
3 9,1 4218 1,06 1,06
4 13,4 14766 3,70 2,44
5 16,6 3988 1,00 1,00
6 13,1 3988 1,00 1,00
7 19,1 12611 3,16 2,07

epigallokatechin-(4B-2)-phloroglucinol (1), epikatechin-(43-2)-phloroglucinol (2), katechin-
(40-2)-phloroglucinol (3), epikatechin-3-O-gallat-(4p-2)-phloroglucinol (4), (-)-epikatechin
(5), (+)-katechin (6), (-)-epikatechin-3-O-gallat (7)
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Osszes prociandin tartalom meghatirozasa

A butanolos hidrolizist kovetden a két kalibracids sor kalibracids gorbéje a 14.abran lathatd. A
(+)-katechin (14b) a modszerben szerepl6 kalibracidhoz hasznalt anyag, mig a Welltan Q (14a)
egy els6 sorban katechin kezddegységbdl és tovabbi fisetinidol egységekbdl allo [REF:
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2011.10.006]  tanninban  gazdag,  D¢l-Amerikabol
szarmaz6 ’kebracsd’ (quebracho) fa (Schinopsis lorentzii Schinopsis balansae) kivonatat
tartalmazo, de pontosan nem ismert dsszetételii tannin mix, melyben hosszu €s révid lancu,
valamint monomer polifenol egységek is talalhatdéak. Ez utobbit az almaban talalhato révidebb
¢s hosszabb lancu procianidinek modellezése miatt alkalmaztam mind Osszetétel mind a

hidrolizacié mértékének figyelemmel kisérése miatt.

34. abra: Weltan Q és (+)-katechin kalibracids gorbe (sajat abra)

(A) Welltan Q kalibracios gorbe (B) Katechin kalibracios gorbe
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A kalibraciokat felhasznalva a vizsgalt polifenol extraktum procianidin tartalma katechinben

kifejezve 25,57+2,00 mg (+)-katechin/g, mig Weltan Q tannin mixben kifejezve 11,20+0,45 mg
Weltan Q/g lett.

5.2. Procianidin tartalom meghatarozasa HPLC-vel

Malec és munkatarsai altal leirt elvalasztasi modszer (I)

A procianidin tartalom vizsgalatdhoz az eredeti moddszert elészor a mixet és a polifenol
extraktumon a 4.2.2. bekezdésben leirtak szerint elokészitettem és addicionaltam (+)-katechin,
(-)-epikatechin, procianidin B2, (-)-epikatechin-galldit és (-)-epigallokatechin-gallat
standardokkal az eltcios sorrend meghatarozasahoz és a komponensek azonositasahoz.

A kapott kromatogrammon (15.4bra) jol lathatd, hogy az egyes procianidin komponensek jol

elvalnak egymastol.
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45. abra: Addicionalt ultrahangos kivonéssal el6készitett alma polifenol extraktum
kromatogramja 280 nm-en vizsgalva Malec és munkatdrsai altal leirt modszer (Malec és
mtsai., 2014) szerint (sajat abra)

Mivel a mddszer képes elvalasztani a fent emlitett komponenseket, igy az eredeti kivonatot is
megvizsgalhatom (16.4abra).
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56. abra: Ultrahangos kivonassal el6készitett alma polifenol extraktum kromatogramja 280
nm-en vizsgalva Malec és munkatarsai altal leirt modszer (Malec és mtsai., 2014) szerint
(sajat abra)

A komponenseket azonositva, igy mar tudom, hogy a mintaban a (+)-katechin, (-)-epikatechin,
procianidin B2 volt meghatdrozhaté procianidin, illetve elenyész6 mennyiségben (-)-
epigallokatecin-gallat is jelen van az extraktumban.

A kromatogram végén 30 és 40 perc kozotti elticios idointervallumban az almara jellemzd
kromatografids mintazat figyelhetd6 meg, mely az alapul vett kutatdsban is vizsgalt almabol
kivont polifenol extraktummal azonos (Malec és mtsai., 2014). Minden esetben az utoljara
elualodo komponens az almabdl kivont polifenol extraktumban, ahogy az a 16.4bran is
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latszodik, a floridzin. A floridzin egy indikdtorként funkciondl a vizsgalat soran, amivel

megbizonyosodhattam arrdl, hogy a nativ polifenol extraktumban minden komponens

eludlodott a kromatografias oszloprol.

Ezt kovetéen elvégeztem a floroglucinolizises derivatizaciot a 4.2.2-ben leirtak szerint a

polifenol extraktumon és a tiszta procianidin B2 standardon is. A kapott mintdkat ugyan ezzel

a modszerrel vizsgéltam, hogy meghatdrozzam a kapott derivatizascidés termékek elucios

rendjét és hogy megbizonyosodjak a komponensek megfeleld elvalasztasa biztositott. Az igy

kapott kromatogram (17.4bra) egy torzitott abrazolast mutat. A jelentds feleslegben hozzaadott

floroglucinol ¢és aszkorbinsav rendkiviil nagy jele mellett a vizsgalt minta egyéb

komponenseinek jele eltorpiil.

Abszorbancia [mAU

Derivatizalt polifenol extraktum kromatogramja 280 nm hullamhosszon
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67. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en vizsgalva Malec és munkatérsai éltal leirt modszer (Malec €s mtsai., 2014) szerint (sajat

abra)

A kromatogram torzito csucsat eltavolitva egy kiértékelhetd mintazatot kaptam (18.4bra).
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78. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en vizsgalva Malec és munkatérsai altal leirt médszer (Malec €s mtsai., 2014) szerint (sajat

abra)
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A kromatogrammon jol lathatova valtak igy a valtozasok a mintazatban, illetve az ujonnan
megjelend komponensek is. A derivatizacio sordn a dimer, oligomer €s polimer procianidinek
elbomlanak, ahogy itt is tortént az almaban jelenlévd procianidin B2 dimerrel. A ldncvégi
terminacios egységek, jelen esetben (-)-epikatechin nem derivatizalddnak, hanem eredeti nativ
formaban maradnak ¢és az (-)-epikatechin cstcsanak jelentés ndvekedését okozzak a
kromatogrammon. A nem lancvégi egységek szabad elektronnal rendelkezd C atomjahoz savas
kozegben a floroglucinol tud kapcsolodni (19.abra) és kiillonb6zé monomer procianidin-
floroglucinol adduktokat képezni, jelen esetben (-)-epikatechin-floroglucinolt (18.4abra

kromatogrammjanak eleje).

Floroglucinol

Procianidin oligomerek nCs felesleg
. : carboktionok
és polimerek OH S - o
HO—~, OH
N OH = Q“V Q)H HO. .. 0 h
/fj/ n extenzios | _ " = -’\”’ Y el
= o egységek 5 “OH
O phloroglucinol H n
OH Ho_L _OH
2 T\I A
N Y P
OH OH H
OH y OH ?J -
o Jo | terminalis HO o. o | ] Flavonol-floroglucinol
l; /IL/-\ egységek a “ Szabad flavonoid cgységek
x5 g eovséoek
| OH OoH
OH ’ OH

19. abra: Floroglucinolizis reakcidja (Yu és mtsai., 2023)
Ezek az adduktok a kromatogram elején egy duplacsticsként jelennek meg, ahogy a 18.4bran is
lathat6. Az almara jellemz6 mintazat (kromatogram 30 és 40 perc kozotti szakasza) intenzitasa
csokkent, illetve csucsok el is tiintek. Ez azzal magyarazhato, hogy az itt nem meghatarozott
polimer procianidinek, illetve egyéb polimerek, amelyek nem képesek vagy képesek a
floroglucinollal derivatizacidés terméket képezni a hidrolizis soran elbomlanak. Azok az
alkotok, amelyek nem procianidinek és képesek derivatizalddni 1), ismeretlen csticsokként
jelentek meg a kromatogrammon, ezt a kromatogram végén a floridzin csticsa utan figyelhetjiik
meg ezért a mérést €s elvalasztast nem zavarjak. Abban az esetben, ha polimer procianidinek
hidrolizalédtak ¢€s derivatizalédtak tigy a kromatogram elsé felében a vizsgalt komponensek
csticsanak novekedését okozzak. A kromatogrammon azt lathatjuk, hogy a (+)-katechin, (-)-
epigallokatechin-gallat és (-)-epikatechin-gallat csticsok nem jelentek meg. Az (-)-epikatechin
csuicsa viszont jelentds mértékben noétt, nagyobb mértékben, mint amilyen mennyiségben a
procianidin B2 jelen volt és derivatizalodot. Ez azt jelenti, hogy a procianidin B2 dimeren kiviil

jelenlévé procianidinek terminacids egységei valosziniileg kizardlag (-)-epikatechin egységek
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voltak ¢és feltehetdleg a lanchosszabbitd egységek is, amelyekbdl (-)epikatechin-floroglucinol

szarmazék keletkezett.

Roviditett els6 modszer variacio (11)

Miutan meggy6zodtem, hogy az egyes procianidin monomerek ¢és az almara jellemzd
procianidin B2, valamint az alméban taldlhat6 egyéb komponensek elvalasztasa megfeleld a
modszer roviditése kovetkezett. A modszer atalakitasahoz egy szoftvert alkalmaztam (Waters
Gradient Chromatograhy Calculator), ahol az oszlop paramétereit figyelembevéve a szoftver
egyszeriien atalakitja az elvalasztasi modszert az 0 oszlopra (20.4bra). Az azonos felbontast
de rovidebb kolonndk hasznalata azért elonyds, mert kevesebb vegyszer, munkaidd,

eszkdzhasznalat és idoigénybevétel mellett azonos elvalasztds ¢s eredmény érhetd el

koltséghatékonyan.
Method1  Method 2
System Dwell Volumes (mL) 0.088| 0.08
Column 1D {mm) 21 2.1
Column Length (mm) 150 50 How to Calculate System Dwell Volume »»
Particle Size (um} 35 3.5
Flow rate {mL/min) 02 0.2
Inj Vol {uL) 1 2.0
Mass Load (mg) 183 0.6
Override Prep Flow Rate
Enter Method 1 Gradient Calculated Method 2 Gradient
Time Flow %A %B Time Flow %A %8B
0.00 0.20 a7 3 0.00 0.20 a7 3
40.00 0.20 B0 20 p 13.03 0.20 80 20
55.00 0.20 65 35 E> 18.03 0.20 65 35
65.00 0.20 a7 3 21.36 0.20 a7 3
70.00 0.20 a7 3 23.03 0.20 a7 3

Method 2 Gradient Profile

20. abra: Moddszertranszferald szoftver (Waters)

Egy masik kolonnat (Agilent ZORBAX XDB C18, 3,5 um toltetméret; 50x2,1 mm) hasznaltam,
ahol a moddszer idejét sikeriilt 25 percre roviditenem. Az els6 moddszerhez hasonldan
megvizsgaltam az elvalasztast a derivatizalt (22.4bra) és nem derivatizalt (21.4bra) polifenol

extraktumon. A 21.4bran ldhato, hogy az almara jellemz6 mintazat ugyan tigy megmaradt és

35



relativ ugyan abban az id6ablakban jelent meg (15 és 20 perc kozott). Azonban a kromatogram
elején a monomer procianidinek €s a procianidin B2 elvalasztasa nem sikeriilt. Ennek oka
valdsziniileg a gradiens elucid végén kovetkezd ekvilibralasi szakasz rovidsége, ami miatt az
oszlopon tul sok szerves oldoszer maradt és a monomer komponensek nem tudtak megfeleléen
kotédni az oszlophoz és viszonylag hamar egyiittesen eludlodtak. Mivel az elvélasztas forditott
fazison torténik viszonylag nagyon magas viz koncentracidval nem vizes oszlopon az
egyensuly bealldsdhoz valészintileg joval tobb iddre van sziikség.

Roviditett modszer (IT) alma polifenol extraktum
250

A i 5 minti floridzin
procianidin monomerek Almara jellemz6 mintazat
D' 150
p*
=
g 100
©
=]
=
£
) ) \w\
0
0 5 10 15 20 25
-50 N
1d6 [perc]

21. abra: Alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-en réviditett elsé modszer
variacioval vizsgalva (sajat abra)

A derivatizalt mintat megvizsgalva ugyan ezzel a modszerrel (22.4abra) lathatjuk, hogy az 6sszes
reakciotermék, ami a procianidineket érinti, a derivatizdlo szer feleslege, valamint az

aszkorbinsav a holtidével tavozik az oszloprdl. Az almara jellemz6 mintdzat és az ismeretlen

komponensekbdl szarmazo reakcidtermékek ugyan tigy jelen vannak.

Roviditett modszer (IT) floroglucinolizises derivatizacidt kévetd alma polifenol
extraktum
ismeretlen reakeid termékek
250
Monomerek, reakc1d floridzin

termékek, derivatizal6 szer
200

=
v
o

Almara jellemzd mintézat

100

Abszorbancia [mAU]

50
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1d6 [perc]

22. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en roviditett elsé modszer variacioval vizsgalva (sajat dbra)
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Errdl a roviditett modszerrdl szemrevételezéssel megallapithatd, hogy nem megfeleld a tovabbi
vizsgalatokhoz és a validacid elkészitéséhez, tovabbi modositasok sziikségesek, amivel

biztosithatdak a kvantifikécio és kvalifikacio koriilményei.

Végso modszer variacio (I11)

Az eldz6 modszervariaciot megvizsgalva az elvalasztas paraméterein kellett valtoztatni. Hidba
az oszlop rovidségének és paramétereinek figyelembevételével torténd egyszeri adaptacio,
kisebb modositasokat tapasztalati uton kellett eszk6z61ni. A végsd mddszernél egy hosszabb ¢és
lassabban emelkedd gradiens eluciot alkalmaztam a modszer elején az elsé szakasznal és a
masodik szakasznal is (3.tablazat). Az elvalasztasi szakaszt €s a mosasi szakaszt kovetden az
ekvilibralasi részt kibdvitettem, igy megfeleld ideje van az oszlopon az egyensuly beallasanak

két minta vizsgalata kozott, az elvalasztas igy mar hatasos volt. A 0,4 ml/perc dramlasi sebesség

bizonyult a leghatékonyabbnak.

Derivatizalt procianidin B2 standard

50

floroglucinol

— 40
< : :
E 30 (-)-epik_atechj_n_ (-}-eplkatechm
8 floroglucinol
9 20
£
=
S 10
0
< o

0 4 8 12 16 20 24 28
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23. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt procianidin B2 standard kromatogramja 280 nm-en
veégsO modszerrel vizsgalva (sajat abra)

A 23.4bran lathato a tiszta procianidin B2 standard derivatizaciot kovetd vizsgalata. Az abszolut
csucsalatti teriilet aranyuk 55+2% (-)-epikatechin-floroglucinol és 45+2% (-)-epikatechin,
ebbdl az aranybol kalibraciot kovetden ismerve a monomerek €s adduktok moltomegét
szamithaté a procianidin B2, illetve egyéb polimer procianidin tartalom, mivel a hidrolizist
kovetden 1:1 molaranyban keletkeznek az egyes alkotok.

Az elkésziilt modszerrel megvizsgaltam a polifenol extraktumot €s a derivatizalt polifenol

extraktumot is.
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24. abra: Alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-en a végsé modszer variacioval
vizsgalva (sajat abra)

A 24.abran lathato a végsé modszerrel vizsgalt polifenol extraktum. A mintdban (+)-katechin,
(-)-epikatechin és procianidin B2 procianidinek vannak jelen, illetve ismeretlen mennyiségii és
mindségi oligomer procianidin. A polifenol extraktumra visszaszdmolt vizsgalt
komponenseinek mennyiségét az 7. tablazatban foglaltam dssze.

7. tablazat: Polifenol extraktum procianidin tartalma

Polifenol extraktumban

Komponens talalhaté mennyiség [mg/g|
(-)-epikatechin 1,32+0,04
(+)-katechin 2,17+0,07
procianidin B2 1,01+0,02
Osszesen 4,50+0,04

A tablazatban lathato, hogy Osszesen 4,50+0,04 mg/g procianidin tartalmat tudtam
meghatarozni a kivonatbdl, mely nem tartalmazza a polimer ¢és oligomer, illetve mas dimer
procianidinek eredményét. Az Gsszes procianidin tartalom esetében 25,57+2,00 mg (+)-
katechin/g és 11,20+0,45 mg Weltan Q/g eredményeket kaptam. Ebbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a maradék mennyiség valoszinilileg egyéb DP>2 polimerizaltsagli procianidinbdl tevédik
0ssze, melyet derivatizalva megkaphatjuk a pontos 0sszetételiiket, az atlagos mennyiségiiket és

az atlagos polimerizaltsagi fok eredményeit.
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Floroglucinolizist koveto alma polifenol extraktum

kromatogrammja 280 nm hullamhosszon
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25. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en végsd modszer variacidval vizsgalva (sajat abra)

Miutan elvégeztem a derivatizaciot megkaptam azokat az eredményeket, amik az ismeretlen
procianidinek elbomlasabdl keletkeztek. Az eredeti mintdban jelenlévd (+)-katechin és (-)-
epikatechin a derivatizacio savas koriilményei, illetve magas homérséklete miatt feltehet6leg
elbomlottak. A kromatogrammon (25.4bra) megjelend (-)-epikatechin, illetve (-)-epikatechin-
floroglucinol szdrmazék csakis a procianidin B2, illetve egyéb di-, poli- és oligomer
procianidinekbdl szdrmazhatnak. Mivel a monomerek tekintetében kizarolag (-)-epikatechin
csucs jelent meg a kromatogrammon, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a procianidinek
terminacios egységei kizarolag (-)-epikatechin egységekbdl allnak (ahogy ez a procianidin B2
esetében is igy van). Az almara jellemz0 mintazat ugyan gy jelen van, ahogy a nativ polifenol
extraktumban, azzal a kiilonbséggel, hogy néhany cstcs eltlint. Ez arra utalhat, hogy valamilyen
procianidin komponensek voltak, melyek derivatizalodtak. Az (-)-epikatechin-floroglucinol
csucs azonositdsaval €s mennyiségi meghatdrozasdval megadhatjuk azoknak a procianidin
komponenseknek az atlagos polimerizaltsagi fokat és mennyiségét, melyekrdl tudjuk, hogy (-
)-epikatechin terminacids egységgel rendelkeznek és szintén (-)-epikatechin a tobbi felépitd
egyseég is. Mivel 11j cstucs nem jelent meg a kromatogrammon az (-)-epikatechin el6tt, igy azt
tudjuk feltételezni, hogy mas monomer procianidin-floroglucinol addukt nem keletkezett. Ezt
azért allithatjuk mivel a floroglucinol adduktok a monomerekhez képest hidrofilebb
komponensek, igy a monomerek el6tt, de a derivatizald szer utan kell eludlodniuk. A kapott

mennyiségi eredményeket a 8.tablazatban foglaltam ossze.
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8. tablazat: Derivatizalt polifenol extraktum procianidin tartalma

Polifenol extraktumban
talalhaté mennyiség [mg/g]

(-)-epikatechin 2,89+0,09

Komponens

(-)-epikatechin-
8,83+0,12
floroglucinol

A 23.4branal a procianidin B2 derivatizalasaval bebizonyitott (-)-epikatechin-floroglucinol ¢s
(-)-epikatechin 55-45 %-os teriiletaranyt figyelembevéve, illetve a kalibracidval meghatarozott
mennyiségek alapjan a 8.tablazat eredményeivel kiszamithatjuk az atlagos polimerizaltsagi
fokot. Egy (-)-epikatechin egység a terminacios egység és ehhez addodnak hozza a tovabbi (-)-
epikatechin egységek, melyek derivatizalédtak és adjak a lanc tovabbi egységeit. Az (-)-
epikatechin molaris tomege 442,37 g/mol az (-)-epikatechin-floroglucinol¢ pedig 702,63 g/mol.
Ezekkel az adatokkal atszdmitva molban kifejezve a polifenol extraktumban jelenlévd (-)-
epikatechin mennyisége 6,534 * 10° mol/g az (-)-epikatechin-floroglucinolé 1,257 * 107
mol/g. A kett6t elosztva egymassal megkapjuk a hosszabbito egységek szamat, mely 2. Tehat 2
hosszabbito egységgel és egy terminacids egységgel rendelkeznek atlagosan a procianidinek a
polifenol extraktumban, ez DP=3 polimerizaltsagi fokot jelent, harmas polimerizaltsagi foku (-

)-epikatechinben kifejezve ez 8,45 mg/g.

5.2. Procianidin tartalom meghatarozas modszervalidalas teljesitmény jellemzoi

A modszer validalasat (-)-epikatechin és procianidin B2 komponensekre végeztem el.
Pontossag (visszanyerés)

végeztem el (,,spiked” modszer) 3 koncentracids pontban 3 parhuzamos mérésben (9.tablazat).

9. tablazat: Visszanyerés vizsgalat

Hozzaadott
Komponens koncentracio Visszanyerés [%] RSD [%]
[pg/ml] n=3
(-)-epikatechin 20 113 3,19
(-)-epikatechin 100 108 3,20
(-)-epikatechin 200 97 2,06
procianidin B2 20 109 3,31
procianidin B2 100 94 2,81
procianidin B2 200 106 3,02
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Az egyes komponensek addicioja a koncentracio szinteken 3 parhuzamos mintéan tortént (n=3)
A visszanyerés értéke 85-115% kozé esik, igy a mddszer pontossaga megfeleld.
Ismételhetoség

Az ismételhetdség meghatarozasahoz az (-)-epikatechin €s procianidin B2 komponensekre 7
parhuzamos elokészitést végeztem el. Az (-)-epikatechin esetében a derivatizalt mintan
26,52+0,48 pg/ml koncentracional RSD (%)=1,80 értéket kaptam, mig a procianidin B2
esetében 29,49+0,67 pg/ml koncentracional RSD (%)=2,26 értéket. A mddszer ismételhetdsége
a megfeldségi szintnek kitlizott 5% alatti érték, tehat megfeleld volt.

Szelektivitds

A szelektivitast (+)-katechin, (-)-epikatechin és procianidin B2 komponensekre, derivatizaciot
kovetéen megjelend (-)-epikatechin-floroglucinol komponensre hatdroztam meg, ugyanis a
tobbi vizsgalt komponens nem volt jelen a polifenol extraktumban. Szemrevételezéssel azonban
megallapithatd, hogy az (-)-epikatechin-gallat, (-)-epigallokatechin-gallat ¢és (-)-
epigallokatechin komponensekre is megfeleld az elvalasztas mértéke és mindsége standard mix
vizsgalata soran.

10. tablazat: Retencios idok

Retencios ido

Komponens [perc] Felbontas [Rs]
(-)-epikatechin-

floroglucinol s )

(+)-katechin 4,825 4,42
procianidin B2 7,159 6,73
(-)-epikatechin 7,555 1,54

A komponensek alapvonali elvalasztasa az 6sszes komponensnél megfeleld volt (10.tablazat).
A kritikus elvalasztand6 komponensek a procianidin B2 ¢€s az (-)-epikatechin voltak. Mivel a
felbontasi tényezd 1,54 érték a két komponens kozott, igy az elvalasztas alapvonali volt (ezt
Rs>1,5-0s értéknél jelenthetjiik ki). A komponensek szelektiv elvéalasztisira a modszer
megfeleld.
Kimutatasi hatar (LOD - Limit of detection)
A definici6 szerint a kimutatasi hatar:

LOD = jel 4 + 3 * Spax

ahol jelvak a vak oldatra mért jel és a svak a vak minta jelére kapott szoras.
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A kimutatasi érték (-)-epikatechin, (-)-epikatechin-floroglucinol és procianidin B2 esetében
LOD = 0,5 pg/ml.
Mennyiségi meghatarozasi hatar (LOQ - Limit of quantification)
A kimutatasi hatar tizszeres értéke, ahol a meghatdrozand6 komponensre kapott mennyiség
hibaja elfogadhato mértekii.

LOQ = LOD *10
A meghatarozasi hatar (-)-epikatechin, (-)-epikatechin-floroglucinol és procianidin B2 esetében

LOD =5 pg/ml.

Linearitas
A linearitas vizsgalathoz 1-1000 pg/ml koncentracioban, koncentracioként 2 parhuzamos
méréssel készitettem el a kalibracios sort 11.tablazat).

11. tablazat: Linearitds vizsgalat (-)-epikatechinre

K[‘l’u';c/f:l‘lt]r?xc)“’ Jel [mAu] (y)  Rezidualisok (y-¥)
1 6,199 65,7119
1 6,029 6,8819
5 24 5,3881
5 25,51 13,8781
25 123,32 11,5459
25 119,61 7,8359
50 202,24 12,5166
50 193,42 21,3366
100 470,02 49,2984
100 460,37 39,6484
250 1014,5 24,1166
250 990,02 48,5966
500 2060 8,4416
500 2098 29,5584
1000 6769,2 2641,108
1000 6650,5 2522,408

Szemrevételezést és egyenes illesztést kovetden az 1000 pg/ml koncentracios pontot kizartam

¢s nem hasznaltam fel, mert ez a pont mar nem a linedris tartoméanyba esik, a legmagasabb
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koncentracios pontnak 500 pg/ml-t hasznaltam. A kalibracios pontokra egyenest illesztettem,
= 0,9987 lett (17.4bra). Ez az egyenes pontokra valo
> 0,99 értéknél (egyesesetekben R? > 0,98) tekintjiik

meghataroztam az R? értékét, mely R?
illeszkedésének mértékét fejezi ki, R?
elfogadhatonak. A kalibraciés gorbe a vizsgalt tartomanyban linedrisnak bizonyult erds
korrelacioval. Ezt kovetden a rezidualisok (maradékok) vizsgalatat is elvégeztem, amely
megmutatja, hogy az egyenes egyenletébdl becsiilt pontok és a tényleges mért pontok kozott
milyen Osszefiiggés, eltérés van. Az adatokat a 9.tablazatban gytijtdttem Ossze.

A rezidualisokat a koncentraciotol fliiggéen pontdiagrammon dbrazoltam (17.4bra) és ezt

megvizsgalva lathatjuk, hogy a hiba véletlenszerti vagy valamilyen tendenciat mutat.

(-)-epikatechin kalibracid Rezidualisok eloszlasa
2500 60
@
y=4,1193x + 8,7916 Py = 40
2000 R?=0,0087 - < e
B, °
of)
= 1500 2 20
— =
r —
< 1000 ¢ 3 [ o 1% 200 300 400 580 600
220 | o
500 - E ®
3 o -40
0@ o
0 100 200 300 400 500 600 o
Koncentréacio [pg/ml] Koncentracio

87. abra: (-)-epikatechin kalibréci6 és a kalibracids pontok rezidudlisainak eloszldsa (sajat
abra)

A 17.4bran lathatd, hogy a rezidudlisok véletlenszerlien oszlottak el a 0 pont koriil, nem
mutattak koncentraciofiiggé trendet vagy strukturalt eloszlast. A procianidin B2 esetében R? =
0,9939 és az (-)-epikatechin-floroglucinol esetében R? = 0,9912 értékeket kaptam, valamint a
reziduélisok eloszlésa szintén véletlenszeriien oszlott el a 0 pont koriil. A vizsgalt tartomanyban

a vizsgalt komponensekre a kalibracio linearitdsa megfelel a validacios kovetelményeknek.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
A diplomamunkéam elkészitésekor kidolgozott analitikai modszer alkalmasnak bizonyult az (-)-
epikatechint tartalmazo polimer procianidinek vizsgéalatira az almatdrkolybdl nyert polifenol
extraktumban.
o A fejlesztett analitikai modszer szelektiv, reprodukalhatd, linearis a meghatarozott 5-
500 pg/ml koncentracio6 tartomanyban

e A modszer a modszervalidalas kovetelményeinek megfelelt.

A modszer alkalmazéasaval meghatarozott polimerizaltsagi fok az almabol kinyert polifenol
extraktumban atlagosan Dp=3 lett
e Meghatérozott procianidin monomerek: (+)-katechin ¢€s (-)-epikatechin; meghatarozott
dimer: procianidin B2; valamint DP=3 polimerizaltsagu (-)-epikatechin felépitésii
oligomerek mennyiségi és mindségi analizise
e Az eredmények Malec és munkatarsai altal kapott eredményekhez hasonldak lettek, a
polimerizaltsagi fok naluk is DP=3 lett, azonban az O kutatasukban (+)-katechint
tartalmazo procianidinek is jelen voltak, ami az én esetemben nem volt jelen (Malec és

mtsai., 2014; Hollands és mtsai., 2017b)

Az 0ssz procianidin tartalom katechinben kifejezve 25,57+2,00 mg (+)-katechin/g, mig Weltan
Q tannin mixben kifejezve 11,20+0,45 mg Weltan Q/g lett, ez az érték a korabbi irodalmi adatok
mérési tartomanyaval is 0sszhangban all, ugyanakkor nehéz megallapitani az 6sszes tartalom
kifejez6 molekulajat a komplex alkotok miatt (Sung és mtsai., 2013; Duo és mtsai., 2025; Loy
és mtsai., 2025).

A kapott eredmények megerdsitik, hogy az almaban jelenlevd procianidinek jellemzden
rovidebb lanct molekuldk. Ez ugyanakkor gondolkodasra is sarkall, mivel egy érzékeny
molekulacsaladrol van sz6. Az alma rengeteg feldolgozasi 1€pésen esett at (1€kinyerés, enzimes
kezelés, szaritas, extrakcid), ami okozhatja a kezdeti hosszabb lancu oligo- és polimer
procianidinek felbomlasat, oxidacidjat. Ezek az eredmények, igy nem feltétleniil
vonatkoztathatdak az eredti nyers alma procianidin tartalmara, amennyiben arra lennénk
kivancsiak ugy kozvetleniil az almabol kellene vizsgélatot végeznem a létrehozott modszerrel.
Azonban jelen esetben nem is ez volt a cél, hanem a melléktermék felhasznalasanak és fontos

alkotdinak kinyerésének a vizsgélata, ami sikeriilt.
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A megalkotott modszer a korabbiakhoz képest:
e rovidebb mérési id6ét vesz igénybe, mely munkaer6t takarit meg;
e kisebb oldoszerfelhasznalés, ezaltal olcsobb és hatékonyabb, illetve kdrnyezetkimélobb
a meres;

e biztonsagosabb.

A fejlesztett modszer biztonsadgosan és pontosan alkalmazhat6 alma és almatorkoly mintakban
talalhatd polimer procianidinek vizsgalatara, azonban a kiilonbozd gyiimolesfajtak eltérd
matrixhatasai és procianidin alkotdi miatt mas novényi eredetii mintak (pl. sz616, afonya,

kakao) esetén a modszert Gjra sziikséges validalni.

Az modszer altal biztositott eredmények hozzajarulhatnak az almatorkély, mint értékes
polifenol forras ipari hasznositdsdhoz, valamint az élelmiszeripari és nutrigenetikai fejlesztések
tudomanyos megalapozéasahoz.

A modszert véleményem szerint a jovoben érdemes lenne tovabb pontositani:

e Ismert procianidin standardokkal valé validalassal tovabbi gylimolcsok és zoldségek is
vizsgalhatova valnak;

e A HPLC-s elvélasztast és detektalast kovetden a tomegspektrometrias rendszer
kapcsolasaval még pontosabban meghatarozhatdéak lennének a komponensek, ezentul
tomeg/toltés értékek alapjan az egyes procianidinek elvalasztdsa utan az alkotdelemek
és a polimerizaltsagi fok pontosabban meghatarozhat6 lenne

e Biologiai stabilitasi vizsgalatokat (tarolas, fényhatas, stb) is érdemes lenne elvégezni

Osszességében a vizsgalati modszer alkalmasnak és hatékonynak bizonyult és a kitiizott célt

sikeriilt elérnem.

45



7. OSSZEFOGLALAS

A kutatas célja volt egy olyan analitikai mddszer kidolgozasa és alkalmazésa, amely alkalmas
az almatorkdlybdl kivont polifenol extraktumbdl szarmazo procianidinek meghatarozaséra és
jellemzésére. Az almafeldolgozés, almalégyartds melléktermékeként keletkezd almatorkoly
értékes polifenolforrds, amely szamos bioldgiailag aktiv komponenst tartalmaz. Ezek koziil a
procianidinek (monomer, dimer, oligomer és polimer procianidinek) kiemelt jelentdséggel
birnak taplalkozasélettani és egészségveédo tulajdonsagaik miatt.

A polifenol extraktum vizsgalatat egy teljes polifenol tartalom meghatarozassal kezdtem kétféle
kalibral6 komponensre a monomer (+)-katechinre, illetve egy komplex polimerekbdl is allo
tannin kivonatra a Welltan Q-ra. A teljes polifenol tartalommal 6sszehasonlithatéva tettem a
mérési eredményeimet korabbi kutatasokkal.

A modszer kidolgozast a Malec és munkatarsai alltal leirt mddszer kiprébalasaval kezdtem el.
Az egyes procianidin komponenseket (galluszsav, (+)-katechin, (-)-epikatechin, procianidin
B2, (-)-epikatechin-gallat, (-)-epigallokatechin-gallat és (-)-epigallokatechin) is lemértem ezzel
a modszerrel a komponensek azonositdsa és az elucids sorrend meghatarozasa miatt. A
modszert ezutan egy szoftver segitségével adaptaltam egy azonos felbontasii de rovidebb
kromatografids kolonnara, az igy elkésziilt modszer nem volt még alkalmas az elvalasztasra,
igy tovabbi tapasztalati uton torténd modositasra volt sziikség. Végiil az elkészilt végleges
modszervariacio hatékonyabb, gazdasagosabb, iddtakarékosabb és kornyezetkimélobb lett az
eredetihez képest.

Az elkésziilt modszerre elvégeztem egy részleges analitikai modszer validalast, meghataroztam
az ismételhetdséget, pontossagot, szelektivitast, kimutatasi €s meghatarozasi hatart, valamint 5-
500 pg/ml koncentracid tartomanyban a linearitast. A validalas megfelelonek bizonyult és a
kovetelményeknek eleget tettek az eredmények, igy a moddszerrdl kijelenthetjiik, hogy
megbizhato.

A polifenol extraktum vizsgéalatdbdl meghatdroztam a minta (-)-epikatechin, (+)-katechin,
procianidin B2 tartalmat, valamint a polimer procianidinek polimerizaltsagi fokat (DP), amely
atlagosan 3 volt. Ez 6sszhangban all a korabbi szakirodalmi adatokkal is. Ez azt jelzi, hogy az
almatorkdlyben foként rovidebb lancu, oligomer jellegli procianidinek taldlhatok, amelyek
kedvezdbb biologiai hozzaférhetdséggel és stabilitassal rendelkeznek.

Az eredmények alapjan az almatorkoly értékes masodlagos nyersanyagként hasznosithato,
amelybdl magas biologiai aktivitdsu polifenolos kivonatok nyerhetdk. A modszer lehetdséget

teremt ezen vegyiiletek élelmiszeripari, €és egyéb moddon torténd felhasznalasara, valamint
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hozzéjarul az almafeldolgozas melléktermékeinek értéknovelt, fenntarthato
ujrahasznositasahoz.

A kutatas eredményeként 1étrejott analitikai protokoll, médszer méas ndvényi eredetli mintdk
vizsgalatara is potencialisan alkalmazhatd lesz, azonban a kiilonb6z6 gylimdlesok eltérd matrix
¢s komponens Osszetétele miatt a mdodszer Gjra validalasa elengedhetetlen minden 0j alapanyag
esetében.

Osszességében elmondhatd, hogy a dolgozatban kidolgozott és validalt analitikai modszer
megbizhato, hatékony, koltségtakarékos €s kornyezetbarat alternativat kinal az almatorkolybol
nyert polimer procianidinek meghatarozasara ¢és jellemzésére. A kutatas hozzajarul a
polifenolok analitikai vizsgalati mddszertananak fejlédéséhez, €s egyuttal 0 lehetdséget nyit a

mezOgazdasagi melléktermékek magas hozzaadott értéki, fenntarthatd ipari hasznositasara.
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9. TABLAZATOK ES ABRAK JEGYZEKE

1. abra: Az almaban talalhaté fobb polifenolok (sajat abra)

2. abra: A flavonoid-alapvaz és a legfontosabb flavonoid alosztalyok alapvézai (Abranko,
2018)

3. abra: Flavonoid, Izoflavonoid €s Neoflavonoid vaz felépitése (Internet 1.)

4. abra: A proantocianidin alcsoportok egy része (Aron és Kennedy, 2008)

5. abra: Flavan-3-ol monomerek példai (Aron és Kennedy, 2008)

6. abra: Az A- ¢és B-tipusu oligomer proantocianidinek altalanos molekulaszerkezete: (a)
procianidin B2, (b) procianidin BS5, (¢) procianidin A1 (Nie és mtsai., 2023)

7. abra: A diabetes mellitus és szovodményeinek molekularis patogenezise (Qaed és mtsai.,
2023)

8. abra: A procianidinek antidiabetikus és cukorbetegség szovodményei elleni
hatasmechanizmusanak sematikus abréja (Qaed és mtsai., 2023)

9. abra: Teljes gabonafélék lehetséges mechanizmusai a hiperglikémia megel6zésében és a
procianidinek gatlo hatasa az a-amilaz enzim aktivitasara (Gong ¢és mtsai., 2020).

10. abra: Procianidinek tiolizises reakcioja (Shi, Wang és Lv, 2021)

11. abra: Kiindulasi széritott almatdrkoly (sajat abra)

12. abra: Szaritott almatorkolybdl, 6:4 (v/v) aceton:viz elegyel extrahalt, majd liofilezett
polifenol extraktum

13. abra: Genesys 10S UV-VIS spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massacushetts, USA) (sajat dbra)

14. abra: Weltan Q és (+)-katechin kalibracios gorbe (sajat abra)

15.abra: Addicionalt ultrahangos kivonassal elokészitett alma polifenol extraktum
kromatogramja 280 nm-en vizsgalva Malec és munkatérsai altal leirt modszer (Malec és
mtsai., 2014) szerint (sajat dbra)

16. abra: Ultrahangos kivonassal elokészitett alma polifenol extraktum kromatogramja 280
nm-en vizsgalva Malec és munkatarsai altal leirt modszer (Malec és mtsai., 2014) szerint
(sajat abra)

17. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en vizsgalva Malec és munkatarsai altal leirt médszer (Malec €s mtsai., 2014) szerint (sajat
abra)

18. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en vizsgalva Malec és munkatarsai altal leirt médszer (Malec €s mtsai., 2014) szerint (sajat

abra)
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19. abra: Floroglucinolizis reakcidja (Yu és mtsai., 2023)

20. abra: Modszertranszferalo szoftver (Waters)

21. abra: Alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-en roviditett els6 modszer
variacioval vizsgalva (sajat dbra)

22. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en roviditett els6 modszer varidcioval vizsgélva (sajat abra)

23. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt procianidin B2 standard kromatogramja 280 nm-en
végsO modszerrel vizsgalva (sajat abra)

24. abra: Alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-en a végsé modszer variacioval
vizsgalva (sajat abra)

25. abra: Floroglucinolizissel derivatizalt alma polifenol extraktum kromatogramja 280 nm-
en végsd madszer variacidval vizsgalva (sajat abra)

26. abra: (-)-epikatechin kalibraci6 és a kalibracios pontok rezidualisainak eloszldsa (sajat

abra)

1. tablazat: Polifenolok osztalyozasa

2. tablazat: (-)-epikatechin kalibracios oldatsor

3. tablazat: gradiens elucio

4. tablazat: gradiens elucio

5. tablazat: gradiens elucid

6. tablazat: Retencios faktorok, molaris abszorbcios értékek és valaszfaktorok értéke a
kiilonb6zo procianidinekre sz616 kivonatbol (Kennedy €s Jones, 2001)
7. tablazat: Polifenol extraktum procianidin tartalma

8. tablazat: Derivatizalt polifenol extraktum procianidin tartalma

9. tablazat: Visszanyerés vizsgalat

10. tablazat: Retencios 1d6k

11. tablazat: Linearitas vizsgalat (-)-epikatechinre
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném kifejezni Oszinte koszonetemet mindazoknak, akik a munkammal
kapcsolatban tdmogatdssal, szakmai irdnymutatdssal és batoritassal hozzdjarultak a
diplomamunkam elkészitéséhez.

Ko6szonom témavezetomnek, aki szakértelmével és utmutatasaval segitette kutatdsi munkémat.
Az éltala nytjtott szakmai tanacsok, iranymutatdsok és konstruktiv javaslatok nélkiil ez a
dolgozat nem valdsulhatott volna meg ilyen formaban.

Koszondm a a tamogatd és inspirdlo egyetemi kornyezetet, amely lehetdséget biztositott a
modszerfejlesztéshez és az analitikai vizsgalatok elvégzéséhez.

Kiilon szeretném megkdszonni paromnak a folyamatos tamogatast, tiirelmet és biztatést,
amelyet a dolgozat készitése alatt mutatott felém. Az & megértése, motivacidja és lelki
tdmogatasa nélkiil a munka befejezése sokkal nehezebb lett volna.

K6sz6n6m mindenkinek, aki hozzajarult ahhoz, hogy ez a kutatas megvaldsulhasson.
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MATE Szervezeti és Mikodési Szabalyzat

IIl. Hallgatéi Kovetelményrendszer

lI1.1. Tanulmanyi és Vizsgaszabalyzat

6.13. sz. fiiggeléke: A MATE egységes szakdolgozat /

diplomadolgozat / zarédolgozat / portfélié készitési itmutatéja

4.2. sz. melléklete: Nyilatkozat a zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié nyilvanos
hozzaférésérdl és eredetiségérdl (modositva: 2025. oktéber 16.)

NYILATKOZAT
a zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié* nyilvanos hozzaférésérdl és
eredetiségérdl
A hallgaté neve: TAUAN GAROR  FANOS
A Hallgaté Neptun kodja: GRATVY

A dolgozat cime: AWmatorkolybol Y polwey anieliwel  avahikat
U‘lZS‘aa‘a“A - Mﬁ'ﬁ‘&wn & alkalwalay

A megjelenés éve: 20286

1 Sl : SR
A konzulens intézetének neve: Cle\mosaev ‘Mu tu\nv\o\ocp'w uske2e b

| - o 3
A konzulens tanszékének a neve: Eldlaune k'woa v omaldhla  Fouonel

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portf6li6’ egyéni,
eredeti jellegd, sajat szellemi alkotdsom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkdjabol vettem at,
egyértelmien megjeloltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabba kijelentem, hogy a
dolgozat elkészitése soran alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkozok (pl. szoveggeneralds, nyelvi
javitas, forditas, adatelemzés) hasznalata nem helyettesitette a sajat kutatdsi és alkotéi munkamat,
azok alkalmazasat a forrasok kézott vagy a mddszertani részben feltiintettem, és a szakmai-etikai
elvarasoknak megfeleléen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant éllitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zarovizsgabdl kizar és a zardvizsgat csak uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomdsul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotds felhaszndlasdra,
hasznositidsara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabadlyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus véltozata feltoltésre keril a Magyar Agrar- és
Elettudoményi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést koveten

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyijtasatél szamitott S év eltelte utan
nyilvanosan elérhet és kereshet6 lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

Kelt: 2025 év_ NOovaumbty hé 0%  nap
b =5 S

Hallgaté-aldirdsa

1 A megfelelé dolgozattipus meghagydsa mellett a tobbi tipus torlend6.
2 A megfelel6 dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus torlends.



MATE Szervezeti és Miikodési Szabdlyzat

lll. Hallgatéi Kovetelményrendszer

l1.1. Tanulmadnyi és Vizsgaszabdlyzat

6.13. sz2. fliggeléke: A MATE egységes szakdolgozat /
diplomadolgozat / 2irédolgozat / portfélio készitési Gtmutatéja
4.1. s2. melléklete: Konzulensi nyilatkozat

NYILATKOZAT

— \ by
TARIAN  GA RO IAVSS (név) (hallgaté Neptun azonositéja: GRAT Y )
konzulenseként nyilatkozom arrol, hogy a

zarodolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot’ attekintettem, a hallgatot az
irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeir6l, jogi és etikai szabalyairol

tajékoztattam.

A zarodolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot a 2ardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom?.
e e

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3

Kelt: 2025~ év Mormber  h O3 nap

4

/
belsé konzulens

! A megfeleld dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus torlendd.
? A megfelel6 aldh(zando. .
* A megfelel6 aldhtizando.



Hallgatok, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (MI)

alkalmazasarol
1. Altaldnos adatok
Hallgaté neve: Fabian Gabor Janos
Neptun-kddja: GBATYY
S i (Ph
Képzési szint (a megfelelét jeldlje X-szel): . BSC,/ BATE] Moc/MA E1i Doktort: (FhD)
) Egyeh: i s s
Tantdrgy neve/kédja*:
Almataorkolybdl nyert polimer procianidinek
A munka cime: analitikai vizsgalata — modszerfejlesztés és

alkalmazas

* doktori értekezés esetén nem kitoltendé

2. Nyilatkozat az Ml hasznalatardl

Alulirott, etikai felelésségem teljes tudataban az alabbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjik, valasszon egyet az alabbi lehetbségek kozil!)
[J A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
(Amennyiben ezt jeldlte, a tovabbi tablazatok kitoltése nem sziikséges.)
[X] B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kérjuk, toltse ki a vonatkozo tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia haszndlatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mérték( felhaszndlas (pl. forditds, nyelvi korrektira,
otletelés stb.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznalds célja Alkalmazott Ml-eszkoz neve | Erintett rész (ha nem a
és verzidja szoveg egészére vonatkozik)
forditas ChatGPT 4.5 irodalmi rész

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzajarulds (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb
szovegrész generaldsa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgt promptok és az Ml dltal adott nyers
valaszok dokumentdlasa és a munka mellékletében valé csatoldsa sziikséges.)



| Alkalmazott MI-| -,— A prom t-napl
| eszkoz neve, | A2 érintett fejezet / tartal:lazé :)nellé‘l)d::
A felhasznalas célja b abra / tablazat ;
verzioja, bejegyzésének
I pontos sorszama
elérhetosége sorszama

3/A. Oktato dltal eldirt kiegészitd szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantargy oktatdja vagy témavezetdje az Ml-eszkozok hasznalatara
vonatkozoan kiilon szabalyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjiik, az alabbi mezében
foglalja Ossze ezeket:

Pl. az MI haszndlaténak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkoz hasznalata
engedélyezett; eltéré hivatkozdsi elvardsok; dokumentdcios forma stb.

Oktato vagy témavezetd altal elGirt szabalyok:

4. Minden hallgatdra vonatkozo nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI altal esetlegesen generalt tartalmakat minden esetben kritikailag
felllvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytdllosagaért teljes kord felel6sséget vallalok.
Tudomasul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benydijtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valdtlan vagy hidnyos.

Kelt: Budapest, 2025. 11. 04.
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