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1. Bevezetés

Ahogy a fejlett vilhg minden részén, hazankbargige komolyabb veszélyt jelentenek az
an. civilizacios betegségek (ugymint az elhizaszia- és érrendszeri problémak, a rosszindulatu
daganatos megbetegedések, a Il. tipust diabeteg, &zek elédlegesen a modern kori
életvitel®l adddnak, tehat az egyoldalu és/vagy rendszert@lldlkozas, a mozgashiany és a
stressz emlithétf6 kivaltd okként.

Magyarorszagra kulonosen jellentogy a zo6ldség- és gyumolcsfogyasztads messze nem
kozeliti meg az ajanlott szintet, ami azt jelehthgy nem juttatunk a szervezetiinkbe megielel
mennyiséf asvanyi elemet, vitamint és provitamint. Ezek argezet normalis kdodésének
fenntartasan kivil, elengedhetetlentil szikségeseketegségek medaléséhez etsorban
antioxidans komponenseik (ilyenek tobbek kozétamdnoidok is) révén.

Az emberiség évezredek oOta haszndlja a legkuldtielgvenyeket, ill. azokéteteit
gyogyitasra. Amit addsember tapasztalatbol tudott, azt Szentgyorgyi rleemult szazad els
felében tudomanyosan is megyvilagitott, amikor isttéhi szempontbdl alaposan vizsgalt egy
bioldgiailag aktiv vegytletcsaladot, az an. flavolokat. Ezekre jellemtz hogy az egyéb fenolos
szerkezdt vegyiletekhez hasonléan a ndévényi anyagcsere ta@msd termékei, igy nem
esszencialisak adket termeb szervezetek szamara. Mégis szamos hasznos fuakgaulnak
hozza a tulélésikhoz, tgymint a pigmentélas, védele UV-sugarzas és a névényi kabteellen
(mikroorganizmusok, gombak, rovarok, csigak stenzimaktivitasok regulacioja, jeltovabbitas a
nitrogénmegkdt baktériumok szamara. A flavonoidokra a C6-C3-Gée(dlpropan) alapszénvaz
jellemzs, amiben a két benzolgsii (A és B) egy oxigénatomot tartalmaz6 heterocildiiran-,
vagy pirongyirtin (C gyir) keresztul kapcsolodik (kivételt képeznek a katonde ezeket nem
minden szer& sorolja a flavonoidok kdz€). Ez az alapszerkezetkivili valtozatossagot biztosit
mind a szubsztituensek, mind a Giglyszerkezetének tekintetében, amit mi sem bizoopiban,
minthogy jelenleg mintegy 4000-8000-féle (irodalomtliggoen) kulonboé szerkezdt tagjat
ismerjuk a fent emlitett csoportnak.

A targyhoz szorosan kapcsolodik az a tény is, hagpban a ,nyugati” orvoslasban is
atte\bdik a hangsuly a gyogyitasrol a megaisre, igy egyre inkabb oeérbe kerllnek a
természetes alapanyagu gyogyhatasu készitményelyedmtobbek kdzt polifenol 6sszetik
révén igérnek egészséget. Ahhoz, hogy megbizonfiasednk arrdl, valéban van tartalom az
allitasok mogott, tobbet kell tudnunk a polifenolekerepéil, kémiai szerkezetér és élettani
hatasarol. Ezzel kapcsolatban rendszeresen jelenegkisszefoglalé tanulmanyok, de az emberi

szervezetre gyakorolt hatasuk még ma sem telj@setazott. Annyi azonban bizonyossaggal



kijelenthet, hogy nem jelentenek tapérteket a magasabhiremibs szervezetek szamara, azaz az
élelmiszereknek nem tapanyag komponensei. Ezenlsx@inos kisérleti munka tamasztja ala
antioxidans, antikarcinogén és gyulladas-csokkanajdonsagukat.

A legtbbb polifenol vegyllet human szempontbodl lemdvtulajdonsagait az E- és C-
vitaminnal, valamint a tokoferolokkal egyutt fei, azok hatasat ésiti. Az in vitro kisérletek
alapjan a flavonoidok élettanilag 6alyds hatasai a kovetk&zbiokémiai folyamatok koré
csoportosithaték: 1) antioxidans hatas példaul adgymk-befogas, 2) immunmodulans és
gyulladascsokkefit hatas, 3) asztmaellenes és antiallergén hatasendimek aktivitasanak
modositasa, 5) antiviralis, antibakterialis hat&$, 6sztrogén aktivitas (izoflavonoidok), 7)
mutagenezist és karcinogenezist befolyasolo h&8)asepatoprotektiv hatas, 9) véredényrendszer
mukodéseét, allapotat befolydsold hatas, vascularimeabilitas modositasa.

A polifenolok nagy szama, valamint az a tény, hagyélelmiszerekben komplex formaban
vannak jelen, meglehiten nehézkessé teszi a felszivddasi, fizioldgiaté@dalkozas-€Elettani
hatasok tanulmanyozasat.

A zo6ldség- és gyumolcsfélék feldolgozasa soranlénbosd tisztitasi eljarasokkal, a
hdmozassal, a levelek eltavolitasival é$kebreléssel a flavonoid-tartalom jelésen valtozhat.
Bar relative stabil vegyuletek, vagyis é&é, az oxigénre és az enyhe pH-valtozasra altalaban
erzekenyekAherne, O'Brien2002, a kulonbd# konyhatechnikai eljarasok azonban veszteséget
eredményezhetnek.

Az élelmiszer eredét flavonoidok felszivodasat és metabolizmuséat ald@re kémiai
szerkezetik hatarozza meg, igy tobbek kozott eogjlkcio/acilacio mértéke, egyeb polifenol
vegyiletekkel kialakitott konjugacioja, a molekubg&rete, a polimerizacio foka és az oldhatdséag is
befolyasolja(Aherne, O'Brier2002.

Degradacios termékeiknek az eredeti komponensekiépest eltér tulajdonsagai is
lehetnek, ezért a polifenolok élettani hatasa ededr vegyulet, valamint a szervezetben keldtkez
szarmazékainak egytuttes hatasaként irhaté le.

Az irodalmi adatok szerint a flavonoidok relativenmtoxikusak a magasabb réréllatok
€s az ember szamara. Tehat mindaddig, amig a teeteésélelmiszerek a flavonoidok egyetlen
forrdsa, az intoxikacio kockazata gyakorlatilagakimato.

A fentiekhsl kdvetkezik az is, hogy a fokozott vitaminfogyassatak csak meghatarozott
mennyisé§ flavonoid bevitelével egyitt van értelme, mivebksigy torténhet meg az eltér
erdsséd@ antioxidans vegyiletek regeneralodasa. dtiehzonban messzemehodvetkeztetéseket
vonnank le, sokkal tdbb és megalapozott, tudomayagazolt informéaciéra van szikségink az

élelmiszerekben é&fordulé flavonoidok koncentraciéjardl, a konyhateidai és egyéb



technoldgiai folyamatok soran bekoOvet&eatalakulasokrol és veszteséd#krés nem utolso

sorban az emberi szervezetben tdtRasznosulasukrol.

2. lIrodalmi attekintés

2.1. Polifenolok altalanos jellemzése ésfetdulasuk

A polifenol elnevezés igen sokfajta vegytlet csatddkar, melyeknek szerkezete, élettani
hatasa, kémiai tulajdonsagaik nagymértékben éaelkérnehetnek(Robards, Antolovich1997).
Kémiailag ugy szoktakket definialni, hogy a névényvilag olyan masodlagogagcsere termekei
melyek legalabb egy fenolos igyit tartalmaznak, amihez egy vagy tobb hidroxil csbpo
kapcsolodik, de ezeken kivil szamos mas vegyulkapesolddhat hozzajulEereidoon Shahidi
2004, Ferreres et aR009, Suarez et aR008. Az allati szervezetekbe csak a ndvényi taplalek
elfogyasztasaval kerilhetnek be. A polifenolok «stpba tartoznak az egys#efenolok,
fenilpropanoidok, benzoesavak, flavonoidok, stildéntanninok, lignanok és ligninek valamint
ezek szarmazékai és polimerizalt forr{fééreidoon Shahid004, Naczk, Shahidl004).

A polifenolok (aglikon forméban) altaldban a gazdmsezetet ért stressz hatasara
képadnek valasz reakciokérfEereidoon Shahid2004, Naczk, Shahid2004, Robbins2003.
llyenek lehetnek az UV sugarzas, kafievoxidativ folyamatok, sérilések, gombak altal zikd
stressz(Fereidoon ShahidR004, Naczk, Shahid2004. Az névényi eredét élelmiszerekben
talalhatd polifenolok felelnek sok esetben a szmma, kesernyés vagy savanyu iz, illat
kialakithsaért és a karos oxidaciés folyamatok madalyozasaér{Fereidoon Shahidk004,
Naczk, Shahidi2004, Robbins2003, Abad-Garcia et aR007. A polifenolok eb anyagai
(acetilkoenzim A, aminosavak) altalanosan megtatal(Fereidoon Shahid2004, Harnly et al.
2007, Robards, Antolovich997), de a gének hatarozzak meg milyen vegyulet éaizbellik.
Eloszlasuk a ndvényben nem egyenletes, az oldhatddrmak a sejtfalban, mig az oldott
formaban a vakuodlusokban talalhataczk, ShahidR2004. A hagymaféléket és néhany egyéb
kivételt (mint példaul a cékla) leszdmitva szintalc a novény fold szine folotti részében
talalhatok megAherne, O'Brier2002).

A polifenolok képs#dését genetikai tulajdonsag@kimmermann, Galensa007), éghajlati
korilmények és termesztés technologiai tétlgebefolyasoljak (Robards, Antolovich1997,
Robbins2003, Wang et aR009.

A polifenolok alkotjak a legnépesebb csoportjatrandvenyi dsszetéknek melyek nem
minésulnek tapanyagnak. Széles korben elterjedtek,vénywilagban mindenitt megtalalhatok.

Elsdsorban a gyumolcsokben, zdldségekben, magokbaagokban talalhatok a novényeken



belul. Ismertek magas polifenol tartalmukrél a bagpk, csonthéjasok, teafélék, almafélék és a
kulonbdd hagymak, melyek az emberi taplalkozas fontos tdszgezik, és egyes a tradicionalis
gybégyaszatban hasznalt gyégyndvényHereidoon Shahid2004, Galati, O'Brier2004, Beecher
1999, Dubber et al2005. Toébb mint egy tucat alosztallyal rendelkeznek yekibe tobb szaz
komponens is tartozh@dle Rijke et al2006, Harnly et al2007). Ez a szam tovabb ndvekszik ha
figyelembe vesszik, hogy az alapvazhoz kénnyen da@dnak kilénbdz csoportok példaul
szacharidok és/vagy ezek acilezett valtozatai. Bdedll sokszor éifordul, hogy az alapvazak
polimerizalodnak és igy alakulnak ki Ujabb vegyeketA legjobban feltérképezett csoportok a
fenolos savak, a flavonoidok és a polimerizaloflattonoidok(Harnly et al.2007). Az eddig leirt
flavonoidok és szarmazékaik szama, irodalomtdl diegg eléri a tdobb ezret, a fenolos savak
szamukat tekintve szintén ebbe a kategoériaba teakoZzen kivil szamos formajuk megtalalhato
membranokhoz és egyéb anyagokhoz kototten oldaatiirméban. A polimerizalédott flavonoid
szarmazeékok akar tobb tiz egysélgb allhatnak.

A polifenolok az 1980-as évek Ota kerilltek az ékdlils kozéppontjdba mikor
epidemioldgiai vizsgalatok bebizonyitottak, hoggyiimolcsben és zdldségben gazdag étrendnek
elonyds az élettani hatagblarnly et al.2007, Tripoli et al.2007). Mara mér tébb tanulméany is
beszamolt a polifenolok egészségre gyakorolt pohigitasardl. llyenek a rakellenes, antiallergén,
immunrendszer égitd, trombozis megékd, gyulladascsokket értagitd vagy mikroba ellenes
tulajdonsagok. Antioxidans tulajdonsagaiknak kosmien jatszanak ilyen szerteagazé szerepet
az emberi egészségntegesben. Annak ellenére, hogy szamtalan klinikaé#ét bizonyitja
polifenolok egészségre gyakorolt pozitiv hatasaggmmindig folyik a vita és nincsenek
egyertelnii referenciaértékek meghatarozva az ajanlott béém|Harnly et al.2007, Robards,
Antolovich 1997, Aherne, O'Brie@002).

Ezen tulajdonsagaiknak koszonkest a polifenolokat széles korben alkalmazzak
kozmetikumokban, gybgyaszatban, gyogyszerészetbeagy v adalék anyagként az
élelmiszeriparban funkciondlis élelmiszerelbadlitdsahoz(Fereidoon Shahid2004, Robards,
Antolovich 1997, Valls et al2009.
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1. abra Az élelmiszerekben leggyakrabbaréferdulo polifenolok & tipusai: A benzoesav
szarmazeékok, stilbének (B), fahéjsavak (C), flavo(®), flavonolok (E), flavanonok (F), flavan-
3-olok, procianidinek és tanninok (G), antocianin(), izoflavonok (I). (Josep Valls et.al

nyomar)
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2.2.Flavonoidok és fenolos savak bemutatasa

A polifenolok, az ebben a dolgozatban alkalmazmitda szerint, két nagy részre oszthatok.
Az els ilyen csoport az aglikonok a masik a szarmazél&k.aglikonok jelentik az egyes
vegyuletek alapvazat mebjr az 6sszes cukorkomponens lehidrolizalédott. Haeeh az
alapvazhoz valamilyen molekula kapcsolodik aztrsz@éknak nevezzik. Polifenolok esetében ez

a legtdbbszor valamilyen cukor, de mésfajta vedyélehet.

2.2.1. Csoportositasuk

A polifenolok definicioja (lasd feljebb) szamos yétgetcsoportot és ezen belll szamos
vegylletet takar melyek fizikai, fiziologiai, kénitulajdonsagaik igen elték lehetnek. Ezen
vegyuletek csoportositasa az alapvazuk szerkedépifése alapjan torténik. Az élelmiszerekben
leggyakrabban éfordul6 aglikonokat azl.abra mutatja be. Aglikonoknak nevezzik a
polifenolok azon forméit, melyekhez nem csatlakazikor (Aherne, O'Brier2002. Mint lathato
minden egyes alapvaz tartalmaz egy vagy tobb fgptit, ezekhez csatlakozhatnak kilén66z
funkcios csoportok.

A legegyszdibb vegylletek a fahéj- és benzoesav szarmazékotahgjsavak esetében
alapvazanak a felépitése-C3(1/C. abra) a benzoesavakés{L, (1/A. abra) (Fereidoon Shahidi
2004, Abad-Garcia et a2009. A fahéjsavak egy fenil-alaninbol keletkeznek nigdon, hogy az
ammaonium csoport kivalik és a két szénatom eg\&eizénkotéssel dsszekapcsoldi&reidoon
Shahidi 2004). A fenol gyirih6z hidroxil-csoport kapcsolodasaval alakulnak kihiaroxi-
fahéjsavak. llyen vegyuletek példaul a p-kumar&avgsav, ferulsav. A kiilénbség a fenoligin
elhelyezked hidroxil-csoportok szdméaban és pozicidjdban vaterészetben szabad formaban
ritkan de ebfordulnak, inkdbb az észterei jellefimbek. Beblik szintetizalédnak a
fenilpropanoidok melyek tobbek kozo6tt a lignanokkarzorai(Fereidoon Shahid2004).

Fenilpropanoidokbdl két szén vesztésével alakukial hidroxi benzoesaval-ereidoon
Shahidi2004). Ezek jellegzetes képviselpéldaul a galluszsav, vaniliasav. Szintén mefitatak
szabad formaban a természetben, de ismertek dlilailzi észtereik, kotott formaik. E két
vegyuletcsoport dekarbolexilédésével keletkeznek az egyszedenolok (Fereidoon Shahidi
2009).

Az élelmiszertudomanyok terlletén ezt a két csapohivjak Osszességében fenolos
savaknak, de meg kell jegyezniink ez nem feltétlbeljes strukturalis, és kémiai szempontbdl
(Fereidoon Shahid2004).
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Ezekl®l a vegylletekbl szarmaztathaté csoport a kumarinok. Ezek gyatiladpa hidroxi-
fahéjsavak laktonjai. Természetes kérlilmények komtgtalalhatok a ndévényekben szabad és
szarmazékok formajaban(Bereidoon Shahid2004).

A stilbének (/B. abra) olyan polifenolok melyek mar nem egy, hanem legtof gyirtvel
rendelkeznek. Ezek egy fenilpropanoid és harom milakooenzim A molekula egyesulésidb
képadnek. Azonban a masodik fenol {g§ kapcsolédasa utan a szénlanc egyik szénatomja
kivalik. Ezért, ellentétben a flavonoidokkal ittmgon |étre piran girii (Fereidoon Shahid2004).

A flavonoidok hasonl6 modon kéfanek csak itt nem torténik meg a szénatom kivalasa,
ezeért egy kalkonon keresztll 1étrejon egy Ugynettezarmadik (piran) gyrii (Beecher1999.
Ebbdl kifoly6lag a flavonoidok szénvazanak a felépitéxeCs-Cs (Robards, Antolovichl1997,
Chen, Zuo2007, Abad-Garcia et aR009, Vukics, Guttmar2010Q. Kulonbség a piran dyi
oxidaltsagaban és a masodik fenoligiytérallasaban van a kilénkH##avonoid csoportok kdzott
(Fereidoon Shahid2004).

A flavonok és flavonolok /D és E. abrd esetében a C-2-es és C-3-as szénatom kdzott
kettbs kotés van a kilonbség koztuk annyi, hogy a hampaascidju szénatomon egy hidroxil
csoport talalhatd a flavonolok esetél{€ereidoon Shahid2004. Ha a B fenol-giric a C gyara
kettes szénatomja helyett a hdrmason helyezkedikvehyiletet izoflavonnak hivjulk f. abra).
Ehhez hasonléan a flavononok és flavononolbi.( abra) kozti kilénbség szintén a harmas
szénatomon talalhato hidroxil csoport. Ennek aMeagjyiletcsoportnak a jellegzetessége, hogy a
C-2-es és C-3-as szénatom kozott telitett kotédlhatd. Tovabbi jellegzetesség, hogy a
flavononok esetében a masodik a flavononolok eeatéb méasodik és harmadik szénatomon
kiralitAskozpont talalhatd. A természetben mindosela mind glikolizalt formaban megtaléalhatok,
de az utdbbi forma lIényegesen gyakor(iBbreidoon Shahid2004).

Az 0Osszes flavonoid kozll az antocianinokat és tmliaeket gyjtonéven flavanoknak
hivjak. Kozos jellemdjik a karbonilcsoport hidnya a 3-poziciotvG és H. abrd. Mig az
antocianinok jellem&en voros, kék, lila szinanyagok addig, a katehiglsbsorban sarga sziak.

A katehinek csoportjanak masik jellegzetességey laotpbbi flavonoidtdl eltéen, Bleg aglikon
formaban talalhaté a természetl{ereidoon Shahid2004, Robards, Antolovich997, Aherne,
O'Brien2002.

Ezek mellett éfordulnak még egyszepolifenolok. llyenek a lignanok és ligninnek mektye
két fenilpropanoid egység 0Osszekapcsoldédasabdlejoriétre. Ide tartoznak a szuberinek és
tokolok is(Fereidoon Shahid2004).

A természetben azonban szamos esetben talalkozssietétt fenolokkal, melyek tébb

fenolos komponengib éplilnek fel(Beecherl999. Ezeket gyijténévvel tanninoknak hivjuk. Ezek
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egyarant lehetnek oligomerek vagy polimerek. Kégynasoportra kilonithék el kondenzalt
tanninokra, melyek oligomer vagy polimer formai lavbnoidoknak elésorban a flavan-3-
oloknak, és hidrolizalhato tanninokra melyek glikéit galluszsavak. Molekulatomeguk tébb ezer
Dalton is lehet. A fehérjéket kicsapjak a vizesabddkbdl, de képesek komplexet képezni bizonyos
poliszacharidokkal, nukleinsavakkal és alkaloiddkiéa hétk6znapi életben, mint cseranyagok
ismertek(Fereidoon Shahid2004).

Mint mar emlitettik a természetben, a katehinekéteMével, szabad formaban ritkak,

jellemzen szarmazékaik fordulnakoel

2.2.2. Szarmazékok

A masik nagy csoportja a polifenoloknak, az aglidomellett, a kilénb&z szarmazekok.
Ezek olyan vegylletek, melyek tartalmaznak egy feodl alapvazat (aglikont), de emellett
valamilyen mas molekula is kapcsolédik hozzajulkkapcsol6dé molekulak az esetek legnagyobb
részében kulonbéz cukrok, de lehetnek karbonsavak, acilezett cukroietil csoportok,
szulfatcsoportok esetleg ezek kombinaci@eecher 1999, de Rijke et al.200§. lIlyen
szarmazékok efsorban a flavonoidokra jelleriegk, de fenolos savaknal isé@rdulnak. Ha a
csatlakozott molekula metilcsoport vagy cukor, aagymértékben megvéltoztathatjia az
alapmolekula tulajdonsagait. Megvaltoztathatja a lekada hidrofil jellegét, bioldgiai
tulajdonsagait és jeletgen noveli a molekula tdmegdiherne, O'Brien2002. Ha egy
alapvazhoz valamilyen cukorkomponens csatlakozk,ghikozidnak nevezziKde Rijke et al.
2006, Aherne, O'Brie@2002.

A legnagyobb mennyiségbenétdrduld polifenol szarmazékok a kulonigoZlavonoid
glikozidok. Példaul a kempferolnak 214 kilonbdgikozidjat figyelték meg a természetben. Mint
mar emlitettiik, a katehinek kivételével, a névé&ngrvezetben a flavonoidok glikolizalt formaban
fordulnak eb. Ez noveli a polaritasukat, ami a stabilitasukisaiikséges a vakuodlusokon belll
(Robards, Antolovich1997. A leggyakoribb szarmazékok az 2glikozidok (de Rijke et al.
2006. Ezen vegyilletek esetében a cukor komponens anitéd alapvazon talalhaté valamelyik —
OH csoporthoz kédik glikozidos kotéssel egy viz kilépésével. Léwlzrzeken kivil ugynevezett
C-glikozidok, ahol a cukormolekula C-C kotésen ketél kapcsolddik az aglikonhoz (kézvetlendl
az alapvazra), de ezelsmrdulasa nem gyakofde Rijke et al2006, Robards, Antolovicth997,
Vukics, Guttmar2010. C-glikozidokat eddig még csak a 6-os illetve §asgicion talaltaKAbad-
Garcia et al2009, Cuyckens, Claey04). Elvileg az alapvaz valamennyi —OH csoportjarahkbt

sz
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7-es, flavonolok, dihidroflavonolok esetében 3-as€es, antocianinok esetében pedig a 3-as és 5-
0s pozicio(Fereidoon Shahid2004, de Rijke et ak006. A leggyakrabban kapcsolodo cukor a
glikéz, de monoszacharidok kézil még gyakoribbals@mitanak a galaktéz, ramnéz, xil6z és
arabin6z, mig a fruktéz, manndz, glikuron és galakt savak kifejezetten ritkakd-ereidoon
Shahidi 2004, de Rijke et al2006, Beeched 999, Robards, Antolovici997, Aherne, O'Brien
2002, Abad-Garcia et ak009. A monoszacharidokon kivil kétfajta diszacharidviszonylag
nagy gyakorisaggal kapcsolédik az aglikonokhoz. égyik a rutindz (6-Qx-L-rhamno-D-
glikozid) a masik a neoheszperid6z (2x-rhamno-D-glikozid)de Rijke et al2006, Beecher
1999, Robards, Antolovich997, Vukics, Guttmar2010, Cuyckens, Claey&04). Ezeken kivl
még Osszetettebb cukrok is kapcsolédhatnak (triyy vieetraszacharidok), de ezelsferdulasa
kevés kivételil eltekintve nem szamottéHarbaum et al2007, Abad-Garcia et aR009. Az
acilezett cukrok is éfordulhatnak melyeknél az egyik hidroxil-csoportr@amilyen szerves sav
kapcsolédik, leggyakrabban ecet- vagy ferula@de Rijke et al.2006, Beeched999. Létezik
olyan eset is amikor nem csak egy hidroxil-csopokapcsolddik valamilyen ligandum vagy
szubsztituens, hanem egyszerre tobbre is. Néhdiegzetes flavonoid szarmazeék lathat®.a
abran.

Az eddig leirtakbdl is egyértelien kitinik ezen vegyulletcsoport Osszetettsége mind
szerkezeti, mind kémiai téren. Irodalomtol figg az eddig leirt komponensek szamat tobb ezerre
becsilik(de Rijke et al.2006, Galati, O'Brier2004, Beechefl999, Harnly et al2007, Robbins
2003, Lin, Harnly2007. Nagy szdmuk ellenére egymashoz nagyon hasonliioképekisl”

epulnek fel. Ezen ,épikdvek” szama szamottégn kisebb, mint a bélik felépib vegylleteké.
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2. 4bra Néhany jellegzetes flavonoid szarmazék. (A) Kaargf3-O-robinoside-7-O-rhamnoside
(Robinin), (B) Quercetin-3-O-rutinoside (Rutin), )(Quercetin-3-O-galactoside (Hiperozid)
Forras: internet 1.

2.3.Szerepuk

2.3.1. Novenyvilagban

A ndvényvilagban betdltott szerepik és hatdsmezharsuk nem egységes. Néhany esetben
szorosan Osszefligg az dlkeges anyagcserével, bizonyos esetekben a hatéSeketett,
alkalmankeént kozvetlen a noévény telesére nézv€Rrobards, Antolovichl997). A polifenolok
elsbdleges szerepe a védekezés a kulohdadss vagy bel§ kornyezeti stresszhatasok ellen.
Lehetnek szinanyagok pigmentek vagy aromaképgagok(Fereidoon Shahid2004, de Rijke et
al. 2006, Beechet999, Harnly et al2007). Az 1. tdblazatbanlathaté egy 6sszefoglalé az egyes
polifenolok ebforduldsardél és szeregér
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1. tablazatPolifenolok legfontosabb forrasai és funkcidikkéncentracio értékek az érett termésre vonatkogdeakin
Robards és Michael Antolovich nyoman)

Polifenolok tipusai Jellegzetes Jellem® Bioldgiai Koncentracié mg/kg
képvisebik eléfordulasuk tulajdonséagaik
Hidroxibenzoesavak Széles korben 1-200
elterjedtek
Hidroxibenzoesavak szarmazékai Széles korben 1-500
elterjedtek
Kumarinok Citrusfélék héjaban 2000-7000
Flavonok Apigenin, Altaldban A viragokban
Luteolin citrusfélékben, pigmentek, a
piros sdl6ben, levelekben az UV
z6ldbabban sugarzas ellen védik
a névényt
Metoxilalt flavonok Sinensitin Citrusfélék 1-10 g/l
héjaban, és annak
olajaban
Flavonolok Kvercetin, Sokféle A viragokban
kempferol, gylimolcsben és pigmentek, a
miricetin z6ldségben levelekben az UV
megtalalhaték mint sugarzas ellen védik
példaul a névényt

kelkaposzta,
spenoét, hagyma,
petrezselyem
Flavanonok Heszperetin, Citrusfélékben
naringenin altalanosan
megtalalhatok mint
a grapefruit,
narancs vagy a

citrom
Flavonol glikozidok Rutin Széles korben 2-300
elterjedtek
Flavanon glikozidok Heszperedin, Citrusfélék Némelyik kesériz 1000-5000
neoheszperidin, anyag
naringenin
Antocianidinek és glikozidjaik Pelargonidinnek Szines bogyésok  Voros és kék 30005000
és a delfinidinnek egyéb gylimélcsdk szinanyagok 20-500
a glikozidjai
flavan-3-olok Katehin, A zodldtea
epikatehin, leggyakoribb

galaktokatehin,  flavonoidjai de

epigalaktokatehin limitalt
mennyiségben
eléfordulnak az
almaban,
cseresznyében,
kortében

kalkonok sarga szinanyagok

Ellaginsav(ak) (nem igazi El6fordul a legtébb

flavonoid de nagyon hasonlo) bogyo6sban és

(galluszsav oligomerek) néhany
csonthéjasban

A polifenolok lehetnek szinanyagok, antioxidansokzubsztratok, hogy csak a
legfontosabbakat emlitsiik. Kiemelt szereplik vardweenyt ért valamilyen tAmadéas kezelésében,

mint az UV sugarzas okozta stressz, a novenyi kéktédmadasa, oxidativ stres@zereidoon
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Shahidi2004, de Rijke et aR006, Zimmermann, Galen2807, Robards, Antolovich997, Valls
et al.2009.

2.3.2. Emberi taplalkozasban

A polifenolok a novényvildg masodlagos metabolitfd emberi szervezet nem képes
eléallitani, de egészség mtggs hatasuk miatt fontos a megfélemennyiséget fogyasztani
belblik. Az emberi szervezetre gyakorolt hatas szenj@bdt a mindezidaig legjobban
megvizsgalt csoport a flavonoidok csoportja. Alb@a ha a flavonoid bevitélr beszéliink az
legtdbbszér harom flavonolon (kvercetin, miricekiempferol) és két flavonon (apigenin, luteolin)
alapul(Beecherl999, Aherne, O'Brie@002. EbisI kifolydlag a tényleges flavonoid bevitel @tt
jelentsen eltérhet. Az elslleges polifenol forrasok a zoldségek és gyimolesdamint az ebtd
készitett italok. A2. tAblazat mutatja néhany gyimolcs és z6ldség, valamint éddddszitett ital
kvercetin tartalmat.

Az elsgidleges flavonoid forras, orszagoktdl és azon belgioktol fligden, nagy
valtozatossagot mutatBeecher 1999, Aherne, O'Brien2002. Példaul, amig Hollandiaban,
Danidban és az Egyesult Kirdlysdgban a legfontoskvonoid forrasok a kilonbézalma és
hagymafélék(Robards, Antolovich1997, Aherne, O'Brier2002, addig Japanban a zdldtea a
dominans, Finnorszagban pedig a zoldség és gyufél@ks(Aherne, O'Brien2002. Ez a
kilénbség orszagokon belil is megfigyethédlaszorszag déli részén a vorosborok, mig akésza
részen a zoldségek, gyimolcsok, levesek és satatadigdleges flavonoid forrasokAherne,
O'Brien2002.

A flavonoidokat el§sorban antioxidansként, példaul szabadgyok-fogokenterjik. Ezen
kival tulajdonitanak nekik gyulladasgatlo, antiegfén, vérnyomascsokkéntantikarcinogén és
izUleti gyulladds csokketithatdsat igVolpi, Bergonzini 2006, Galati, O'Brier2004, Beecher
1999, Hakkinen, Auriolal998, Robards, Antolovici997, Robbins2003, Valls et al.2009,
Tripoli et al. 2007, de Brito et al2007, Abad-Garcia et a009, Kumar et al2009, Luximon-
Ramma et al.2009. In vitro kisérletek bizonyitottak, hogy a flavadok karcinogének.
Mindamellett szisztematikus in vivo kisérletek et tamasztottak alajtsallatkisérletek szamos
esetben bizonyitottak ennek ellenéjgt (Robards, Antolovici997). Ennek & oka altalaban az,
hogy a természetbendébrduld mennyiség tobbszorosét alkalmazzak az ilyisérletekben, és
elsssorban aglikonok formajdban, és nem szamolnak amnterakciokkal, amit az egyes
vegyuletek egymasra gyakorolnak. Ezért ezen KkisérleeallitAsok legtobbszor csak

nagyvonalakban, vagy egyaltalan nem modellezikrmészetes koérilmények@Robbins2003.
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Sokszor ezért kapunk az elvartdl teljesen elléngredmeényt. A flavonoidok, mint amilyen a
kvercetin is, normalis étrendi bevitel esetén n&wzoak semmilyen egészség karosodBebts

et al. 2008. Mindemellett a flavonoid aglikonok rendelkeznekypdans tulajdonsagokkal, ezért
alkalmazasuk 6énmagaban terapias céllal nem jayaseltt atmeneti fémek jelenlétében fenoxil
gyokok keletkezhetnefStavric1994).

A felszivédasuk bizonyos részei a mai napig nimdgsen tisztazva, de annyi bizonyos,
hogy sokféleségtiknek koszonbeh nincs egyseges felszivodasi utvonaluk. Nerkortol, anyagi
minéségbl szintén fligg a hasznosulasuk. A legjobban abs#&bdld6 komponensek az és hidroxi
benzoesavak, ezutan jonnek a flavanonok, katechietva kvercetin glikozidok. A
proantocianidinek és az antocianidinek szivodnh# fegrosszabbiuAherne, O'Brier2002.

Az antocianinok a legtobbet tanulmanyozott polifekokdzé tartoznak, a névényvilagban
elterjedtnek szamitanak mint voros és kék szinamkaglsisorban piros szin bogydsokban,
cseresznyefélékben, granatalmaban talalhatokos@idban eérzékszervi tulajdonsagaik miatt
hasznaljak az élelmiszeriparban a megéetain kialakitasahoz. Erre a legjellegzetesebbapéld
kilonbd® vorosborok. Az utébbi igben, az élelmiszeriparban,é&rbe kerllt olyan iranyd
felhasznalasa mely az egészségre gyakorolt tulsfdmaival fligg 6ssA&/alls et al.2009.

A flavan-3-olok biolégiai aktivitAsuk széleskidor Elsssorban eafs antioxidans és
gyulladascsokkefit tulajdonsagaik miatt alkalmazzaksket. Funkcionalis élelmiszerek
eléallitasdhoz is széleskiian haszndljak, példaul mikor teakivonatot adagolaakilonbod
italokhoz. A tanninok polimerizalt és monomer folraa is egyarant megtalalhatok. Cseranyagok
lévén elgsorban a fanyar, kesenyés iz kialakitasaertsisddl A polifenolok fontos szubsztratjai a
polifenol-oxidaz enzimnek, igy részt vesz a barsividlyamatokbarfValls et al.2009.

Az izoflavonok el§sorban a szo6jafélékben fordulnak.eA csontritkulassal és a menopauza
tineteivel szemben mutatott Wedatasa iranyitotta a figyelmet a széja alapu atalenek
eléallitasargValls et al.2009.
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2. tablazatKvercetin koncentracié néhany zéldségben,
gyumolcsben és gyumoélcslében (S. Aisling Ahernalet.

nyoman)

Megnevezés Koncentraciéo mg/100g
Afonya 10,5-16
Alma 2-26
Bodza 10,5-24
Brokkoli 0,6-3,7
Cseresznye 0,6-2,4
Endivia 0,1-2,6
Eper 0,6-1
Fehér ribiszke 0,3-2,8
Fejes salata 0,2-47
Fekete ribiszke 3,3-6,8
Franciabab 3,2-4,5
Kaposzta 0,01-0,1
Karfiol 0,1-3,1
Kelkaposzta 1,2-11
Korte 0,3-4,5
Lébab 2-134
Malna 0,5-2,9
Meggy 2,3-8
Metélbhagyma 10,4-30
Paradicsom, koktél 0,16-40
Poréhagyma 1-2,5
Ribiszke 0,2-2,7
Sargabarack 2,5-5,3
Szilva 0,9-1,5
Sz16, feher 0,2-1,2
S#16, voros 1,5-3,7
Tézegafonya 149
Voréshagyma 18-54
Voroskaposzta 0,19-0,6

Megnevezés Koncentracio mg/100m|
Almalé 0,25
Citromlé 0,74
Feketetea 1-1,6
Feketetea, filteres 1,7-2,5
Grapefruitlé 0,49
Narancslé 0,34-0,57
Paradicsomlé 1,1-1,3
Salolé 0,44
Vorosbor 0,2-1,6
Zoldtea 0,11-2,3
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2.4. Jelentséguk

Az antioxidansok de ezen belil még a polifenolokrepe is ugyancsak Osszetett, és az
ezekil taplalkozd kutatdsok szama messze meghaladjaaamennyiséget, amit ebben a
dolgozatban feldolgozni lehet. Erre egy példa, hap\EISZ kerasbe beirva az ,Antioxidant” és
.feview” szavakat a kiadott talalatok szama megtjala 3000-t. Ebfil toébb mint 2600 az utébbi
tiz évben keletkezett (2010 marcius). Ezért cs&léng jellegzetes kutatasi témat emelnénk Ki.

Az egyik ilyen terllet az egysZefeltérképezése a mintdban talalhaté antioxidaredoi®hi
et al. 2008, vagy a kulonbdz kezelések, technoldgiai lépések hatasa az anéiogid
tulajdonsagokra. dzés, fagyasztads, tarolas, tartésitas soran, hogsydioznak az eredeti
nyersanyagra jellenéz antioxidans tulajdonsagok és ezzel 6sszefliggépdifenol tartalom.
Széles korben vizsgalt tertlet az emberi és dilablogiara gyakorolt hatasuk, mint amilyen a
felszivodas, lebomléas, kilrulés, biologiai hozzZhééiség(Semalty et al2010, Bredsdorff et al.
2010, Bothe et aR010, Jan et aR010, Bolling et al2010, Androutsopoulos et &010. Szintén
népszei tertilet annak vizsgéalata, hogy tobbfajta nyersgriygszekeverése esetén, milyen hatassal
vannak egymas antioxidans tulajdonsagdRgan, Petit2010. Es persze ezek dsszehangolt,
komplex vizsgalata. De van két olyan nagy teruddipl kiemelt szerepet kap a kulonBoz
polifenolok komponensenkénti meghatarozasa. llyeeradet azonositas és az antioxidans jelleg

leirdsa. Ezekkel részletesebben is foglalkozunk.

2.4.1. Eredet azonositasban

A polifenolok Osszetételét egy ndvényben sok kids bel§ tényesd befolyasolja. Ezek
kozé tartoznak a genetikai tulajdonsag@immermann, Galens2007, Lees2003, Aherne,
O'Brien 2002, éghajlati tényeik, termesztés technologia, feldolgofaderne, O'Brier2002. A
kilsé tényedk mennyiségi, mig a genetika inkabb gsagi kilonbségeket eredményez.

A polifenolok eloszlasa a névényen belll sem egtesl El§sorban a kils szévetekben
talalhatok, mert sokuk szintézisét stimulalja az-&hgarzas. Peéldaul a kvercetin glikozidok a
piros sb16, az alma a cseresznye a paradicsom héjaban akiidahk. De nagy kilonbségek
figyelhetbk meg ugyanazon gyumdlcs két kulon fajtajanél. &dida vastagabb héja (thick-
skinned) sélofajtakbdl készilt borok esetében, mint amilyen ddPaet Sauvignon, magasabb
flavonoid koncentraciét mérhetiink, mint a vékonydddpi sslébol keszilt, példaul Grenache,

borok esetéberfAherne, O'Brien2002. Hasznalhaté mézek eredetének meghatarozasahoz is,
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mivel a kilonboé virdgoktdl eltéé lesz a polifenol készletikZimmermann, Galens2007,
Truchado et al2009, Pyrzynska, Biesa@®09.

Az évszakok befolyasol6 hatasa szintén jélend polifenol tartalomra nézve. Ez igaz
elsssorban a leveles zoldségekre, mint amilyen a famskzta, poréhagyma. Nyaron a
flavonoidok koncentraciéja ezekben a novényekbedr @&4-szer nagyobb lehet, mint a tdbbi
évszakban. Ugyanez tapasztalhat6é a paradicsondslkllonboé bogydsok esetében is. Azonban
fontos megjegyezni, hogy flavonoid 6sszetételreveémem sikerllt kimutatni az évszakok
befolyasold hatasat egyik zéldség esetében(éérerne, O'Brier2002).

Az éghajlat és a fényviszonyok szintén befolyagofapolifenol-koncentraciot. Az enyhe
UV-B sugéarzas serkenti a polifenolok feldusulasBbbsl kévetkeden az Uveghazakban
termesztett névények, melyek el vannak zarva U\asastol, Iényegesen kisebb polifenol-
tartalommal rendelkeznek, mint a szabad ég alatindsztettek. Ez medfigyeltiet ha
dsszehasonlitjuk a Spanyolorszdgban szabadbans#etiezdldségeket az Egyesiilt Kiralysagbol
szarmazokkal, ahol jelletizaz Uveghazas novénytermesztés. De ugyanez aggléigyelhed
meg ha o6sszehasonlitiuk a napos, meleg éghajlaonesztett S46bél készilt borokat, a
hiivosebb éghajlaton termesztett tarsaikkal. nérséklet nagyban befolyasolja az antocianinok
képzidését és stabilitdsat aékiben, de ez igaz a borkészités folyamatar@Aierne, O'Brien
2002.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az érettségi fokekedésével a polifenol-tartalom,
elsbsorban a flavonoid szarmazékok mennyisége, novek#z Osszetételik szintén valtozik
valOszirileg az oxidaciora valdo hajlamuk miatt. Ebbkovetkeden a begfjtésre a
legmegfelebbb idd akkor van, amikor a termés elérte a megdefielvonoid 0sszetétel. Példaul a
sz6l6 esetében,itvds éghajlati viszonyok kdzo6tt azonnal megtortémietakaritds amint a termés
elérte a kivant cukorfokot, hogy elkerlljék azézmssek okozta degradaciot. Az ilyen
gyumolcsokibl keészilt termékek flavonoid-tartalma kevesebb lesz elvarhatonal. Az
élelmiszerek polifenol tartalmat nem csak a novieoyott paraméterei hatarozzak meg, hanem a
gyartds soran hasznalt technologiédkerne, O'Brier2002).

Mint a fent leirtakbdl kidertlt, a polifenolok meyiségi és mitiségi dsszetételét szamos
paraméter befolyasolja. Edlbkdvetkezien a polifenol-osszetétel meghatarozasaval kovetiez
tudunk az adott termék életére, mint példaul foldrajzi eredet, termeszxhnoldgia, fajta,
hamisitasok felderitég®ragovic-Uzelac et aR005, Lee2003, Dubber et aR005.

Az 6sszes noveny rendelkezik egy ra jellérpolifenol mintazatta(Fugel et al2005, Lees
2003. A hamisitasok leleplezésénél altalaban ezt agtssdmt hasznaljak ki. A leggyakrabban az

adott terméket valamilyen, Iényegesen olcsobb, aalgmggal keverik ©6ssze. Erre példa a
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kajszibarack lekvarok, gytmolcslevek hamisitasaaabth vagy kortével, narancslé hamisitasa
grapefruittal vagy feketeribiszke hamisitasa szefl¢Fugel et al.2005, Dragovic-Uzelac et al.
2005, Lees2003, Tian et al.2005, Abad-Garcia et al2007). De nem csak a ndveényi
nyersanyagokat feldolgozé terlileteken van enneknfidége, példaul ha hustermékekben
izoflavonokat talalnak, az utalhat a termék szdjéffgvel tortéd hamisitasara. Ezek mellett
elmondhatd, hogy az ugynevezett polifenol ujjlengtmh hasznéljak még borok, citrusfélék

levének és oliva olajok eredetének azonositasara.

2.4.2. Antioxidans jelleg leiraséaban

A szervezetben természetes uton lejatszodd biokdolimmatok soran olyan vegytletek
keletkezhetnek melyek parositatlan elektronnal et@xnek. Ezeket hivjuk szabad gyokoknek
(Cadenasl989. A pérositatlan elektronjukbdl kifolydlag reakcégességik igen nagy ezért nem
tul hosszu éléiek. Veszélyességuk is ebben rejlik, mert nagyonnkén reakcioba lépnek a
szervezetet feléditegyéb molekulakkal (zsirsavak, szénhidratok, fékgrés karosithatjak azt
(Cadenasl989. Olyan betegségeknek lehetnek a kivaltd okai, raimék vagy keringési, idegi
rendellenességek. A szabadgyokok lehetnek oxigam,ktrogén vagy szén kézpont((@adenas
1989.

A szabad gyokok, a terminalis oxidacidban, termé&szkorilmények kozott is keletkeznek
az emberi szervezetben, de néhany&kéaksbels tényed hatasara képrésuk fokozottabba valik.
llyen tényedk lehetnek a kis hullamhosszu elektromagneses zag@k (UV, radioaktiv
sugarzas), szmog, dohanyfist, alkoholfogyasztas)kahelyi vagy otthoni stressz, kiloniéoz
vegyi anyagokBenzie2000, Toporcov et aR004). Lévén keletkezésik az emberi szervezetben,
bizonyos meértékig, normalisnak tekintbetendelkeziink megfelélvédelmi rendszerrel. Ez egy
bizonyos szintig képes ellatni a szervezet véde(Benzie2000. Azokat a vegyuleteket, melyek
képesek csokkenteni vagy megakadalyozni a szabkdigyaltal okozott oxidativ stresszt,
antioxidansoknak nevezzijKalliwell, Gutteridgel999. Ezek a vegyuletek kisebb mennyiségben
vannak jelen, mint az oxidalandé szubsztrat. Az enmdmntioxidans halézat legfontosabb elemeit a

3. tdblazattartalmazza.
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3. tAblazat Az emberi antioxidans hal6zat legfontosabb elgi@ernetti utan)

funkcio/szerkezet/szerep példa

vitaminok E-, C-, A-vitamin, riboflavin, niacin, kotinamid

zsirok w-3, w-6 zsirsavak

aminosavak, tiolok hisztidin, glicin, glutamin, zisin, taurin N-acetil-cisztein

fehérjék, enzimek albumin, transzferin, bilirublkataldz, peroxidaz, szuperoxid
dizmutéz

névenyi metabolitok polifenolok-flavonoidok, kanatidok-likopin-lutein

asvanyi anyagok cink, vas, réz, szelén

anyagcsere termékek hugysav, liponsav

A felsorolt antioxiddnsok szerepik szerint két nagpportra oszthatok: 1, lancreakcio
megszakité vagy eldleges antioxidansokra, 2, #dvagy masodlagos antioxidansokra. A
polifenolok ez utébbi kategoriaba tartozr{@pak et al.2007).

Antioxidans tulajdonsagaikat t6bb téngelaefolyasolja. llyenek az -OH csoportok szama,
elhelyezkedése, az orto 3,4’ -dihidroxi része agfiriinek, az A gwrii meta-5,7-dihidroxi-
szerkezete (ez a fem kelat képzésben jatszik sgrepB gyiri esetében a ketol szerkezet, a C
gyiri 4-keto-, 3-hidroxi- vagy 4-keto-5-hidroxi-szerkézgRiceEvans et all1997. Ezekkel
osszefliggésben rendelkezriekes2003:

* Gyokfogo6 képességgel

» Hajlamosak kelatképzésre fémionokkal a proxidanashieivédésére

* Enzim interakcidkra. Ezzel csokkentik egyes betggkdialakulasanak kockazatat
» Daganatok és sejtburjanzasok gatlasa

+ Antiviralis hatassal

2.5. Szelektiv polifenol-analitikai modszerek

Ha a polifenolok analitikai meghatarozasarol vao stapveben harom nagy csoportot
kilonboztetiink meg aszerint, hogy mi az analiZig ¢de Rijke et al2006.

[) Az elss az agynevezett total (6sszes) polifenol énérddszerek, ahol nem egy kifejezett
vegyuletet meghatarozasa a cél hanem, egy vonathtizinértékegyseg segitségével, a mintaban
fellehett Osszes polifenolos komponens egylttes meghataozdben példaul a
spektrofotometrias Gton tortén meghatarozasatA=760 nm-en Folin-Ciocalteu reagens
hasznalataval. Ebben az esetben eredményeket nugzsalv/g adjak me@Bilbao et al.2007,
Robards, Antolovicl1997, Naczk, Shahidl004, Robbin2003.
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II) A masodik csoport az ugynevezett celkomponeidsisnerek, ahol egy vagy toblbe
kivalasztott komponens miségi €s mennyiségi paramétereire vagyunk kivancsiak

[lI) A harmadik nagy csoport az Ugynevezett kéresddszerek, ahol a mintadban fellelhet
elore meg nem hatarozott, komponenseket keressik. léREsgbben az utolsd kétel

foglalkozunk.

2.5.1. Célkomponens mébdszerek és kérgwofilozd) mddszerek jellegzetességei

A célkomponens modszerek és a nem-célkomponensghatéeozasat is célul kit6 keres
(profilozasi) modszerek kozotti alapéekilonbség, hogy az @binél ebre meghatarozott
alkotokat vizsgalunk, melyek azonositasahoz reteaamyagokat (preparalt, szintetizalt standard
anyagokat) hasznalunk. llyen médszerek esetébenta-gbkészitési és analitikai eljarasok is jol
igazodnak a meghatarozandd alkotdék (célkomponensdi)donsagaihoz, jellegzetességeihez
(Naczk, Shahidi2004. Ezzel ellentétben a kefegprofilozasi) modszerek esetén a mintaban
megtalalhaté polifenol készlet minél teljesebb tkdeltérképezése a cél. A meghatarozandod
alkotok koére nincs éle definialva, igy azok azonositasa nem referengagokhoz tortéh
viszonyitas alapjan torténik (retencio$,icpektrum képek stb.), és sok esetben azéisrdul,
hogy a mintaban megtalélt esetleges komponensat#kéht nem beszerezb€Chen et al2007,
Ding et al.2008, Chen, Zu®007, Lin, Harnly2007). A profiloz6 mddszerek jellenége, hogy
elsssorban korabbrél elvileg ismert polifenol alkotokmkitatdsa a céljuk, de oly mdédon, hogy
nincs ebzetes ismeretink arrél, hogy az elvileg fellethatkotok csoportjabdl melyik fordul
esetleg & az adott mintdban. A profilozasi modszerek tovalshjatsaga, hogy elvileg
alkalmasnak kell lennitik olyan koradbban ismeretpatifenol alkoték kimutatasara is, melyek
letezésé&il nem volt kordbban tudomasunk. Ugyanakkor, azilfedtételesen azonositott alkotok
kétséget kizard igazoldsa altaldban mar nem agpalifprofilozas része.

A profilozasi modszerek lényege, hogy egy méréseaiél tébb komponenst tudjuk
elklléniteni és meghatarozni egy mintafidarnly et al.2007, Lin, Harnly2007). Ez lehet az ets
|épés egy bonyolult analitikai proceduranak, mekyaecélja feltérképezni a mintaban talalhat6
ismert és ismeretlen komponenseket. Az idealisilpedf modszer a kdvetkéképpen néz ki:
olyan egyszdr, amennyire csak lehetséges, az 6sszes jeteiégwmponenst detektalni lehessen
vele, a lehédt legtbbb informaciot szolgaltassa az adott csuqabnositas, szerkezeti felépites,
mennyiségi meghatarozas, stb.), és ezeket minkegyatografias futtatason beliill. Es mindezt
lehessen standardizalni. A valésagban ez perszeleleetséges, egy kromatogréafias futtatason

belll csak egyi-masik kritérium teljesuli{gtarnly et al.2007).
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Az el olyan modszereket, melyeket mar profilkészitéseszhaltak a multszazad
kilencvenes éveinek éldelében publikaltak. A minta-ékészités altalaban egy egysz&teOH-
os extrakciobol és savas hidroliziskalt. Az alkalmazott mérendszer LC-DAD készulék volt.
Ezek segitségével altaldban csak aglikonokat l#heteghatarozni, de egy-két esetben
kifejlesztettek olyan eljarasokat, melyek segitséfdilonbosd szarmazékokat is meg lehetett
hatarozni. Ez utobbi esetben azonban mindig szUkelgaz adott szarmazék standardjara vagy
egy masodik kromatogréfias futtatasra a hidroligén. A szazadfordulé 6ta azonban az MS-sel
tortér detektalds kertlt élérbe. Egy profilozasi mddszer specialis analitikgiéseket igényel
(Harnly et al.2007). Ezeket vesszik sorra.

Az els, és mondhatni a legfontosabb 1épés, az extrakci® kulonbség a célkomponens
modszerekhez képest, hogy a kivonas soran arrlstimek, hogy minél jobban mé&ggzik a
mintara jellema polifenol dsszetételt. Ez altalaban csak enyhearelbkészitést teszt lehiate,
ami feltételezi, hogy a komponensek nincsenek lemskotéssel kotve a matrixh@darnly et al.
2007. Ez jellem® a flavonoidokra és azok polimerjeire de a fenslmgakra nem. A masik fontos
kritérium az extrakcidé soran elkeriini a kulonbdzemiai mellék reakciokat, mint az oxidacio
vagy a polimerizacigHarnly et al.2007).

A kovetked lépés az elvalasztas. Az elvalasztas ebben azeesista polaritas kilonbségen
alapszik, de a kerésmodszerek esetében jelletna nagyobb idigény (kisebb gradiens), Iévén
nem tudjuk ere milyen mennyiségés mirbsédi komponens talalhaté a mintab@arnly et al.
2007).

A detektalasra manapsag leggyakrabban MS/MS reredste hasznalnak a vegytletek
azonositasdhofde Rijke et al.2006, Ding et al2008. Ez lehetvé teszi az egyes molekulak
fragmentalasat, és a keletkeZzragmensekél kovetkeztetni lehet a molekula szerkezetére.
Ugyanakkor, ilyen készllékek esetében, lébég van a polaritas és az ionizaciés potencial
valtoztatasara is. Igy lelstég nyilik a negativ és pozitiv ionizacios modbalveltt spektrum
vizsgalatara is. Az alacsony ionizacids energiaangaion meghatarozasara, a nagy pedig a
fragmensek létrehozaséara szolgal. Sajnos ez azugyatt multisignal mode rontja a jel/zaj aranyt
lévén egy tomegszamra kevesebb jit (ennek a problémanak taglalasat lasdbbs Ily moédon
lehetiség nyilik egy csucsbol azonositani az aglikontszamat és a tipusat a kapcsolodo
molekuldknak és azok lokalizaciéjitarnly et al.2007).
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2.5.2. Minta-elbkészitési technikak

Egy analitikai meghatarozas é&ldépése a laboratériumban a mintékélszités. Ez,
mondhatni, a legkényesebb pontja a mérésnek, hiszett valami hiba torténik azt a kdsbiek
soran mar nem tudjuk korrigal{iTura, Robards2002, Abad-Garcia et aR007. A minta-
elokészitést dowen az elemzés célja befolyasolja. Milyen célkompgeket keresink,
monitorozni akarjuk-e a polifenol készletet, a smhBs/vagy kotott formakra vagyunk kivancsiak,
a szarmazékok érdekelnek vagy csak az aglikonokpegsze nagymértékben befolyasolja a
vizsgalando minta matrixa. Ezen feltételek Osszgssbatarozza meg a mintadledszités
Osszetettségét. Ez a procedura lehet egylépéskfpégy egyszér sZirés folyadék mintak
esetében)Robards, Antolovich1997, Robbins2003, de sokszor tdbb &tészit 1épés koveti
egymast (példaul extrakcid — beparlas — visszasgitsirés el$sorban szilard mintak esetében)
(Tura, Robard2002, Chen et al2007, Hakkinen, Auriolal998, Robbins2003. Az egyszdi
minta-ebkészités nagy éhye, hogy kevésbé torzitja el a mintara jelléneredeti polifenol
mintazatot, ennek a jeléisege a kerégprofilozoO mddszerek esetében meghatarbizrnly et al.
2007. K hatranya, hogy a kotott, rosszul vagy egyaltalam roldédé formakat nem lehet ily
modon oldatba vinni. Ezért jeléisen behatarolt azon komponensek mennyisége éssége
melyek igy mérésre alkalmas éallapotba kertlnek. olyblultabb minta-élkészitési technikak
segitségével ellenben a vizsgalt komponensek sbieskalajat lehet kivonni, beleértve a kotott
és oldhatatlan formakat is, mind mennyiségi minadsegi szempontbdRobbins2003. Ez a
célkomponens moddszerek esetében @ofintossagu. Példaul masok az optimalis minta-
elokészitési paraméterek fenolos savak, flavonoidakyvezek szarmazékainak szabad és/vagy
kotott formdinak vizsgalata esetén . Ebbkovetkedien a megfelél minta-ebkészités
megvalasztasaval ki tudjuk szelektalni azon vedg@tportokat, melyeket vizsgalni kivanunk
(Robards, Antolovich1997. A szikségesnél bonyolultabb mintélaszités alkalmazasa azt a
veszélyt is magéba rejti, hogy esetleg olyan kérekék reakciok is lejatszédnak melyek rontjak a
mérés hitelességéet. Mint mar emlitettiik ez a piaddzitésen alapuld modszerek eseténaédont
fontossagu, hogy a vizsgalt extraktum minél jobleprezentalja a minta eredeti 6sszetételét.

Némely minta esetében alkalmazhatdé az ugyneveretktdmérés, ahol nincsen minta-
elokészités(Tura, Robards2002. Ebben az esetben valtozik a legkevésbé a minliéena
Osszetétele, de tudnunk kell, hogy ez nem minditgaeezet ugyanis nagymértékben terheli a
mérendszert. Ebfl kifolyblag még az ilyen tipust mintdk esetébencédszeti alkalmazni
valamilyen egyszér elokészitt miveletet, mellyel csokkenteni tudjuk a minta matmak a

hatasat. A legegysZdsb minta-ebkészitési eljarasok a ®2s, centrifugalas és/vagy higitas. Ez
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ertelemszdiren csak folyékony mintak esetében alkalmazhatdkdizgyakran alkalmazzak borok,
gyumolcslevek, esetleg olajok esetélf€ara, Robard2002, Robards, Antolovich997, Robbins
2003. Barmennyire is egyszelépések ezek, ha nem megfélébriltekintéssel végezzitket,
torzithatjak az eredményt. Példautiiss sordn maga aiss is megkdthet valamennyit az értekes
anyagokbal, vagy higitas esetén rossz oldészaasxtda kicsapodhatnak azok. De a legtébb minta
ettdl Iényegesen Osszetettebb mintékélkzitést igényel.

Az els lépésben a vizsgalandé mintan altalaban valamifgdtiarast alkalmaznak, hogy
megkonnyitsék a kébbi extrakciot. Dort tobbségeben ndvényi mintakrol lévén sz6 ez alsadab
szaritast és poritast jelent (ez a lepés a mintaogenitds miatt is szikségds) et al. 2007,
Vukics et al.2008. Némely esetben azonban eglya friss mintabdl térténik a kivongRobards,
Antolovich 1997).

A megfeleb feltaras utan altalaban valamilyen extrakciosréf&ovetkezik. Ezt alapuin
a minta allaga (szemcsemeéret, halmazallapot), lésyarni kivant komponensek kore hatarozza
meg . A leggyakrabban vizet vagy valamilyen szergkkszert hasznalnak a kinyeréshez. A
legnépszdibbek az etanol, metanol, aceton, acetonitril, adtat és/vagy ezeknek a kombinacioi
(de Rijke et al2006, Dragovic-Uzelac et #2005, Chen et aR007, Truchado et a2009, Li et al.
2007, Harnly et al2007, Hakkinen, Auriolal998, de Brito et al2007, Wang et al2009,
Harbaum et al.2007) de ritkAbban éfordul mas oldészer is, mint a kloroform vagy N,N-
dimetilformeid (DMF), etiléter(Chen, Zuo2007), esetleg szuperkritikus allapoti széndioxid
(Naczk, Shahidi2004, Robbins2003. Ez torténhet egy vagy tdbb |épésben, lehet segée
hémérséklet emelésével, ultrahangos &, sima razatassdlin, Harnly 2007, Tian et al.
2005. Az idotartamadltaldban 1 perc és 6 Ora kozott valtozik, de laelér 24 oOra is. Eit tobbet
nem célszdér alkalmazni, mert nem kivant valtozasok mehetnegbeéa vizsgalni kivant
vegyuletek szerkezetében, példaul néegn esélye a nem kivant oxidaciés folyamatokiédenly
et al. 2007, Naczk, Shahid2004, Robbin2003. A nem kivant valtozasok elkeruléséhez tobb
modszert is lehet alkalmazni, ilyenek az inert ami@aban tortéh minta-ebkészités,
antioxidansok adagoléasa, féélyvalo védelem, vakuum alatt térieelokészitégDragovic-Uzelac
et al. 2005, Harnly et al2007, Hakkinen, Auriola998, Wang et al2009, Ferreres et a2008,
Herrera, de Castr@005, Hollecker et al2009. Ha azon polifenolokra vagyunk kivancsiak,
melyek oldhatatlan és/vagy kotott formaban vanred&nj a mintaban, valamilyen hidrolizacios
eljarassal fel kelbket szabaditar(iTura, Robard2002, Harbaum et a2007). Ezek leggyakrabban
valamilyen szervetlen savas (példaul sésavas) Wags (példaul natrium hidroxidos) kezelée
Rijke et al.2006, Hakkinen et all999, Jin et al2008, de lehet enzimes eljaras(ieura, Robards
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2002, Robards, Antolovich997). Ezen eljarasok milyenséegét @srban az hatarozza meg, hogy
mely kotott formakat kivanjuk felszabaditani.

Akarmilyen eljarast is alkalmazunk, a végeredmérnyden esetben valamilyen elegy lesz,
amely szamos vegylletet tartalmaz (zsirok, zsiksawéaszok, polifenolok, terpének stb.)
(Robards, Antolovich1997, Naczk, Shahid2004. Ezeknek csak egy része az, ami a merés
szempontjabol fontos komponens, a tébbi nem |érsyegayy kifejezetten karos is lehet a
meghatarozasra nézve. Szamos tisztitasi eljagmkeéamelyekkel a nem kivanatos komponensek
jelents részét el tudjuk tavolitani.

A tisztitasi eljarasok soran altaldban egy szilhomtdozon megkotik a vizsgalni kivant
komponenseket. A megkotés alapulhat ioncserén, rifgdan stb., lehetnek normél, de
leggyakrabban forditott fazisuak. Anyagukat tekintleggyakrabban gyantdk vagy szilikon
alapuak(Robards, Antolovicl1997). Jellegzetesen ilyen technikak a szilard fazidéagxid (SPE)
(de Rijke et al2006, Harnly et al2007, Robards, Antolovich997, Naczk, Shahid2004, Abad-
Garcia et al.2007, Suarez et al2008, Hollecker et al2009. Az Aalléfazis miségét a
meghatarozni kivant komponensek tulajdonséagai ¢ztdk meg (fenolos savak, flavonoidok,
szarmazékok, polimerizalodott fenolok). Az alloiziamin mar meg vannak kotve kivant
anyagok, €iszor valamilyen polaros oldoszerrel mossak at, eggyakrabban viz, ami
tartalmazhat valamennyi szerves savat, hogy a anddi €s a hozzajuk hasonl6 komponenseket
eltavolitsak. Ezutan valamilyen szerves olddszenagly oldoszer elegyel a polifenoloket tavolitjak
el a toltetsl (Naczk, ShahidR004, Ferreres et a&2009. Itt is meghataroz szerepe van a szerves
oldészer anyagi miiségének, pH-janakRobbins 2003. A lemosé folyadék 6sszetételének
valtoztatasaval frakciok szedése is lehetséigasnly et al.2007, Vukics et al2008. igy az egyes
frakciok a vizsgalni kivant komponensek mas-maspesggt fogjak tartalmazni. A lemosas
azonban sohasem lesz tokéletes, valamennyi anyig@mesiad az alléfazison. Ezt hivjak
adszorpciés veszteségnek. Ezért fontos paramétaill@iazis kivalasztdsa sordn az anyagra
jellemzs visszanyerhéség. Ezeken kivil még gyakran alkalmazott tisatég§aras, polifenolok
esetében, az ugynevezett ellenaramu kromatogr@f@unter-current chromatography, CCC.)
(Naczk, Shahid2004, Valls et al2009.

Ennek az eljarasnak a lényege, hogy két, egyméamsal elegyed, ellentétes polaritasu
folyadékot egy hosszl élsen egymasnak ellentétes iranyba aramoltatnaklabtia hasznalnak
egy kiegészitt folyadékot, amely mind a két fazissal elegyedik.&yyik folyadék az all6 a méasik
folyadék a mozgofazis szerepét tolti be. Ennek alsmérnek a nagy @lye a szilardfazisu
preparativ technikakkal szemben, hogy gyakorlatdéig van adszorpcios veszteség, az egész

anyagmennyiseg visszanyehévalls et al.2009.
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Ezeken kivll Iéteznek egyéb mintéledszitésiftisztitasi technikak, mint a szuperkusk
folyadék extrakcid (SFE), a szilardfazisu mikroraktié (SPME) vagy a nagynyomasu folyadék
extrakcio (PLE), melyek szintén helyet taldltak miagpk a polifenol analitikaba(Cuyckens,
Claeys2009.

2.6. Elterjedt miszeresneghatarozasi médszerek, efiénegkdzelitések

2.6.1. Elvalasztas technikak

A legelterjedtebb mbédszer a kulonBozpolifenolok elvalasztdsara az ugynevezett
nagyteljesitmeny folyadékkromatografias (a tovabbiakban HPLC) tékhiiRobbins2003. Az
irodalomban tulnyomé tobbségében olyan cikkeketldak, ahol forditott fazisi oszlopot
hasznalnak, C8-as és C18-as okat egydEmagovic-Uzelac et aR005, Truchado et a009, Jin
et al. 2008, Volpi, Bergonzini2006, Li et al.2007, Harnly et al2007, Naczk, Shahid2004,
Dubber et al2005. De ennek ellenére kisebb mértékben més tipuddpmse is hasznélatosak,
mint példaul szilika, Sephadex vagy poliamid aldpUsz oszlopok bels atmébje 2.1 és 5 mm
kozott valtozik de leggyakoribb a 4.6 mm-es. Hoksaltialaban 50-300 mr{Robbins2003. Az
atlagos toltetatmér 3-5 um kozotti (Robbins 2003, de az utébbi iében megjelentek az
ugynevezett nagyfelbontasu oszlopok, melyek tahetéje 2 um alatti(Klejdus et al.2007). Sok
esetben ékétoszloppal vagy belsszirével védik az oszlopokat a bekeasigzennyeédések ellen
(Robbins2003. Az altalanosan alkalmazott elvalasztasi eljar@gsaaiens ellici§Robbins2003,
Zhang et al2007, Chen, Zu@007, de Brito et al2007, Ferreres et a008, Tian et al2005,
Luximon-Ramma et aR005. Ezt egy binaris pumparendszer mozgatja, és aeftitslét tekintve
egy szerves és egy vizes fazishol(@hang et al2009. Gradiens elucié alkalmazasa esetén, a
meérés soran a mozgofazis 6sszetétele valtozik@afighvenyében. Attdl fludgen, hogy normal
vagy forditott fazisi kromatogréfiarél van sz, iae¢ vagy a szerves eluens ardnya nagyobb a
kromatogréafia elején. Ez a mérés soran folyamatasékken, és a meérés végére a masik fazis
kerdl talsulyba. A szerves fazis leggyakrabbanautil vagy metano(Chen et al2007, Bilbao
et al. 2007, Truchado et aR009, Jin et al2008, Harnly et al2007), de egyéb masik szerves
oldészer is lehet, mint példaul butanol, proparatilacetat. Azonban a legtébb esetben nem
lineéaris profild gradienst alkalmaznak, hanem gtigkl bonyolultabbakat anélkul, hogy ennek az
okara magyarazattal szolgalnanak. Az esetek tobségezek tartalmaznak valamilyen puffert
vagy szerves savat a pH beallitasdhoz és/vagynazamod ebsegitéséhegTruchado et al2009,
Naczk, Shahidi2004, Maul et al.2008, Zhang et al2007, Herrera, de Castra005. A
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leggyakoribb pufferek acetat vagy formiat alap{Bkbao et al.2007, Volpi, Bergonzini2006,
Naczk, Shahidi2004), a foszfat alapuak nem terjedtek el széles koripeert kontaminaciot
okozhatnak ha MS detektalast alkalmaznak. Az amsindébesség szintén anyagi #ségél
fuggéen 0,15-1,8 ml/perc lehgiRobbins 2003. Az injektalt mennyiség, altaldban az oszlop
méreteinek fliggvényeben, 3-p lehet (Bilbao et al.2007, Li et al.2007). Az elvalasztas nem
igényel kulonleges dmérseékleti bedllitasokat, szoléamérsékleten is Gkodik, de a futtatds
lerdviditése végett az oszlopot gyakrafi@@orili hsmérsékletre termosztalj{Maul et al.2008,
Zhang et al.2007, Dubber et al2005. Ennek masik éhye, hogy szabalyozottémérsékleti
korilmények kozott a futtatas ismételbsige javul. Abban az esetben, ha a kisérlet célja a
mintaban talalhatdof polifenolok meghatarozasa, a kromatografiétadalma tizenegynéhany
percl tobb oraig is terjedhe{Robbins 2003. Abban az esetben, ha a minta polifenolos
komponens dsszetételének a feltérképezése a el ielz joval hosszabb is lehet. Az elvalasztas
idétartalmat efsen befolyasolja az atlagos toltetathémminél kisebb, annal kisebb a
kromatografia idigénye. Tébb komponens megfélalvalasztasahoz tébbddkell. Mindemellett
létezik még néhany kevésbé frekventalt technikant mimilyen a gazkromatogréfia vagy a
kapillaris elektroforézigNaczk, Shahid2004, de Rijke et aRk006§.

Gazkromatografias (tovabbiakban GC) mddszerekétastévek Ota hasznaljak flavonoidok
meghatarozaséara, de a folyadékkromatografias (bakban LC) modszerek hatérbe szoritottak
6ket (de Rijke et al2006. Ugyan a GC mddszerek nagyobb érzékenységgebéblkkimutatasi
hatarral rendelkeznek, de jéval munkaigényesebbek m szarmazék képzés elkerilhetetlen a
megfeleb ionizacidé és & stabilitds eléréséheHakkinen, Auriolal998, de Rijke et al2006,
Cuyckens, Claey2004. Ez Aaltaldban metilalast jelent leggyakrabban dtilsilillel (TMS).
Azonban ha egy flavonoid tobb mint egy hidroxildsgrtituensel rendelkezik, akkor a metilacio
soran tobbfajta szarmazek keletkezik, ami nagybagmeheziti a kvantifikalast. Az elvalasztasi
beallitasok nem valtoztak sokat az 1960-as évekAdtalaban apolaros oszlopokat hasznalnak. Az
injektalas agynevezett split vagy splittess modtimtenik, az elvalasztashoz 30-90 percig tefjed
fatéprogramot hasznalnak 30%C folott. Altalaban metablizacio, antioxidans aktg vagy
taxondmiai vizsgélatokra hasznalj@e Rijke et al2006.

Szintén hasznalatos, bar kevésbé elterjedt moédszaillaris elektroforézis (CE). Altalaban
foszfat vagy borat puffereket hasznalnak a méréseka kapillarisok 50-10m atmééjiek a
fesziltség 10-30 kV és az injektalt mennyiség 1Qd5@ detektor lehet UV, fluoreszencias vagy
MS (de Rijke et al2006.
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2.6.2. Detektalasi modszerek

A széles korben alkalmazott detektalasi eljarasokik az egyik legelterjedtebb az UV
abszorpcién alapuld modsz@te Rijke et al2006, Robbin2003, Lin, Harnly2007). Az 6sszes
polifenol komponens rendelkezik legalabb egy fesotpfiirivel, ezért az UV fény bizonyos
tartomanyaban elnyelési maximummal rendelkeznekvdrloidok esetében, l1évén Kegyiirtivel
rendelkeznek, kevés kivétélteltekintve, legalabb két elnyelési maximum taddth Az el a
240-285 nm-es tartomanyba esik a masik a 300-550gnerjedbe (de Rijke et al.2006. A
gyiirikhdz kapcsoldédd egysZeszubstituensek, mint a metil csoport, a hidrogomort nem toljak
el jelentisen az abszorpciés maximumot. Az UV detektalasapuid moddszerek tébb tiz éves
multra tekintenek vissza. Manapsag az egyik legresfisb technika aglikonok mennyiségi
meghatarozasara. Diddasoros detektalassal kieg@saitreening modszereknél az aglikon
mennyiségi azonositdsahoz és/vagy a szubsztituesiSektes feltérképezésére is alkalmassa
tehet. Altalanossagban elmondhaté, hogy segithet az aésgjyor kapcsolédott csoportok
azonositasaban, mint amilyenek az aglikonok, aogidok, a glikozid-malonatok és esetleg az
acilalt glikozidok. Sajnos azonban meg kell jegyelhogy az olyan alkotok, mint a glikozidok
vagy ezek acilezett véltozatai nem tul kromoférazért nem koénny oéket ily maodon
megkulonboztetni. Az eddigi tapasztalatokbol azonkét dolog lesirhe®: 1, az egyes flavonoid
csoportokat el lehet kiléniteni egymastol DAD-UMealaalas segitségével, ami fontos kiegészit
modszer lehet egy szerkezet meghatarozo eljaras g Rijke et al2006 2, elég kevés szamu
hullAamhosszon mérni a sikeres monitorozashoz (&arnvaciéveszteség, amit a nem teljes
mértékben optimalt hullamhosszok figyeléslébred elfogadhaté mérték A kimutatasi hatar
néhany ng/g-os nagysagrendbe esik.

Keveésbé elterjedt modszerek kozé tartoznak a fhzemrecias detektalason alapuld eljarasok
(de Rijke et al.2006, Robbin2003. Hasznalatuk esetlegességénéloka, hogy az ily médon
meérhet komponensek szama nagymeértekben limitalt. AzonbdfAdetektalassal kombinalva
lehettiséget ad olyan koelualddott vegyiletek megkuloraiégere, melyek kozil az egyik
detektdlasa lehetséges fluoreszencidval a masiké Weokat a flavonoidok lehet ezzel a
mabdszerrel detektalni, melyek rendelkeznek —OH ogtgd a 3. pozicidba(de Rijke et al2006.

Az 0Osszes flavonoid rendelkezik elektoraktivitassalzért elektrokémiai detektalasi
(tovabbiakban ED) modszerekkel is lelitet mérni(de Rijke et al.2006, Robbins2003.
Természetesen a szelektivitasa alacsonyabb minibee$zenc technikake, de a kimutatasi hatar
alacsonyabb. Az Osszes flavonoid két maximummadletwezik. Az el§ a B gyiri oxidacios

allapotaval van 6sszefliggésben a masodik a kewwdsthé@hat6 fenolos csoporttal. ED vel toréén
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detektalas esetén nem talalhaté azonban egyértele@ris kapcsolat az antioxidans kapacitas és a
meért jel k6zott. Ennek elgleges oka, hogy ezen tulajdonsagok kialakitas&mknkilonboa
csoportnak van szerepe. Erre j6 példa a 3-as hidrssport glikolizaldsa utan az
antioxidans/gyokfogé kapacitas csokken, de az edké&miai viselkedésiik nem valtoZile Rijke

et al.2008.

Napjainkban a tomegspektrometria képezi a deteditdidchnikak csucsat. Két nagy
csoportra bonthatok. Az élsaz egyszdr tomegspektrométerek (MS) a masik az ugynevezett
tandem készilékek (MS/MS vagy F)SEz utdbbi szerkezet azonositasra is alkalmasstt(de
Rijke et al.2006, March et aR006, Lin, Harnly2007, Kumar et aR009, Vukics, Guttmaa010.

Polifenolok meghatarozasa esetén, csakugy mint teddeteken, a légkéri nyomason
ionizald (tovabbiakban APCI) és elektro sprey idaibs (tovabbiakban ESI) ionforrasokat
hasznalnak a leggyakrabban. Bar az ESI frekvebtalalyet foglal el a flavonoid analitikaban, az
APCI is szert tett bizonyos méiiehépszdiségre, mert bizonyos esetekben jobb eredményeket
szolgéaltat. Ezeken kivul létezik még szamos maserelvriikddé ionforras, mint az
elektronltk6zéses ionizacios (El), kémiai ioniz&c{€l), gyors atom bombazas (FAB), méatrix
segitett lézer ionizacié (MALDI{de Rijke et al.2006. Mind pozitiv, mind negativ ionizacioés
modban alkalmazzakiket, de a legtdbb tanulmany szerint polifenolok té&@sen a negativ
ionizacios mod érzékenyebfHarnly et al. 2007, Cuyckens, Claey2004). Ez alol kivételt
képeznek az antocianinok. A kuléniéoonizacios mdédokban az egyes molekulak mas és mas
fragmenseket képeznek, ezért egy molekula szedwmalet meghatarozasdhoz mind a két
ionizacios mod értékes informaciokkal jarulhat hHogde Rijke et al.2006. Ha a mennyiségi
meghatarozas mellett szerkezeti azonositast isuakavégezni ahhoz valamilyen LC-MS/MS
készlulékre van szikség. Napjainkban kétség kivilazzegyik legfontosabb a technika a
kivalasztott komponensek szerkezeti azonositasaemgy vaz ismeretlen komponensek
feltérképezésére. Mara a tandem-MS technikak éddeszt kiszoritottak a ,szimpla” MS
technikakat, koszonh&tn nagyobb szelektivitasuknak és annak, hogy egypkaensfl tobb
informaciot szolgaltatnak egys#bb tarsaikna(de Rijke et al2006).

Az MS/MS vagy MS technoldgidk a vizsgalni kivant molekula ionizg&i@l, majd
hasitdsaval (fragmentalasaval) és a keletkezegmieasek vizsgalataval igyekszik informaciot
szolgéltatni az adott komponeéisrA kilonb6z fragmentmolekulak leirdsahoz Ma et @a et
al. 1997 dolgozott ki egy azonositasi eljarast, mely egtien leirja egy fragmentacié soran
keletkezett molekula fragmentaciés Utjat. Ez peiiihizaciés médban kovetkéZA* és"B*. Az
A ion jeldli azt a fragmenst, mely az Ayt tartalmazza a B ion jeldli azt a fragmenst mealy a

B-gyirit tartalmazza. Az indexben I@v és j azokat a helyeket jel6li, ahol a Gigin felhasadtak
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a kotések. Ugyanezen analégia alapjéikadik negativ ionizaciés médbaHA™ és"'B). Azon
ionokat, melyek a fragmenteilbképzidnek egy X rész elvesztésév&lAl-X] és ['B*-X]
forméaval jeldlik (de Rijke et al.2006, March et al2006, Vukics, Guttmar2010. A C-gyiri

lehetséges fragmentacios utjaR.abran lathato.

Al AZ
134 BAAS -

.-l-lsl

3. dbra A flavonoidok C gyirijének hasadasa altal lehetséges fragmentacios(dpkyind
pozitiv mind negativ médban: (Al) 1 és 3, (A2) 4é¢B) csak pozitiv médban: (B1) 0 és 2, (B2)
1 és 4; (C) csak negativ médban (C1) 0 és 3, (G 4, (C3) 1 és 4, (C4) 2 és 4. (de Rijek mtsi.

nyoman)

A fragmentacié soran lejatsz6do legfontosabb jélgnsa flavonoidok esetében az

agynevezett retro-Diels-Alder (a tovabbiakban RDwpkcié (Cuyckens, Claey004. Ez a
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jelenség olyan hatos gk esetében figyelhétmeg, mely rendelkezik kég kotésekkel és
rendelkezik harom szabadon mozgd elektron parraljeldnség tulajdonképpen egy toltés
atrendedédeés, kéto-kotés felszakadasaval katkotes keletkezik. Erre a legaltalanosabb példa a
ciklohexen esete, ami butadiénre és etilénre fraga@dik (de Rijke et al2006. A 4.abran egy
masik jellegzetes példa lathatd mar a flavonoiditdgebdl az apigeninen és a luteolinon keresztil
bemutatva. A molekula hasadéasa soran két (egymasmaglementer) fragmens keletkeZifA*
és°B*. Mind a két forman megmaradhat a téltés. A kelgtkeagmensekdl kovetkeztetni lehet

a rajuk kapcsol6dé szubsztituensekre. Ennek adgitiletnek a példajanal maradva az [M+hi}
apigenin esetében m/z = 271 a luteolin esetéberrr@87 lesz. AZ°A* fragmens témege mind a
két esetben m/z = 153, de aB* fragmens tdmege az apigenin esetében m/z=119a foigolin
esetében m/z = 135 lesz. Ez jelzi, hogy a két nubdekozti killdnbség (egy —OH csoport) a B-
gyiran talalhatd. Az apigeninnek egy, a luteolinnak ketn beble.

o F iR HO SH HO oH
HO. 5 =OH  Fragmertch g A
gy Cron . LT
- e
k{r G ~0'
OH O OH OH
1,34+
R
HO . . HIOH) H(OH)
.JT —ppa~ CHC—{_j—on CHgmCoun{ )=
OH O 1 8

4. abra A RDA reakcié bemutatdsa az apigenin (R=H) és eolit (R=0OH) példajan
bemutatva (A) az'®A* és (B) az'®B* fragmens keletkezése esetén. A nyilak jelzik az

elektronpéarok atrendédését. (de Rijek mtsi. nyoman)

Pozitiv médban torténionizacié soran A" ésB* fragmensek keletkezése mondhaté a
legéltalanosabbnak és a legfontosabbnak is egybherB* fragmens az egyik legfontosabb az
adott flavonoid azonositasa szempontjabol. Azovoftaidok esetében, melyek metoxi csoporttal
rendelkeznek Iényegesen ritkabban jatszodik le aA R&akcié a hasadas soran. Flavonok és
flavonolok esetén 0,2 kotések hasadasa altalargsenedt, a relativ intenzitasuk 1-90 % kdzé
esik. Ezt a fragmentacidés utat negativ ionizaciGadlman eddig még nem irtédk le. A 0,4-es
fragmentacidés Gt nem gyakori, mindéssze protondtétlavonok hasadnak ily modon, e&idb
kovetkeden flavon aglikonok azonositasara alkalmas. A legjaudomasunk szerint 1,4-es

fragmentacidés utat eddig egy esetben irtak le mgemin esetében, itt az m/z = 147 volt. llyen
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tobmedi fragmens azonban keletkezhet 0,4-es fragmentdtars is egy viz vesztéssel. Ezeken
kival leteznek mas tomégragmensek, melyek egys#aemolekuladk vesztésével jonnek létre mint
a H,0 (18 Da), CO (28 Da), £1,0 (42 Da) vagy a pbD és a CO egylttes vesztése (46 Da). Ezek
szintén fontosak lehetnek egy-egy komponens vagyiiet csoport azonositasab@e Rijke et

al. 2006.

Ahogy a pozitiv ioniz&cié esetén, negativ médbam'iA” és*°B” fragmensek keletkezése a
leggyakoribb és ezek a legfontosabbak is, nohdivelatenzitasuk jelerdisen eltérhet az egyes
vegyuletek esetén. Ezzel egyutt kempferol esetéidémn nem mutattak ki RDA ion keletkezését.
Ezeken kivill az izoflavonoidokra jellethzfragmens a®%B. A 0,4 fragmensek alacsony
intenzitastak, de minden csoportbadfa@idul olyan tag melyik ezen az uton hasad. Ebken a
esetben is keletkeznek olyan ionok, melyi@ksebb molekulak, funkcios csoportok szakadtak le
Jellegzetes példa erre egy m/z = 15 vesztése, amegdfelel egy metil csoportnak ugyan ugy, mint
pozitiv modban. Ez az egyik meghataroz6 fragmenseolgan flavonoidoknak, melyek
rendelkeznek metoxi csoport{@e Rijke et al2006.

Az irodalomban szamos olyan modszer talalhatd,e@n jelenségeket eléékeszilékek és
kondiciok hasznélata mellett. Szerencsére az eddjgisztalatok arra engednek koévetkeztetni,
hogy a fragmentacos utak dérészt fliggetlenek a hasznélt ionforrastdl (ESI, NDAlstb.) vagy
analizatortdl (QQQ, ITRAPP stb.). Masielazonban jelerds eltérés figyelhét meg az egyes
fragmensek relativ intenzitdsab@e Rijke et al2006, Vukics, Guttmag010.

Az esetek dort tobbségében az UV és az MS detektalast sorbadzdkitni, igy tobb
informéacié nyerhét egy csucsrél ugyanazon a futtatdson béRilbao et al. 2007, Yoshida,
Majors 2006, de Rijke et al2006, Jin et al2008, Li et al.2007, Harnly et al2007, Robards,
Antolovich 1997, Ding et al2008, Robbin2003, Herrera, de Casta®05.
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3. Célkitiizések

Mint a bevezdibol kiderllt a polifenolokkal kapcsolatos mérésekbejié lehetségek
tarhaza szinte kimerithetetlen (kezdve az élettat@sok vizsgalatan at a kulonbozegyiletek
analitikai meghatarozasaig). En ébkét nagy teriiletre koncentraltam a doktori munksoran: a
kere$ es a celkomponens modszerek kidolgozasara.

Az el pontban bormintdkat vizsgaltam. Itt egy célkompmneddszer kidolgozasdiztem
ki célul, mégpedig a kbvetkészempontok alapjan:

* melynek segitségével el tudjuk kildniteni egymaatdizsgélt bormintakat foldrajzi
eredetik, fajtajuk valamint évjaratuk szerint

* mindezt egy gyors, konnyen reprodukalhatdé modszegitsegével, amely a
kessbbiekben akar rutin analitikai célokra is alkalnméas=hed

e megvizsgalni milyen szerepet tolthet be a nagy oieiéisi Ugynevezett ,rapid
resolution” oszlop a borok polifenol készlet alapj@rterd besorolasaban, az igy
nyert tdbblet informaciok mennyivel névelik a moédsmegbizhatosagat

Ezt kdveten egy kergs modszer kidolgozasa volt a célom, melynek segitsgigegy
ismeretlen mintab6l meg tudom hatarozni a bennil&hi@d flavonoidokat. Itt a kovetkéz
pontokat allitottam be, mint kritériumokat:

» aleheb legkevesebb futtatasbdl minél tébb informaciotrnye

«  MRM moddszer alkalmazasa monitorozasra az ,ionf@asorté fragmentaldodas”
jelenség segitségével

e kulbnb6zd aglikonok, mono- és diglikozidjaik azonositasandtadok hasznalata
nélkal

» akidolgozott modszer alkalmazasa valodi mintara

Az utolsé fejezetben egy olyan monitoroz6 modsazégjlksztése volt a cél, melyben az
el6z6 modszer tapasztalatait felhasznalva, annak tovébiiését igyekeztiink megvaldsitani a
kovetked szempontok alapjan:

* az azonositashoz szukséges lépések szamanak dsSleken

e a mobdszer kiterjesztése Osszetettebb szarmazékabnositasara (példaul
triszacharidok, acilezett szacharidok stb.)

» szerkezeti izomer aglikonok és azok glikozidjainakelektiv meghatarozasa
ugyanazon futtatason belll

» akidolgozott modszer alkalmazéasa valodi mintara
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4. Anyag és modszerek
4.1.Hasznalt vegyszerek, standardok

Az 5.1-es fejezetben ismertetett méréshez haszegyiszerek.

A mérésekhez hasznalt a galluszsav hidratot, alafauat, a kavésavat Carl Rhot-tol
(Karlsruhe, Németorszag), a trans-para-kumarsavaiyicetint, a kempferolt, a trans-resveratrolt,
a (+)-katehin hidratot, az (-)- epikatehint a Fiidt&Buchs, Svajc), a kvercetin dihidratot és a
naringenint a Sigmatol (Bécs, Ausztria) szereztik B HPLC-hez hasznalt nagytisztasagu
metanolt és acetonitrilt a Fisher Scientifét-t a nagytisztasagd hangyasavat és
ammoniumhidroxidot pedig a Merckt(Dramstadt, Németorszag) vasaroltuk.

Az 5.2-es fejezetben ismertetett méréshez haszegyiszerek.

A kristalyos flavonoid standardokat (apigenin, &pig-7-O-glikozid, luteolin, miricetin,
naringenin, naringin, kvercetin, rutin) a Sigmai@igma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
szereztik be. A HPLC tisztasagu metanolt, acetftinés hangyasavat pedig a Scharlautdl
(Barcelona, Spanyolorszag). A kisérletekhez haszmadjytisztasagi vizet (18 Wcm™) mi
allitottuk eb egy Milli-Q rendszer (Billerica, MA, USA) segitséeel. A teszteléshez hasznalt
gyumolcslevet egy helyi boltban vetttik.

Az 5.3-as fejezetben ismertetett modszerhez haszegyszerek.

A luteolit, a miricetint, a naringenint, a naringim kvercetint, a rutint, a isokvercitrint, a
hiperozidot, a daidzeint, a genisteint, a heszpéria heszperidint és a fizetint a Sigmatol (Sigma
Aldrich, Budapest, Magyarorszdg) a robinint, a dlite7-O-glikozidot és a kempferol-3-O-
glukozidot pedig az ExtrasyntheSle(EXTRASYNTHESE Lyon, Franciaorszag) szereztik be. A
HPLC tisztasagl metanolt, acetonitriit és hangyaisapedig a Scharlautél (Barcelona,
Spanyolorszag). A kisérletekhez hasznalt nagysézia vizet (18 Md*cm™) mi allitottuk eb egy
Milli-Q rendszer (Billerica, MA, USA) segitségével. hasznalt standardok szerkezeti képletei az
5. 4bran lathatok.
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[zoflavanok

= 3 4 5 7 I 4 5
Daidzein -OH -0OH
Genistein -OH -0OH -0H

Flavonoidok

Mey 3 4 A 7 F 4 5
Apigenin =0 -0H -0OH -0H
Apigenin-7 o-glikozid =0 -0H glakaz -0H

Fizetin -OH = -OH -OH -0OH
Hesperetin =0 -0H -OH -0OH -0CH3
Hesperidin = -0H rutindz -0H -0CH3
Hiperozid galaktéz =0 -0OH -OH  -0OH -0OH
[zakvercitrin glakéz =0 -0H -0OH  -0OH -COH
Katehin/Epikatehin -OH -OH -OH -OH -0OH
Kempferal -0H =0 -0H -0OH -0H
Kempferal-3-0-glikozid glakdz =0 -0OH -OH -OH
Kwercetin -0H =0 -0H -OH -0H -0OH
Kuvercitrin ramnoz =0 -OH -OH -0OH -0OH
Lutealin =0 -0OH -OH -0OH -0OH
Lutealin-7-0-glikozid =0 -0H glakdz -0OH -0OH
Miricetin -OH =0 -0OH -OH -0OH -0OH -0OH
Maringenin =0 -0H -0OH -0H
Mlaringin = -0H rutindz -0H

Rohinin robindz =0 -0OH ramndz -0H

Futin rutingz - =0 -0H -0OH  -0H -0OH

5. abra A kisérletek soran hasznalt standardok szerkédgtietei. (A) benzoesavak, (B)
fahéjsavak, (C) stilbének, (D) izoflavonok, (E)vitenoidok.
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4.2. Alkalmazott berendezések

Az 5.1-es fejezetben ismertetett méréshez hasntiglterek.

A méréshez Agilent 6410 (Palo Alto, CA, Egyesiiltlafiok) tdmegspektrométert
hasznaltunk melyhez Agilent 1200 (Palo Alto, CA, yesjilt Allamok) HPLC rendszert
csatlakoztattunk. Az ionokat elektrospray ioniz&qi&Sl) ionforras biztositotta negativ ionizacios
mobdban. A témeganalizator egy harmas kvadrupol (R€@Qdszer volt. A porlasztashoz és a
molekuldk fragmentalasahoz egyarant gézt hasznaltunk. A HPLC torony felépitését talent
egy négycsatornas pumpabdl, egy gaztalanité kddxilléaz oszlop termosztathol és az

automatikus mintaadagol6bol &&. abra).

6. &braAz 5.1-es fejezetben hasznalt gréndszer.

Az 5.2-es fejezetben ismertetett méréshez hasntigiterek

A kisérletekhez egy Agilent (Agilent TecnologiesaMbronn, Németorszag) 1100 HPLC
rendszert hasznaltunk, amelyet csatlakoztattunl@aied Biosystem (Foster City, CA, USA)
altal forgalmazott 3200 Q-Trapp hibrid (triple kvadol/linear ion trapp) MS/MS készulékhez. Az
ionforras Turbo-V ESI rendszewolt melyet negativ ionizaciés médban hasznaltunk.

Az 5.3-as fejezetben hasznaltisaerek(7. abra).

Ebben az esetben ugyanazt a dremdszert hasznaltuk, mint az 5.2-es fejezetben. A

kildonbség minddssze a kromatografiaban volt.
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7. 4braAz 5.2-es és 5.3-as fejezetben hasznaltreédszer.
4.3.Kidolgozott analitikai rendszer
4.3.1. Minta-elbkészités

Az 5.1-es fejezetben bemutatott médszer esetékahalzott eljaras.

Az autentikus borokat a Federal College and Reke#rstitute for Viticulture and
Pomology in Klosterneuburg-tol (HBLAuUBA) szereztii&. Autentikus borok alatt azon borokat
értjuk, melyek mind a termesztés mind a@#itas technoldgiai azonosak és ismertek. A késérl
soran 97 autentikus bort vizsgaltunk, melyek 6 Rbti® szléfajtabdl késziltek. A mintak 11
kilonboz ausztriai borvidékil és 5 kulonbo& évjaratbol (2003-2007) szarmaztak.

Standard eljaras szerint kortlbelll 50 kg szaréthsntermést zuztak dssze és literenként
30 mg SQ-ot adtak hozza. A gyors alkoholos fermentacitsefjitésére egy specialis, szaritott
éleszbt adtak hozza, 20 g-ot hektoliterenként. A fermeidt&égét a visszamaradt cukortartalom
alapjan hatéroztak meg FT-IR elveriktids Winescan 120 NIR (Foss, Rellingen, Németorszag)
célkészllék segitségével. A borokat sotétb&n-dn taroltak.
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A vizsgalat ebtt a borokat ledmtik (Iso-DiscTM, N-4-4, Nylon, 4 mm * 0,45 um,
Supelco, Bellefonte, PA, Egyesiilt Allamok), majd BH5 10 mM-os ammanium-formiéat oldat
segitségével, mely 10 % metanolt tartalmazott, addhyban higitottuk. Utdlag 20 bels)
standardot (50 mg/l koncentraciéju metanolban éldatingenint) adtunk hozza.

A mennyiségi meghatarozast kiilgalibracioval oldottuk meg. A kalibralé sort minde
esetben 1 mg/ml-es metanolos standard oldatboltaksgil készitettik. A koncentraciok
bedllitAsahoz ugyanazt az ammonia puffert hasgatint a mintak higitasahoz. A megfélel
koncentraciéju munkatartomany minden egyes célkarapsre mas és mas volt, ezért ezt minden
egyes anyagra egyedileg hataroztuk meg.

Az 5.2-es fejezetben bemutatott médszer esetéekamezott eljaras.

Itt mintaként feketeribiszke levet hasznaltunk, taegy kozeli hipermarketben szereztiink be,
melyet mérés étt 0,45um PTFE s#rén sZirtink miebtt injektaltunk volna bélle az oszlopra.

Az 5.3-as fejezetben bemutatott médszer esetéekamezott eljaras.

2,5 g liofilezett mintahoz 25 ml 50 %-0s metanotituak, és talcids razatdban 2 6ran
keresztill razattuk. Ezutan centrifugaban 6000 RP&-gentrifugaltuk 10 percig. A fellliszobol
8 ml-t kipipettaztunk, és ezt vakuumbeparlon saargaroltuk. A visszamaradt anyagrészhez 1 ml
vizet adtunk, és 1 percig ultrahanggal razattuk Ewethen még 1,6 ml metanolt adtunk az
elegyhez és még egy percig ultrahangoztuk. Ezui@n0n teflonos siron sAirtik. Ez az oldat

kerult injektélasra.

4.3.2. Kidolgozott kromatografiak

Az 5.1-es fejezetben bemutatott méréshez alkalrmhkmonhatogréfia.

Kromatografids elvalasztashoz Agilent Zorbax fatitfazisa, nagy felbontast (RP-RR)
50*2,1 mm-es 1,8im toéltetatmeédjii C-18 oszlop hasznaltur(8. abra). Az A csatornan hasznalt
eluens viz volt, mely 1 % acetonitrilt és 0,1 % dpasavat tartalmazott. A B csatornan hasznalt
eluens, ennek az ellentétje, acetonitril 1 % viZ0ds % hangyasav volt, az aramlasi sebesség
0,4 ml/min. Az oszlopbmérséklet 20°C-ra volt temperalva, az injektalt mennyiség pegligl

volt. A gradiens programot4 tablazatszemlélteti.
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4. tablazat az 5.1-es fejezetben
alkalmazott gradiens

id6 [perc] B aramlasi sebesség
% [ml/perc]
0,00 2 0,4
1,50 2 0,4
11,25 45 0,4
12,75 70 0,4
12,82 2 0,4

Az 5.2-es fejezetben bemutatott méréshez alkalrmhkmonhatogréfia.

Az ebben az esetben alkalmazott kromatografiAsopselgyanaz volt mint az 5.1-es
fejezetben. Az oszlopot egy 0,4#n porozitdsu bels sZirével védtik. A vizes eluens 0,1 %-0s
hangyasav volt (A eluens), a szerves eluens peaxditpaitril volt (B eluens), mely szintén 0,1 %

hangyasavat tartalmazott. A gradiens program&t éablazatszemlélteti.

5. tdblazat az 5.2-es fejezetben
alkalmazott gradiens

id6 [perc] B aramlasi sebesség
% [ml/perc]
0,0 3 0,3
15 3 0,3
35,0 30 0,3
35,1 99 0,3
40,0 99 0,3
40,1 3 0,3
45,0 3 0,3

Az injektalt mennyiséd pl volt. A nagy felbontasu oszlop és MS detektalasznalata
mellett, a futtatasi il hosszunakiinhet, de az ismeretlen komponensek elvalasztasaibzséges
volt, mert nagyrészik hasonlé polaritds-tartomanytadalhatd, ezért retenciojuk kozétt alig van
kulonbség.

Az 5.3-as fejezetben bemutatott méréshez alkalmimmnhatografia.

A kromatogréfias oszlop egy Agilent Eclipse XDB-CRP 4,6*250 mm-es oszlop volt,
melynek az atlagos toltet atndgr 5 um. Az A csatornan aramlo eluens viz volt 0,1 % lyasgv
tartalommal, mig a B csatornan aramoltatott elueretanol (MeOH) volt szintén 0,1 %-0s
hangyasavval. A kromatografia 60 perces volt. Azdézalatt alkalmazott gradienstéa tablazat

szemlélteti. Az injektalt mennyiség L0volt.
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6. tablazat az 5.3-es fejezetben
alkalmazott gradiens

id6 [perc] B aramlasi sebesség
% [ml/perc]
0,0 20 1,0
10,0 20 1,0
50,0 70 1,0
50,1 99 1,0
55,0 99 1,0
55,1 20 1,0
60,0 20 1,0

4.3.3. Tomegspektrometrias modszerek 6sszefoglaldsa

A mérések soran négyféele tomegspektrometrias moziést alkalmaztunk attol fuggn,
hogy milyen tulajdonsagai alapjan vizsgéaltuk az tadkomponenst. Ez a fejezet ezen
pasztazastipusokat foglalja 6ssze és par szébamtetimazok nikddési mechanizmusat. Azonban
itt jegyzem meg, hogy hivatalosan elfogadott eggségagyar terminiologia hianyaban az altalam
hasznalt szakkifejezések -azémdtes egyeztetések ellenére- eltérhetnek mas ékzettal
hasznaltakétol.

A dolgozatban megjelénsorrend szerint az élsipus az ugynevezett ,Multiple Reaction
Monitoring (tovabbiakban az angol rovidités alapjRM)” modszer, amely egymast kovet
kémiai reakciok megfigyeléséball. Ez kifejezetten a harmas kvadrupol készitéggellemz
pasztazasi mobdszer. iodési elvének sematikus A&brazolasa8a abran lathatdé. Ezen
pasztazastipus esetén ad elgynevezett Q1 kvadrupolnak megadjuk a vizsgadwamt molekula
anyaionjanak protonalt, deprotonal témegét, a meiils modnak megfek&dn. A Q1 csak ezt az
m/z-t engedi at. Ezutan az UtkOzési celldbap déz hasznalataval un. Utkdzés indukalt
fragmentacioét hajtunk végre. A harmadik Q3 kvadinpk meg olyan témegszamot adunk meg,
melynek megjelenését feltételezzilk az anyain fragah@dasa sordn. A Q3 csak ezt engedi at és

ez az ion érkezik a detektorba. &erban célkomponens moédszerek soran hasznaljak.
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8. abra A ,Multiple Reaction Monitoring (MRM)” médszer fikddésének sematikus abraja

az m/z = 301/151 példajan keresztil bemutatva.

A masodiknak megjelénpasztazastipus az ugynevezett teljes monitor@géks A 9. abra
szemlélteti a ikodési elvét. Ez a modszer csak az édgadrupolt hasznalja mint tomedjsét.
Ebben az esetben a készilék egyszeres tomegspéterkémt nikodik. Az Utkdzesi cella és a
harmadik kvadrupol nincs hasznalatban, azaz csupdiovabbitast végez. A Q1 egyoed
megadott tdmegtartomanyon belll m/z szerinti engddaz ionokat, amiket aztan a detektor

érzékel.

9. dbra A teljes monitorozas (Q1) modszetikddésének sematikus abraja az m/z = 260-t

m/z = 650-ig tortéé monitorozas példgjan keresztul bemutatva.
A harmadik tipus az ugynevezett ,Enhanced Produc{EPI)” mdédszer. Ebben az esetben a

Q1 szintén csak egydk meghatarozott m/z-t enged at, ami utana az égiazllaba kerll és ott
fragmentélodik. A Q3 ekkor linearis ioncsapdakéntkadik, mely a kivalasztott ionokbdl
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szarmaz6 fragmenseket,6ed megadott m/z tartomanybanigy mielétt tovabb engednéket

tdmegszamok szerint egyesével a detektorba. A médsmatikus rajzaX0. abranlathato.

10. abra Az ,Enhanced Product lon (EPI)” médszenikidésének sematikus abraja az

m/z = 463 ion termékion felvételgdr

A negyedik tipus az ugynevezett ,Precursor lon ¢Prpasztazas. Ez kifejezetten a harmas
kvadrupol készllékekre jelleizpasztazasi médszer az MRM-hez hasonléan. MS/M&t s,
ahol az eddigieldl eltérben a Q3-nak allitunk be &k meghatarozott tomeg/toltést, és csak ezen
tomeg/toltéssel rendelkézonokat engedi at. A Q1 viszontoet beallitott skalan beltl engedi at
az ionokat tomeg/toltés szerint egyesével. Ezutéketiilnek az Utkoézési cellaba és
fragmentéalodnak. Az Utkdzeési celldbdl érkemnokbdl a Q3 csak az &k meghatarozott
tomeg/toltédt engedi at. A val6sagban ezért egy szarmaztaboétt &kapunk, ha abrazolunk egy

igy felvett spektrumot. A sematikus rajzak abranlathato.

Wsm
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11. abraA ,Precursor lon (Prec)” modszerikddésének sematikus abraja a Prec m/z = 301

d

monitorozas peéldajan keresztil bemutatva.
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4.3.4. Az alkalmazott statisztikai modszerek

Szadmos olyan helyzet van, amikor szeretnénk tudogy az egyes termékek milyen
csoportba tartoznak. A csoportot itt igen tagareléntzhetjik. Tulajdonképpen bérmilyen
csoportositast kialakithatunk, amelyet (megtelghraméterek hozzarendelésével) vizsgalni lehet:
eredet-azonositas, munkaalkalmassagi vizsgalatok Hibgy a csoporttagsagokatérd tudjuk
jelezni, valamilyen jellemz paraméter(ek) mérése szikséges (fiiggetlen valozééldaul
elemosszetétel, bioldgiailag aktiv komponensek gigtzle, szennyék stb. A diszkriminancia-
analizisben tehat azt a problémat jarjuk kordl, ylaog lehet a termékek egyes csoportjait
valamilyen vizsgalt jellemiik alapjan szétvalasztani, az egyes csoportokatosiami, valamint a
csoporttagsagokat azébb emlitett vizsgalt jellentk alapjan elre jelezni. Ez egy fellgyelt
tanulasi modszer, a leggyakrabban hasznalt siktismiddszer diszkriminancia vizsgalatokra.

A diszkriminancia-analizis szamos célra felhaszaéth

1. Medfigyelési egységek csoportokba sorolasa egkdmmancia-egyenlet étejelzése
alapjan

2. Elmélet tesztelése annak megfigyelése alapjan, hagggfigyelési egységek csoportba
tartozasa valdban azo@lzés alapjan alakul-e

3. Csoporton belili és csoportok kozotti kilonbségekgalata

4. A leggazdasagosabb” mdbdszer kialakithsa a csdport@zotti  kilénbségek
meghatarozasara, lévén diszkriminalé hatasuk alapjagsorolja a valtozékat és kiszérja
azokat, melyek diszkriminalo értéke nem kielégizaltal csak a ,legésebb” valtozdkat
hasznalja.

5. Annak meghatarozasa, hogy a fluggetlen valtozékygsfualtoz6 varianciajanak hany

szazalékat magyarazzak

Altalanos esetben van 'm’ random minta, melyek kb5 csoportokbdl szarmaznak,
melyek szama'n r’..." az ismétlések szadma pediy,m’...n". Ezen tdl a minta minden egyes
tagjardl rendelkezésunkre all p darab valtoza; X,,...X,. Ezeket az adatokat & tablazat

szemlélteti.
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7. tablazatA diszkrimnancia analizis soran
alkalmazhat6 mintatabla altalanos formaja
mintak Xq Xo | . )%
nl nl; nl, nllp
nlL nl; nl; nkp
nk Nl nlz nlp
n2; N1 N2, n21p
n2, N2>1 N2> N2y
n2 N2 N2, NZp
nmy nMy; nmy2 NMyp
nmy NNy 1111 %) NNy
nm nma nmg nMmp

A diszkriminancia-analizis esetén az adatokat neitks®ges standardizalni, ennek oka,
hogy az analizis eredményét nem befolyasolja j&enmértékben az egyes valtozok
mértékegyseége. A linearis diszkriminancia anaksietén a csoportok kozti szérast maximalizalni,
a csoporton bellli szérast pedig minimalizalni iggaink. Ez feltételezi azt, hogy a mintdk normal
eloszlast kovetnek. Ezt a sok dimenzioju teret gkisebb dimenzidju térbe vetiti le a lefet
legkisebb informacio veszteséggel. Ezt ugynevekettonikus diszkriminacios fluggvenyek
segitségével teszik. Ezek a fluggvények az ereddtoadk linearis kombinacioja. Az éls

fuggvény:
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Zi=ag1 X1+ apXot.....+ apXp

adja az egy-szempontos variancia analizis F (csolgmr bellili és csoportok kdz6tti) aranyanak

lehet legnagyobb értékét. Ha egynél tébb fliggveny vekoraa masodik fliggveny, vagyis:
Zo=ap1 X1+ aXot..... + prp

az egy-szempontos variancia analizis F aranyanéhet) legnagyobb értékét adja, azzal a
feltétellel, hogy 4, Z, kozo6tt csoporton belll nincs korrelacid. A tovabiiggvényeket is

ugyanigy hatarozzuk meg. Vagyis az i-edik kanonkisgkriminancia fliggveny:
Zi=a X1+ axXot..... + apo

az a linearis kombinécid, amely esetén a variaacaizis F aranyanak értéke maximalis, azzal a
feltétellel, hogy £ és 4, Z,..., Z1 kozott csoporton belll nincs korrelacid. A fliggyék

megoldasai a gyokok, ezt tudjuk abrazdlt?. abra) Ebben a térben a két fugvény éleges
egymasra.

>

faggveny 2

>
fliggvény 1

12. abraA kanonikus diszkriminancia analizis eredményéngklimenzios abrazolasa.
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A kanonikus diszkriminancia-fliggvény egyutthatoinmleghatarozasakor egy sajatértek
problémaval talaljuk magunkat szemba, Z,,..., 4 kanonikus diszkriminancia fliggvények az
eredeti valtozo linearis kombinacioiként keletkdzrody mddon, hogy £ a lehed legnagyobb
mertékben mutatja a csoportok kozétti kildnbseget lehed legnagyobb mertékben mutatja a
csoportok kozotti kulonbségek azon aspektusat, ywhel; nem foglal magaban;sZa leheb
legnagyobb mértékben mutatja a csoportok kdzottirkiségek azon aspektuséat, amelyehen
foglal magéban, és igy tovabb. Mindezzel a céhagy az el§ néhany fliggvénnyel magyarazni
tudjuk a legfontosabb csoportok kdzotti kilonbségek

A minta-felismerési eljarasok egyik legfontosablsze a modell validacioja. A modell
validaciés eljaras ellémzi hogy a felépitett modell alkalmas-e ismeretlaimtak megfeld
besorolasara. Idealis helyzetben elég sok mintamkahhoz, hogy kilénallé tanito-, kalibracids-
és teszt-mintahalmazt készitsiink, melyek egyenkdldg nagyok, hogy reprezentaljak a
csoportokat. Ezt a validaciot hivjak kélsalidacionak, a teszt mintahalmaz teljesen flugged
modellt épid folyamattol. Az élelmiszer-analitikaban altalab@em ez a helyzet, ezért kiulonféle
kereszt-validacios eljarasokat hasznalunk, azainddmk egy részét kivalasztjuk és elnevezzik
tanité-mintahalmaznak, a maradék részét pedig-tesethalmaznak.

A ,leave-one-out” modszer a kereszt validacios gsrealidation) eljaras egyik valtozata.
A lényege az, hogy az N minta kozul egyszerre ek mintat valasztunk ki és ezt hasznaljuk
tesztmintanak. Ez a médszer kis mintaelem-szami@é&saknél hasznos, ahol nehéz igazsagosan
kétfelé vagni az adathalmazt teszt- és tanito-hafmaviinden tanitasi ciklusban éléepéskent
kivalasztjuk a tesztelemet, majd a fennmaradd Nednhen tanitjuk be az algoritmust. Ez 6sszesen
N tanitasi ciklust jelent, és minden ciklusbanagztmintan vizsgaljuk az @kjelzést. A validacio
vég® méwszamat a tesz minta besoroldsanak (helyes -1 hedyas - 0) atlaga adja meg. Ez az
erték a legrosszabb esetben N osztaly esetén Hewélalasztds modszerének varhatd éertéke
szerint 1/N értéket vesz fel. A mintafelisfenddszert sikeres ithodése esetén ez az érték 1

kdzeli lesz.
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5. Eredmények

5.1. Autentikus borok eredetének meghatarozasa polite¥sdietik alapjan

Borok eredetének meghatarozasara szamos moédszant.isde tartozik a kiulonbézelemek
izotoparanyanak mérése magmagneses rezonancia (NMRssel, ellemujjlenyomat készitése
induktiv csatolasu plazma tomegspektrometridvaP{NS), valamint szerves vegyiletcsoportok
profiljanak készitésével akér optikai (UV-VIS), akazerves tomegspektrometrids (LC-MS)
modszerekkel (Saurina 2010. Ebben a dolgozatban polifenolok mérésével prahklt

kovetkeztetni a vizsgélt borok eredetére.

5.1.1. Meghatarozott komponensek kore

A vordsborokban legnagyobb mennyiségbeéfoetiuld polifenolok az antocianinok és
antocianidinek. Ezen vegyililetek - borok eredetémeatkozé - informacio-tartalma mar ismert
(Dopico-Garcia et al2008, Jin et al2009, Gonzalez-Neves et &@010. Szamos tanulmany
foglalkozik borok antocianin profiljanak feltérkémesével, akér optikai, akar tomegspektrometrias
modszerekkel. Ezért olyan vegyiiletekre koncentnéltmelyek a borokra altalanosan jellgak,
de nem tartoznak a legnagyobb mennyiségbéforelulé komponensek kozé. Arra voltunk
kivancsiak, hogy ezen — ilyen szempontbdl kevéslasgalt - vegyilletek, és izomerjeik,
hordoznak-e informéaciét a vizsgalt borok eredeté@matkozdan.

A vizsgaland6 komponensek korét ugy igyekeztiinilisztani, hogy azok letdség szerint
reprezentaljadk azon polifenolok koérét, melyek él&z5l természetes Uton vagy a technologiai
lépések soran belekertlhetnek borokba. &bbf polifenolos komponens csoportok, amik
eléfordulhatnak a borokban, a hidroxibenzoesav szashwg a hidroxifahéjsav szarmazékok, a
trihidroxistilbenek és a flavonoidok. Azt, hogy ryigbsél mennyi és milyen formaban talalhato
meg az adott borban, olyan tén§kezhatarozzak meg, mint az éghajlat, @l&tajtak, a zuzas
fajtaja, a fermentacio fajtaja, annaénmerséklete, ideje és a borok kora. A fiatal borisksorban
kisebb molekulatomeig polifenolokat tartalmaznak, mig ezzel szemben gegébb borokban
egyre nagyobb mennyiségben fordulnak pblimerizalt formaban. A borokba alapéeh két
helyrél kerilhetnek polifenolok. Az efs maga a s#6 novény, a masik a fermentacié soran
hasznalt kézeg, d@lsorban tblgyfahordok. A &#bdl elsssorban fenolos savak, antocianinok,
flavonolok, tanninok és flavononok, a tolgyfabolnkienzalhaté tanninok, bizonyos flavonoidok,

és egyszér polifenolok kerllhetnek a borba. A vorésborokbatalhatdé flavonoid mennyiség
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nagysagrenddel nagyobb, mint a fehérborokban. Aallghsi technologiat figyelembe véve ez
nem meglep, hiszen a vorésborokat ,héjon erjesztik”. Mindeziskneretében a kivalasztott
komponensek a kovetkélz lettek: galluszsav, ferulasav, kadvésav, transf@amarsav, miricetin,
kempferol, trans-resveratrol, (+)-katehin, (-)-kgtehint, kvercetin és a naringenin. Ez utébbi nem
tartozik a borokban széles kérbendfetduléd polifenolok kozé, ezért bélsstandardként
alkalmaztuk. Mint a felsorolasbdl lathato a poldéyk négy, borokban gyakran é&brduld
csoportja képviselteti magat. A hidroxibenzoesavakgalluszsav, hidroxifahéjsavakat a ferulsav,
kavésav és a trans-para-kumarsav, a stilbenekeswenatrol, a flavonoidokat a miricetin, a

kempferol, a katehin, az epikatehin és a kvercetin.

5.1.2. A nagy kromatogréfias felbontas szerepe a poli@naiérésben

A folyadékkromatografias oszlopok felbontoképesaélgé hatékonysagat a maodszer
megjelenése Ota vizsgaljak. Ezt dalerban az aramlasi sebesség és az atlagos toketatm
flggvényében teszik. Ennek célja, hogy az oszlagkiomysagat minél jobban megndveljék. Ez a
koltségek csokkentése érdekében fontos. Ha le ukkagokkenteni az analizis idejét, célszer
révidebb oszlopot hasznalni, de ezzel azt kockjakiahogy csokken az elméleti tanyérszam. Ez a
felbontd képesség csokkenésével jar, ami pedigssgiés lehet a vizsgalathoz, ha 6sszetett
matrixrol van sz6. A problémat a szemcseméret aitiddsével hidalhatjuk §loshida, Majors
2006.

Az irodalombdl kideril, hogy a kisebb téltetatd@setén (példaul hafmm helyett 1,8um
hasznalunk) a futtatas ideje akar az 6todére i&kesithet azonos aramlasi sebesség mellett
(Yoshida, Majors2006. Ez magaval vonja azt, hogy oldoszert é& ihkarithatunk meg. Az
injektalt mennyiséget is csokkenthetjik, hiszen alucsok keskenyebbek, igy joval
koncentraltabbak lesznek. Eibbkovetkeden a modszer érzékenyebb lesz, mert kisebb
koncentraciéju anyagok esetén jobban érzékelosiicsokat kapunk. Azonban meg kell jegyezni,
hogy kisebb toltetdtménél nagyobb nyomas alkalmazésa sziikséges azonfigjatéram
eléréséhefYoshida, Major2006).

A masik ebny, ami a nagy felbontasu oszlop alkalmazasavalittggr, hogy képesek
lesziink az egyes vegyuletek izomerjeit is elvalaszegymastol. Ez nagy jeléseggel birhat
olyan mdédszerek esetén, melynek wégélja valamilyen profil készités, meljlbaztan tovabbi
kovetkeztetéseket kivanunk levoriioshida, Major2006).

Az eddig publikalt irodalmakat alapul véve az ehsztds hatékonysagat ar alatti atlagos
toltet atmédjt szilardfazis alkalmazasaval lehet a legjobban ImbvEbhS| kovetkeen lehebség

54



nyilt kilénb62 izomerek elvalasztasara, mint a cisz-/transz-amdrol, a katehin/epikatehin egy

futtatdson belll. Az13. abra mutatja be azon kromatogramokat, melyeken az egiyiha

elvalasztott izomerek lathatdék. Az 6sszes komporbrédasztasa megvaldsul 10 perc alatt, és a 15

perces kromatografia magaba foglalja az oszlopkimahlast is.
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13. 4bra Az 5.1-es pontban kifejlesztett mddszer segitsdgégymastol elvalasztott

izomerek kromatogramijai:

katehin/epikatehin.

(A) cisz/transz parakumeys (B) cisz/transz resveratrol,

(©)
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5.1.3. A statisztikai értekelés eredménye, izomerek digzkialo hatasa

A besorolashoz egy egys#sitett diszkriminancia-analizist hasznaltunk. Ezzkha
szamitasokhoz az SPSS 15 (SPSS, Chicago, Egydkiitiok) programjat alkalmaztuk. A bevitt
valtozok a polifenolok koncentracioi voltak. A b&revjarat, terrterilet, saléfajta szerinti
eredetét vizsgaltuk. Kiemeleticebben az esetben, hogy a valtozok kozé kerilt osak az
alapvegytlet, hanem ha van, annak izomerje isotzbi ndvelheti a csoportok kozti killonbséget
és az igy kapott adatok megbizhatésagat. Arrély hexen vegylletek tényleges befolyasold
hatasarol megg@yodjunk, az eredetmeghatarozas szempontjahikjsdrieteket végeztink. Ehhez
13 autentikus bort hasznaltunk. Négyfajta, Aushardnagy mennyiségbendallitott vordosbort

hasznaltunk 7 kilénbdzorvidék6l. Ezen borok adatai & tablazatbanmegtalalhatok.

8. tbladzat Az el kisérletekhez
haszndlt borok
Bor Borvidék
Zweigelt Donauland
Zweigelt Weinvirtel
Zweigelt Weinvirtel
Zweigelt Weinvirtel
Zweigelt Weinvirtel
Zweigelt Kamptal
Zweigelt Carnuntum
Kékfrankos | Mitelburgenland
Kékfrankos Carnuntum
Kékfrankos Neusiedlersee
Kékoportd Weinvirtel
Sanktlauren | Thermenregion
Sanktlauren | Neusiedlersee

A kidolgozott mddszerrel elvégzett mérés utan kekiEppen végeztik el a diszkriminancia-
analizist. Ebsz6r az izomerek nélkil, majd az izomerek haszaddtprobaltuk meg elkiloniteni
a borokat terdhelyik és fajtajuk szerint. Mivel az 6sszes bof@6&2os évBl szarmazott, évjarat
szerinti besorolassal nem prébalkoztunk. A kétfeldtozokészlet felhasznalasaval keészilt

diszkriminancia-analizis eredményel4 abranlathatok.
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14. abra Az elbbkisérletek soran végzett diszkriminancia-analiziedménye: (A) a
szlofajtdk szerint elvégzett diszkriminancia-analiziedenénye az izomerek hasznalata nélkul,
(B) a sdlofajtak szerint elvégzett diszkriminancia-analizisdeménye az izomerek hasznalataval,
(C) a terndhelyek szerint elvégzett diszkriminancia-analizisdenénye az izomerek hasznalata
nélkal, (D) a terndhelyek szerint elvégzett diszkriminancia-analiziedenénye az izomerek

hasznalataval.
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A 14.A és B abranlathaté a fajta szerinti besorolas eredménye. Néititatdo a csoportok
mind a két esetben tisztan elvaltak egymastol. Ayeden figyelemre méltd kilonbség a
Zweigeltek esetében jelentkezett (az abran a kékdaltok). Az izomerek hasznélata nélkil két
csoportra valnak szét, de izomerek hasznalatavah é#t csoport 0sszeolvad. Bbbazt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a ndvény gengtikdég szigoruan meghatarozza a fellélhet
polifenolok korét és izomerjeiknek aranyat, ezéroka diszkriminaldo hatdsa nem annyira
meghataroz6. A4.C és D abraesetében viszont szemmel lathato a kilonbség abkétkdzott.
Izomerek hasznalata nélkil a statisztika nem tebt@asztani egymastol a csoportokat, mig ezzel
szemben, ha az izomereket is bevesszik a valtoéok, ka csoportok kozti tavolsag jelémt
mértékben ndvekszik. Sajnos ebben az esetben démokeél egymastol minden csoport, aminek
egyik magyarazata lehet az alacsony mintaszam é®rlatozott szamu, éte kivalasztott
célkomponens, de kijelenthetjik, hogy a foldrajeedet szerinti besorolas esetében jéent
szerepet jatszanak az izomerek. Ezeért ezek utanzamereket is bevettik a statisztikai
elemzésekbe. Az dsszes autentikus bor felhasznalasl@égzett statisztikai elemzés utan kapott
driszkiminélo figgvényeket Q. tdbldzatban foglaltuk 6ssze. DF1-es fliggvények = Zweigeltek,
DF2-es fluggvények = kékfrankosok foldrajzi eredadrmti elkllonitésére, DF3-as figgvények =
borok 1. csoportjanak DF4-es fliggvények = borokcsbportjanak s#ofajtak szerint eredet-
meghatarozasara, DF5-0s fuggvények = dsszes boioBRggvenyek = Zweigeltek és DF7-es

fuggvények = kékfrankosok évjarat szerinti bes@@ta vonatkoznak.

9. tablazatA 5.1-es fejezetben vizsgalt borokon elvégzett

egyszeiisitett diszkrimnancia analizis eredménye.

Function Eigenvalue % of Variance Canonical cotiete
DF1_1 20.633 78.9 0.977
DF1_2 5.221 20.0 0.916
DF1_3 0.308 1.1 0.485
DF2_1 1.868 69.1 0.807
DF2_2 0.837 30.9 0.675
DF3_1 6.327 74.5 0.929
DF 3_2 2.160 25.5 0.827
DF4_1 2.398 93.9 0.840
DF 4_2 0.157 6.1 0.368
DF5_1 11.582 54.6 0.959
DF5_2 6.356 30.0 0.930
DF5_3 2.086 9.8 0.822
DF5_4 1.174 55 0.735
DF6_1 19.173 53.7 0.975
DF6_2 9.034 25.3 0.949
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DF6_3 3.969 111 0.894

DF 6_4 3.549 9.9 0.883
DF7_1 112.020 71.2 0.996
DF7_2 25.782 16.4 0.981
DF7_3 11.224 7.1 0.958
DF7_4 8.219 5.2 0.944

Foldrajzi eredet szerinti besorolas

Ebben az esetben a vizsgalt anyagok és a foldregdiet kozotti 6sszefliggést vizsgaltuk. A
Zweigelt és a Kékfrankos, mint az Ausztridban texmett két legfontosabb fajta, szolgaltatta a
legfontosabb eredményt. A Zweigelt a kovetkelzorvidékekél szarmazott: Sudsteiermark,
Kamptal, Donauland és Thermenregionbdl, a Kékfrank®mdig: Carnuntum, Neusiedlersee
Hugelland és Mittelburgenlandbdl. A borvidékek adlta csoportos valtozok, a borokban mért
polifenol koncentraciok pedig a fuggetlen valtozok.

Ez a fajta diszkriminancia analizis, a Zweigelt doresetében, haromféle diszkriminalo
fuggvenyt eredménye(DF 1 1 - DF 1_3; 9. tdblazat)Az eredmények helyessége ugynevezett
leave one out (LOO) tesztel vizsgéltuk. A besordiaességét 100%-ra sorolta.1A.A. dbra
illusztralja a Sudsteiermark, Kamptal, Donauland Téermenregion —bdl szarmazé Zweigelt
sz6l6k egymashoz vald viszonyat. Lathatd, hogy teljedknloniinek.

A masodik analizis a Carnuntum, Neusiedlersee Hamgglés Mittelburgenlandbol szarmazo
Kékfrankosok elkllonitésén alapult. Ebben az esethe diszkriminancia analizis kétféle
diszkriminélo fuggvényt eredményez€fiF 2_1, DF2_2; 9. tdblazat)Az ellerbrzés 84 % -nak
itelte az eredmények megbizhatosagat. Ez jévabkjsmint az €iz6 esetben. Ennelkéfoka az
lehet, hogy ezen borvidékek relative kis terildtelyezkednek el (a régio sugara, ahonnan ezek a

borok szarmaznak, minddssze 50 kir§.B. abra
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15. abra A Kékfrankosok és a Kékzweigeltek teshely szerinti statisztikai besorolasanak
abrazolasa. (A) Kékzweigelt tetimelyek: Sudsteiermarkt, Kamptal, Donauland, Themnegion,
(B) Kékfrankos terrihelyek: Carnuntum, Neusiedlersee Hugelland, Mittegbnlad
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A kivalasztott s#lofajtak foldrajzi eredetének meghatarozasat tulny@é@swi gazdasagi
kordlmények indokoljak. A kuldonb@zrégiokbol szarmazoé borok ntisege és ara nagymertékben
elté lehet. Egy masik ok lehet az ausztriai DAC (Dddtrs Austriae Controllatus), mely
meghataroz négy magas-rigedi régiot Ausztridban. A kapott eredmények alapjaniekiet
jelenteni, hogy a kidolgozott médszer segithet Igaroiranyu csalasok kimutatasaban, melyek a

foldrajzi eredet meghamisitaséara iranyulnak.

S#lsfajtak szerinti besorolas

A statisztikai kiértékeléshez hasznalt adatokat einwirtel régiobol szarmazo6 borok adtak
(Blauer Portugieser, Blauer Wildbacher, Sankt LayreBlauer Zweigelt, Blaufrankisch,
Blauburger). Itt a csoportos valtozok a borfajtak,fliggetlen valtozok pedig a polifenolok
koncentracidi voltak. Az éketes vizsgélatok alapjan latszott, hogy az adeébksoportra valnak
szét. Az el§ csoportba Blauer Portugieser, Blauer Wildbacheank® Laurent tartozott. A
masodikba Blauer Zweigelt, Blaufrénkisch, BlauburgBz a két kulonbdyz csoport négy
kilbnbod statisztikai fuggvenyt eredményezd®3 1, D3 _2, D4 1, D4 _2)Mind a ketb
csoportot elledriztik az LOO teszttel. Az elsesetében 100 %, mig a masodik esetében 65 % lett

a besorolas megbizhatdsaga. Az eredményi€k/més B abranlathatoak.
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16. abra A borok sdléfajtak szerinti statisztikai besorolasanak abrésmlgA) Abrazolt

szl6fajtak Blauer Wildbecher, Blau Portugieser, Saiatitent az 6sszes borvidékr(B) abrazolt

szl6fajtak Blau Zweigelt, Blaufrankiesher, Blauburgerisszes borvidékr
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Az elss csoport eredményei kielégék, a csoportok jol lathatdéan elkiléntlnek egymiésso
a diszkriminalo6 értekeik is magasak. Ezzel szengberasodik csoportrél ez nem mondhato el. Ezt
bizonyitja az alacsony diszkriminalé értékek éd @0 teszt altal adott alacsony megbizhatdsag
(minddssze 65%).

Evjarat szerinti besorolas

Ehhez a besorolashoz 3 kulonBdatsort vizsgaltunk. Az élA) az 6sszes elértiebor
adatai, a masodik (B) a Kék Zweigeltek adatai, mnlaaik (C) a Kékfrankos borok adatai voltak.
Ebben az esetben a csoportos valtozok az évjavattak (2003-2007), a figgetlen valtozok pedig
a polifenolok koncentracioi. A Kékfrankost és a Kékeigeltet azért valasztottuk kilon, mert jol
reprezentaljdk a kivalasztott autentikus bormintaée emellett j6l reprezentaljak az Ausztriaban
altalanosan hozzaférletdrosborokat is.

Ebben az esetben a diszkriminancia-analizis negisstikai figgvényt eredményezdiF
51.-DF5 4, DF6 1.-DF 6 4ésDF 7_1. - DF J_Az LOO teszt 95 %-0s megbizhatosagot
adott az (A) csoport esetében és 100 %-ot a (Br¥ssoport esetében. &V.A, 17.B, 17.C 4bra
mutatja a statisztikai értékelés eredményeit vizabla. Eblbl is latszik, hogy az egyes évjaratok
egymastol szépen elkilonithkta polifenol 6sszetételik alapjan.

Az evjaratbodl eredl hamisitas megakadalyozasa gazdasagi szempontipljelantsédi,
lévén néhany ismert és kedvelt borfajta (HispangsdRva, Gran Reserva) csak bizonya$ id
esetenként tobb év elteltével értekesiitdst ez nagymértékben befolyasolhatja az arat.
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17. abra A borok évjaratok szerinti statisztikai besorol@a abrazolasa, (A) az 6sszes
borfajta 2003-2007 kozott, (B) és (C) a két Austian legelterjedtebb bor évjarat szerinti
besorolasanak abrazolasa

5.2. Haromlépéses flavonoid mono- és diglikozid azoassihodszer

A modszer azon a tényen alapul, hogy minden flabeparmazék tartalmaz egy jelletnz
flavonoid alapvazat, amely mint egy cimke, felh@zatd az azonositashoz. A miricetin esetét
mutatja be d8. 4bra Minden miricetin-szarmazék esetében ez a cimk#&iaetin alapvaz. Tehat
els |épésként arra fokuszaltunk, hogy az alapvazaintegy cimkének hasznalva - azonositani
tudjuk azon szarmazékok aglikonjait, melyek a nbiathebfordulhatnak. Eszerint a monitorozott
komponensek szamat ki lehetne terjeszteni az Osszésnazékra, amivel az adott aglikon
rendelkezik. De be kell latni, hogy az aglikonokisa messze meghaladja azt a mennyiséget,
amely ésszdr keretek kozott egyetlen mérésbe belefoglalhat@rtEebre meghataroztuk azon
szarmazékok korét, melyet vizsgalni kivanunk. Jedsetben ezek 6t, altalanosaf@idulo
aglikonnak (apigenin, miricetin, luteolin, naringgnkvercetin) a szarmazékai voltak (lasd az
5. abran).
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18. abraA miricetin ramnoglikozid szerkezeti felépitése

5.2.1. EIsb I1épés bemutatasa

Az alapvazak azonositasahoz MRM modszert haszkalegyuletenként két jellegzetes
fragmensét valasztottunk az azonositashoz. A méabzenek sematikus rajza8a abran lathato.
Az irodalom és a sajat tapasztalatainkat felhasangalnegativ ionizaciés méodot alkalmaztuk ezen
és a kéébbi lépésekben egyarant. Ennek oka, hogy negatiizdoios modban a mérés
érzékenyebb a flavonoidokra és szarmazékaikra. ARMMmaodszer beallitasait standardok
segitségével optimalizaltuk. Az optimalas soranokiaparamétereket €s standard kromatogramral

leolvasott retencids ik az10. tAblazatbanfoglaltuk dssze.
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10.tahlazat & standardolk optim 4l 4za sordn kapott tom egspeldr om et ds paraméterek, (a)
afragmentdeid s képek megértéséher jegyzethént smal il Ila dsmtai

Céllomp onens | Anyaion |Kidberiott dtnenstekéca | RT |DP (EP | CEP|CEL|CE2JCXP] | CXP2
[M-H}- |fragmenticios uiak kipkieit
& pigenin 265 17(PB) 49 (B am|ioT|as| 4[4 |4z [ 3z o D
N aringenin 271 {5100 A) 8RB 294)as| 3 {14 |24 32| 2 0
Lueolin 225 [133cFEY s an 27065 |55 22 |44 [ 3a] 1 D
Kvercetin o 151cF Ay firecdFan 265|045 14 |28 |26 | o i
Witicetin 37 [51m A 137 0UED Nkl ZIERES ENED EE 0
fpigenin 7- 431 Ead (AZH 11?(]"3 B 2178025 -20 | -42 | -84 0 0
gidkozid
M aringin 579 RTLCMHY st ad 215|010 30 [-a0 [0 ] oD D
Futin ang GO0 (aA-2HT Q01 (&-H7 18.a]-20] -2 | -20 |-48 | -40 1] -2

lorforrdst akicsatolt fem iltséa -4500 V

lonforrds himéeséklete: 350 °C

Szelldizietd és porlasztigds: 50 psi

Az MRM modszer Iényegéb fakaddan nem tudjuk azonositani a szarmazék @bk,

amig az hozzakapcsolodik az anyamolekulahoz, deékell szakitanunk azt rola, mig¢d az
analizatorba érkezne. E célbdl hasznaltuk ki afoivasban tortéh fragmentacié jelenségét. A
bedllitasi paraméterek kozott szerepel az ugynévkleszter mentesgitpotencial (tovabbiakban
az angol 'declustering potential' megféjelalapjan DP), melynek célja a vizsgalandé molékail
az ionforrasban kialakul6 molekula-klaszterek edtédgsa(Cuyckens, Claey2004. Ennek az
értéknek extrém magasra allitdsaval értedt hogy az aglikon leszakadjon az anyamolekulazol
ionforrdsban. Az irodalombdl mar ismert jelenséogyhmagas fragmentacios energia alkalmazasa
esetén az aglikonnal megeg§elragmensek kégiminek a kulonbd szarmazéekokbo(Vukics,
Guttman2010. Tobbfajta flavonoid szarmazéka és egyfajta aldpkutanak tdbb szarmazéka is
varhaté egy mintabdl, melyekre kellett talalni dgympromisszumos DP értéket. Ezért harom
kivalasztott szarmazékon teszteltik, hogy ez aétldlt megvaldsithaté-e. Az apigenin-7-O-
glikozid, a naringin (naringenin-7-O-rutinozid) &sutin (kvercetin-3-O-rutinozid) ionforrasban
tortérs fragmentécidjat vizsgaltuk meg. Ezek a glikozidegrezentaljak a kulonbézaglikon és
glikozid részt és a kulonb6éztérallasu kapcsolodd molekuldkat. A flavonoid dimalokat
egyenkeént juttattuk be az MS-be és csak az aktadlikon m/z = [M-H] értékét detektaltuk
egyszeres MS detektalassal a DP fugvényéeben. Aimeémyt al9. abramutatja.
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19. abraA szarmazékokbdl megjeléraglikonok jelének intenzitasa a DP fuggvényében.
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Mint a 19. abran lathatd, a szarmazékokbol keletkeaglikonok intenzitdsa folyamatosan
novekszik egy bizonyos maximum eléréséig. Ez a ék@zonban jol lathatdéan alatta van annak
a maximum értéknek, mely az egyes szarmazékokhdazda eredeti aglikonokat jellemzi.
Azonban még a maximum kornyékén is ionforrasbatémdrfragmentacio hatasfoka mindéssze 5-
10 %. Mindetbl fuggetlentl a maximum értékek nem mutatnak tidynaltéréest, fuggetlenil a
kilonbo® alapvazaktol, cukroktol és a kapcsolodo molektéhlillasatol. Ezért van leldseg egy
kompromisszumos DP érték kivalasztdsara. Komprauimss DP értéknek a -120 V-ot
valasztottuk és ezt az értéket allitottuk be az MRMdszerben. Ezutan, a maoddszer
teszteléeseképpen, kiprébaltuk azt a feketeribigaetdron. A kapott kromatogramon az oOtfajta

aglikon monitorozasa lathat@d. abra).
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intensity, cps
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e L “ naorvi(r:genin
L. 1

i 1 i
luteolin

= = = uercetin
p q
 § i I
- apigenin
A — myricetin

retention time, min

20. abra A monitorozas soran az 0sszes aglikonra kapott &tognamok egyittes

abrazolasa.

A 20. abrabdllathatd, hogy az apigenint leszamitva mindegyikkag t6bb retenciés ighél
is megjelent (az abra szerinti sorrendben luteatimicetin, naringenin és kvercetin). Az apigenin
esetében csak az aglikont (30.7 percnél) sikerittutatni, azt is csak nyomokban, a masik
elualodott komponens (11.9 percnél) pedig nem apigszarmazék. Altalaban az aglikon
elualodik utoljara, mint a legkevésbé polaros kongrs, amit a kapcsolodo polaros molekulak -
mint példaul a cukrok - hianya okoz. Az aglikonolkllett talalhat6é tébbi csucs, melyek azonos
MRM atmeneteket adnak, és mind a &e&k az aranya hasonld, joggal feltételeGbet
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valamilyen szarmazékai (példaul glikozidjai) azpataolekulanak. A21. abranlathaté a miricetin

két atmenete.

6x10° =

I 16,0
5x10° -

21,3

4x10° -

3x10° -

10" -

. 15,7

1x10° \

Intenzitas, [cps]

S N
12 14 16 18 20 22 24

Retencios ido [perc]

21. abraA miricetin MRM kromatogramja.

Mint lathatd, hdrom retenciénal kaptunk jelet miadkét atmenetre (15,7, 16,0 és 21,3
percnél). A tdmegspektrometriaban altalanosan atfoy mirdségi azonositasi protokoll szerint,
ha egy anyagra jellerikét fragmens egyazondgillanatban szolgaltat jelet, akkor az ott elualodo
vegyulet részét képezi a detektalt komponens, jesetben a miricetin. A retenciokdalapjan a
21,3 percnél megjelérvegyllet az aglikon. A tovabbi két csucs a legddpyvaldszitiség szerint
valamilyen szdrmazékai a miricetinnek, melygkaz ionforrdsban leszakadt az alapvaz. Ennél a
pontndl csak annyit tudni ezékra vegylletekél, hogy feltételezhéen polarosabbak az
alapvaznal, hiszen forditott fazisu kromatograiésilmények kozott attdl ébb elualdodnak. Az
eddig leirt MRM mddszer utan a kdvetkdepesben tovabbi informacidkat kellett szereztalalt

komponensekil. Az ezutan kovetkezlépéseket a miricetin példajan keresztil mutatjek
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5.2.2. Méasodik lépés bemutatasa

Az el |épés utan meg lehet allapitani, mely aglikonokrismzékai talalhatdk a mintaban,
de tovabbi informaciot nem szolgaltat roluk. Ezoka annak, hogy méasodik Iépésként m/z = 250-
900-ig egy monitorozast végeztink, azonos kromafay bedllitAsok mellett. A modszer elvének
sematikus rajza Q. abran lathatd. Az22. dbramutatja be az ismeretlen komponensek ily médon

felvett spektrumét.
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24. abralsmeretlen miricetin szarmazékok m/z = 250-900Celgdtt tomegspektruma.
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Az m/z = 479 mellett mind a két csucs esetében atdbatd az m/z = 316 és 317. E két
utdbbi megegyezik az ionforrasban a nagy DP hadearakadd miricetin aglikon fragmens m/z-
vel. Az m/z = 317 megfelel az ionforrdsban lehasatbpvaz [M-H] fragmensének, mig az
m/z = 316 megfelel az ugyanott gyokdsen lehasaaidnablekula [M-2H] fragmensénekVukics,
Guttman2010. Az elbzetes méréseink alapjan azt tapasztaltuk, hogykogyaglikon nagyaranyu
megjelenését a magas DP érték okozza, és aranyaggirB hidroxilaltsagi fokaval 6. Ez
egybevag az irodalomban publikaltakkBing et al.2008, Cuyckens, Claey¥04). Nagy negativ
értékek esetén (<-80V) a gyokos valtozat aranyad&ikeden megi.

A miricetin aglikonhoz kéthétcsucsok mellett még van néhany meghatarozo témegesz
ismeretlenek spektrumaban. Ezek a tomegek (15¢h@eaz m/z = 479, 16,0 percnél az m/z = 479
és 625) utalhatnak az eredeti molekuldkra. A 18/¢nEl 16w miricetein szarmazék esete relative
egyszeii. Itt csak egy dominans csucs van (az m/z = 479ghkon mellett. A kilénbség a két
tobmeg kozott 162 Da. ValésZisitheben a 162 Da vesztése egy hexozid molekula leha&adas
jelenti, amely eredetileg glikozidos kotéssel @daikott az alapmolekulahoz. A 16,0 percnél
jelentke® ismeretlen komponens esetében két dominans caldisatté az aglikoné mellett és ez
némileg bonyolitja a dolgot. Egytélelképzelhet, hogy egyetlen komponens ad jelet ennél a
retencional. Ebben az esetben a legnagyobb thnesgcs (m/z = 625) az eredeti molekula
deprotonalt ionjat, a masodik legnagyobb téthegucs (m/z = 479) egy masik fragmens, és az
m/z = 316 és 317 pedig az aglikon tomegét jelod.eérés 146 Da az m/z = 479 és m/z = 625
kozo6tt, ami megfelel egy dezoxihexdz csoport eliegek. A kezdeti gondolatmenetet kdvetve
ez a molekula valoszifeg egy ketbs glikozid, feltételezhéen egy miricetin-hexdz-dezoxihexdz.
Itt meg kell jegyeznink, hogy az elmélet ideigleameszon alapul, hogy az egy kromatografias
csucsban megjelénfragmensek egymasbdl szarmaznak, példaul az algasb tomegszamu
fragmensek a nagyobbakbdl keletkeznek az ionfoardshasfebl lehetséges, hogy a megjelent
fragmensek egymastdl teljesen kilonbdznek és kinktz) vegylletldl szarmaznak, melyek
részben vagy teljesen egylutt elualédnak az elggtelealasztas kovetkezteben. Adzlekben

leirt bizonytalansagok megszintetésére egy harnM8iknodszert dolgoztunk Ki.

5.2.3. Harmadik Iépés bemutatasa

A harmadik Iépésben azokat a tdmegeket elemeztékyetn a masodik |épés alapjan,
feltételezheten a kilénbd& szarmazékokhoz tartoznak. Ez a |épés a kivaldskiategek
termékion (az angol 'endhance product ion' kiefgeviditése alapjan: EPI) spektrumanak
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felvételén alapul. A modszer elvének sematikusarajz0. abran lathaté. Ez a harmadik Iépés
nem foglalhato bele az élkét Iépésbe, hiszen a vizsgalni kivant tomegszagfidetesen nem
ismertek. Ez teszi szlikségessé egy harmadik figgg&tbmatogram lefuttatasat. A termékion-
spektrum felvételéhez EPI pésztazést hasznaltunkyek az érzékenysége nagyobb az eddigi
lépéseknél, mivelhogy ebben az esetben a harmadidrpol gy nikodik, mint egy lineéaris
ioncsapda. Az EPI spektrumokat 1000 ased" monitorozasi sebességgel (ez egy kdztes érték)
vettik fel. Tapasztalataink alapjan ennél a selgegté@ monitorozott tomegszamok szadma nem
haladhatja meg a négyet egy futtatdson belil, exbél olyan hosszu ciklusitd eredményezne,
ami mar a megbizhato szint ala cstkkentheti akémngséget.

A miricetin példajanal maradva az m/z = 479 és @25galtuk meg ezzel a modszerrel.
Az igy készilt termékion spektrumoR8. 4bra mutatja be, melyen a 15,9 illetve a 16,0 percnél
érked csucsot abrazoltuk.

A 23/a. abran lathatd keét csucs két kilénkHzazomerje a miricetin-hexozidnak. Tehat
1,8um alatti toltettel rendelkéz RP-HPLC oszlop sikeresen hasznalhatd szerkezetndeek
elvalasztasahoz. Ezzel ellentétben2@b. abran lathatd 15,9 percnél elualéddé (m/z = 625)
miricetin-hexdz-dezoxihexozid nem tudott tisztaki&nuini a 16,0 percnél jelentk&miricetin-
hexozidtél. Ez a példa tisztan ravilagit arra abpFrmara, hogy - még a nagy felbontasu
kromatogréfia ellenére is - ez a védépés nelkulozhetetlen az egyitt elualodasboléehsolak
kizardsahoz. Ez a harmadik lépés tovabbi infornk&ati§zolgaltat az azonositott komponéhsr
Mint a 23/b. abranlathaté termékion spektrumbal &itik, itt nem jelent meg az m/z = 479 csucs.
Ez egy Gjabb bizonyiték az egyitt elualodas mellett
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Intenzitas [cps]

23. dbra Az (A) m/z = 479 és (B) m/z = 625 EPI kromatogramgm a detektalt csucsok
tomegspektrumai.

Ezek mellett néhany karakterisztikus fragmens igjelenik a spektrumban. Példaul: az
m/z = 317 megfelel az egyszeresen deprotonalt,sfétb elektronokkal rendelkézmiricetin
aglikon fragmentjének. Az m/z = 317 fragmens int&sa joval magasabb, ha az Utk6zési cellaban
allitjuk el azt N gaz segitségével -30 eV energia felhasznalas@&zal hasznaltuk altalanos

ertéknek), mintha ugyanezt az ionforrasban tenn&aen kivil az aglikontdl kisebb m/z-vel

4 EHIE

3.EHIE

3.EHIE A

2. EHIE A

2. EHIE A

1.EHIE 1

5. EHIE A

0.E+HI0

4. EHI5

4. EHIE

3.EHIE

3.EHIE +

2. EHIE A

2.EHIE 1

1.EHIB 1

5.EHIE A

0.E+10

] 16
2E+03
A
2 1 E+05 -
E 271
‘H 8.E+04 &g
= £ =7
E 174
= 4 E+04 - 454 g =7
214
137
0.E+00 '1'[.141- . .
100 200 300 400 200
157 miz
\JL L
10 15 20 25 30
retenciés idd [perc]
J 153 JE+05 217
2.E+05
| A
= 2 E+DA S
2]
£
| B 1.E+05 A
£
= G.E+04 o 171 =7
151 2?"1
0.E+00 e L Ly T s
100 200 300 400 500
mz
10 15 20 25 30

retencidés idd [perc]

74



rendelke# fragmensek is jellegzetesek. M/z = 178A0) és 151 ¥°A) tipikusan a flavon-3-ol
vegyuletekil, a retro Diels-Alder (RDA) reakcié soran, az Aigibol keletked fragmensek mig
az m/z = 137 %*B") ugyanilyen médon keletkezik a B igyibsl. Ez azt jelenti, hogy ezek a
fragmensek egyltt a 317-sel egyértédm a miricetinre jellemiek. A miricetin lehetséges

fragmentacios Gtjait a4. abramutatja be.

OH
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24. abraA miricetin lehetséges fragmentaciés utvonalai.

5.2.4. A mintdban talalt komponensek

A leirt 3 lépéses modszer segitsegével 13 flavonveigylletet sikertlt azonositani. 3
miricetin, 2 luteolin és 3 kvercetin szarmazékotawdnt az aglikonokat. A naringenin és az
apigenin esetében csak az aglikonokat sikerult@sitami.

A luteolin esetében 3 csucs jelentkezett a& Egésnél, amelyek kdzul az utolsé az aglikon
volt. A masik ketd, 17,8 és 21,3 percnél, a masodik lépés alapjdtetdezhetien luteolin-
hexozidok (m/z = 447) voltak. Ezt a feltételezébbamadik |épés medisitette.

A kvercetin esetében az MRM monitorozas 18,4, 18970 és 26,7 percnél adott csucsot.
Ebben az esetben is az utolsé csucs az aglikod8,4Aés 19,0 percnél talalt komponensek a teljes
tdmegspektrum monitorozasa alapjan kvercetin-hebobaiak tintek (m/z = 463). Ugyanigy a
18,7 percnél megjelénkomponens kvercetin-hexdz-dezoxihexozidnak (m/808) latszott. A

harmadik |épés ezeket is meggtette. Ezen kivil az m/z = 609 komponens retgdicio
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0sszehasonlitottuk a rutin standard retencids veej@&s a ket egyezést mutatott. Ezért
kijelenthetjuk, hogy a megtalalt komponens egy &ggn-3-O-rutinozid, amit altaladban rutinnak

hivnak.

5.3.Kétlépéses flavonoid szarmazék azonositasi modszer

Célunk egy olyan kerésmodszer kidolgozasa volt, melynek segitségéveleddigiekkel
szemben, nem csak mono- és diglikozodjait tudjughmgrozni az egyes flavonoidoknak, hanem

ezeknél nagyobb, 6sszetettebb szarmazékaikat is.

5.3.1. A médszer elvének bemutatasa

A méreés elve ebben az esetben is az, hogy az réstmn tortéh fragmentaciot hasznaljuk
ki. Mint mar emlitettik, az ugynevezett klasztertasity potencialt (DP), ami a molekulakra
tapadt klaszterek eltavolitdsara szolgal az ioakiyan, olyan magas értékre kell allitani, hogy az
aglikonokat is leszakitsa a molekulardl. Itt tomkiekell arra, hogy ez a szint ne érje el azt az
ertéket, ami mar a leszakado aglikont is karodiifaaz optimum minden egyes vegyuletre mas és
mas, de vegyluletcsoportonként, mint példaul a moramy a diszacharidok, talalhaté olyan
kompromisszumos érték, melynek kozelében az adeglylletcsoport tagjainak optimumai
talalhatok.

Els6 lepéskeént, a kiulonbdzflavonoid-szarmazék standardok segitségével MRMszneért
dolgoztunk ki azok detektalasara. Al.tablazat mutatja a szarmazékok optimalasanak
eredményeit. A két legésebb atmenetet tlntettiik fel. Az irodalmi adatokmakgfeleben
(Vukics, Guttman 2010 a két atmenet kozil az egyik mindig megegyezik zarrmazék

aglikonjanak tomegével. Ennek a &Bbiek soran lesz még jelésege.
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11. tAblazatAz 5.3-as fejezetben hasznalt flavonoid szarmazékmegspektrometrias optimalasa soran
kapott értékek

Célkomponens ~MT Mennyiségi - Min ésits lonizacios  n Ep cEp  CE1 CE2 CXP1  CXP2
atmenet atmenet maod

robinin 740 593 283 27,5 negativ -100 -7 -28 -34 6 -7 -8 -2

kempferol-3-O- 448 284 255 32,2 negativ -95 -7,5 -16 -34 -50 -6 -2

glukozid

kvercitrin 448 300 301 31,9 negativ -80 -6 -22 -32-30 -4 -4

hiperozid 464 300 301 28,0 negativ -95 -5,5 -22 -40-30 -4 -8

izokvercitrin 464 300 301 28,5 negativ -100 -4 -18 -36 -32 -4 -4

luteolin-7-O- 448 285 284 27,2 negativ -120 -4 -22 -36 -48 -4 -4

glukozid

naringin 580 271 151 28,2 negativ -110 -7,5 -30 -46-54 -4 0

heszperidin 610 301 164 29,4 negativ -95 -5 -32 -32-68 -4 0

rutin 610 300 301 28,4 negativ -110 -55 -32 50 2 -4 -4 -4

Masodik lépésként az aglikonok standardjaira ddlgdz ki MRM modszert. Minden
vegylletnél a két leggyakoribb atmenetet optimélitkek az eredményekl2. tdblazatmutatja
be.

12. tAblazatAz 5.3-as fejezetben hasznalt aglikonok tomegspeidtrias optimalasa soran kapott

ertékek
Célkomponens mr  Mennyiségi - Mindsité lonizacios  ,,  pp cEp CE1 CE2  CXP1  CXP2
atmenet armenet maéd

apigenin 270.2 117 149  negativ -65 -4 -14  -42 -32 0 0
naringenin 272.0 177 119 negativ -45 -3 -14  -24 -32 -2 0
luteolin 286.0 133 151  negativ -65 -5.5 -22 -44 -34 0 0
quercetin 302.2 151 179 negativ -50 -4.5 -14  -28 -26 0 0
myricetin 318.0 151 137  negativ -65 -5.5 -36  -34 -34 -2 0
heszperetin 302.0 164 136  negativ -75 -35 -14  -32 -30 -2 -2
fisetin 286.0 135 121  negativ -55 -7 -18  -30 -22 -2 0
daidzein 254.0 133 132  negativ -70 -7 -38  -50 -42 0 0
genistein 270.0 133 159 negativ -85 -5 -16  -38 -50 0 0
kaempferol 286.0 117 93  negativ -60 -3 -16  -58 -48 -2 0

Ezt kdvebten az egyes csoportokhoz tartozd azon DP értékekestilk, negativ ionizacios
modban, ahol az anyamolekulabdl a legtbbb agliketetkezik. Ehhez azA3. tablazatban
bemutatott szarmazékokat hasznaltuk fel. A kompssmimos értékek meghatarozasat ugyanazzal
a modszerrel végeztik el, mint az 5.2 pont{d#n abra) Az egyes vegyiletekhez tartozé azon DP
értékek, ahol a legtdbb aglikon keletkeziK,2a tablazatbanlathatdk. A ké§bbiek soran ezeket a
lehasadé aglikonokat detektaltuk.
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13. tAblazatAz egyes flavonoid
szarmazékokhoz tartozé optimalis DP

értekek
Célkomponens optimalis DP érték
V]

robinin -195 (+/-10)
kempferol-3-O-

glukgzid -140 (+/-15)
kvercitrin -140 (+/-15)
hiperozid -130 (+/-10)
izokvercitrin -130 (+/-10)
luteolin-7-O-glukozid -150 (+/-15)
naringin -165 (+/-10)
heszperidin -160 (+/-10)
rutin -155 (+/-15)

A kétféle eljaras soran kapott eredményeket ugy hinéituk 6ssze, hogy az aglikonok
optimalasa soran kapott DP értékeket elhagytuk zzslaaz értékkel helyettesitettiik, melyet,
mintegy kompromisszumos megoldasként, akkor kaptamkikor a szarmazékokbdl leszakado
aglikonok mennyiségét optimaltuk. A tobbi értéketlitozatlanul hagytuk. Al3. tablazatbol
kitiinik, hogy ez a kompromisszumos érték az alapvazteyrsolédd molekulak szamaval
valtozik, és jeleritsen eltérhet mono- vagy diszaharidok vagy még tettebb molekulak esetén.
Ez azt jelenti, hogy nem &llapithaté meg egyetlemfromisszumos érték, mivel az érzékenység
egyes vegylletekre nagymértekben csokkenhet. Bzéngyan kis koncentracioban, de jeledlév
komponenseket nem érzékelné a moddszer. Ezért amabist értéket tdmegtartomanyonkeént
allapitottuk meg d3. tablazatalapjan. Ezek a kovetkék lettek: monoglikozidokra (m/z = 385-
500 kozott) -125 V, diglikozidokra (m/z = 500-70@z6tt) -160 V, az ezesk 6sszetettebb
molekulakra (m/z = 700-1000) -195 V. Ez azt jelehtigy minden egyes atmenetet 3 kilorih6z
DP értékkel mértiink. Ez aglikononkéent 6 MRM-t jeldBzzel sikerllt elérni azt, hogy a nagyobb
molekuldkrdl is le tudjuk hasitani az aglikont, ye} a kis DP értéknél nem jelennének meg.
Ugyanakkor detektalni tudjuk a kisebb molekulakisabrmazé aglikonokat, melyekéer DP
mellett mar szétesnek. Ezt abrazolja a robinin &srmpferol-3-O-glikozid példajan keresztil a
25. abra A robininbdl (ami egy triglikozid) szarmazo aghhok intenzitasa névekszik azsebb
DP hasznélataval, mig a kempferol monoglikozidjet&s ez a hatas ellentétes. Ezt a modszert
hasznaltuk az efsfuttatasok alatt. igy meg tudjuk allapitani, mity&ajta szarmazékok lehetnek

jelen a mintaban.
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' kempferol erds DP

' Kempferol kizepes DF
L Kempferol gyenge DF

25 27 29 31 33 34

Idé [perc]

25. dbraA robinin és a kempferol-3-O-glikozidbol szarm&ednpferol aglikon fragmensek
MRM monitorozasa harom kilénb&DP értéken.

Ami ebben az esetben kulon emlitést érdemel azakoazerek, mint amilyen a heszperetin-
kvercetin, vagy a luteolin-kempferol esete. Az legtiok névieges tdmege mind a két esetben
megegyeznek (heszperetin-kvercetin esetében 302pfkeol-luteolin esetében 286). Mig a
heszperetin-kvercetin paros 6sszegképleteéelide ennek ellenére névleges molekulattmegik
megegyezik, addig a kempferol-luteolin paros esmiébzerkezeti izomerakrvan sz0, azaz
elemosszetételilk teliesen azonos. Igy ezeket tokragpjan nem lehet megkilonbodztetni (azonos
0sszegképletik miatt a kempferol-luteolin esetélen még nagy tomegfelbontassal sem
valdsithatd meg). De elterszerkezetik miatt masképpen fragmentalédnak, exZriegyes
vegyuletek fragmentacios képe mas és mas lesl Eiblyolag minden esetben masok lesznek a
jellemzs fragmensek. Ezért j0 eséllyel minden anyag esetétaalunk olyan jellemz
atmeneteket, melyek kulonbdznek egymastol, de eeskfeltétlendl a legintenzivebbek. Erre egy

szemléltet példa a luteolin-kempferol esg@6. abra).
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26. abra Azonos koncentracioju glikozid standardokon ehedg¢A) kempferol (B) luteolin

aglikon MRM monitorozas kromatogramijai.

Jol lathatd, hogy a megfeteitmenetvalasztasnak koszordeet a luteolin nem ad jelet a
kempferol szarmazékok esetében és a két vegyllmengteinek egyuttes eértékeléseével
megkuldmboztethék a kérdéses komponensek. Ez annak a fényébetekes, hogy a kempferol
koztudottan rosszul fragmentalddik, szamos fragmevan, melyek intenzitdsa kdzott nincs
szignifikans kiulonbség. A probléma akkor van, hgaol fragmens keletkezik, amely az egyik
anyagra jellemi a masikra nem, de elég nagy mennyiségben kelktkefle ahhoz, hogy a
mérésiunket zavarja. Mind a két vegylletre jeleagid készulékink. Mivelhogy a vegylleteket az
atmeneteik alapjan tudjuk megkulonbdztetni, ad édpésben nem fogjuk tudni elddnteni, hogy
melyik a valés. Hogy ezen problémakat kikiiszobdljiknden anyagbol egyszerre két atmenetet
meértiink és csak abban az esetben jelentettik kiaggywngrol egyértelien, hogy ez mely
flavonoidnak a szarmazéka, ha mind a két atmenaizege adott jelet. Ezt a kérdést érdemes egy
kicsit jobban is megvizsgalni. 27. dbranlathato a luteolinnak és a kempferolnak a fragdeat

soran felvett tomegspektruma. Ezékjol lathato a két vegyulet fragmentacios tulajdagai kozti
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kilonbség. Mig a luteolin kevés jellegzetes fragssehrendelkezik, addig a kempferol hasadasa
soran szamos egymashoz viszonyitva nagy intenzit@smék keletkezik. A dominans

fragmenseket &4. tablazatbanfoglaltuk 6ssze.

14. tdblazatA luteolin és kempferol fragmentalasa soran keletkt jelentisebb
fragmensek és fragmentaciés utak7a abraalapjan. Vastagitva jeldlve a méréshez
kivalasztott atmenetek.

Luteolin Kempferol

m/z fragmentacios ut m/z fragmentacios ut

107  *°A-CO2 93 C6H50 (ez valésziniileg a B gydir()

121 108

133 B 117  C8H50 (elképzelhetd, hogy a 267-esbél
keletkezé fragmens, amely a B gydr(t is
tartalmazza)

149 119

151 A 131

175 [M-C2H20-C0O2-C2H20]- 133

199 [M-C2H20-CO2]- 143

201 145

217  [M-C302J- 155

285  [M-H]- 157

161
167

171

183

185

187

195

210

211 [M-CO2-CO-H2J-
214

227 [M-2C02-H2]-
239 [M-CO2-H2J-
255  [M-CO-H2J-
267  [M-H-H20]-
285 [M-H]-

A két spektrumbol és a tablazatbdl is latszik, hagkempferol atmeneteinek kivalasztasa
nem Utkozik kilondsebb nehézségekbe Iévén a kigttdegivebb fragmense esetében (m/z = 93 és
117) nincsen a luteolinbdl szarmazo interferenEizert ezt a két atmenetet valasztottuk ki az
azonositashoz. Ellenben a luteolin esete ennéldboltgbb, hiszen kevés jellegzetes fragmenssel
rendelkezik és ezek j0 része zavart a kempferal. dliuteolin esetében kézenfékvenne az
m/z = 133 kivélasztdsa, lIévén ez a legintenzivebiedet, de figyelembe kell venniink azt a tényt
is, hogy ez a fragmens, ugyan lényegesen kisebhiitéssal, de a kempferolbdl is keletkezik. Ez
azt a veszélyt hordozza magaban, hogy egy esetlkgegpferol szarmazékot is luteolin

vegyuletként azonosithatunk. Ha viszont figyelenabsszik azt a tényt, hogy a mar kivalasztott
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kempferol atmenetek (m/z = 285/93 és 285/117) nelanpek meg a luteolin esetében kénnyen
belathatjuk, hogy nem jelent problémat a két vegly@izimultan meghatarozasa, hiszen ha a
285/133-as atmenet mellett nem jelennek meg a lewipd jellem? atmenetek, akkor
valoszirtileg luteolinnal van dolgunk. Ha ezzel egifign megjelennek a kempferol atmenetek is,
akkor két lehdiség van. Az egyik, hogy a luteolinra jelletnfragmens is a kempferolbdl
keletkezett vagy ko-eltciorél van sz6. Ennek megtgid modon tortéh eldontéséhez, és a
mindségbiztositas végett, szikségunk van egy masiglintétmenetre is. Tovabb vizsgalva a két
spektrumot lathatjuk, hogy luteolin esetében az m/x07, 151, 175 és 199 j6het szbba. Ezek
kozul az m/z = 107 és 175, ha nem is nagy mértékiberszintén zavart a kempferol altal. Az
m/z =151 és 199 viszont tisztdnak mondhatd, hiseeek egyaltalan nem vagy csak alig
keletkeznek a kempferolbdl. Az m/z = 151 relatitenzitdsa magasabb az m/z = 199-hez képest,

€s a zavaras is kisebb rajta, ezért ezt valasktattneghatarozashoz a tovabbiakban.

1331

3.0ef
A

3.0ef

=da 'sezuay)

2852

1.0e6

82



20E+05 —

11712

9306 1431

1 0E+05 a1z

183.18

intenzitas [cps)

157 42 167 .22

28512

300

miz

27. dbraA luteolin (A) és a kempferol (B) fragmentélasassofelvett tomegspektrum.

Vannak azonban olyan esetek is, amikor nem tudumkyiee j0l elkilonid atmeneteket
talalni. Ezt jOl példazza a kvercetin-heszperesiete(28. abra). A 28,4 percnél elualddo vegyulet
a rutin (ez kvrcetin szarmazék) mig a 29,4 perceléhlodé a heszperidin (ez heszperitin
szarmazék). Mint lathaté, mind a két kromatogranmamd a két csucs megjelent, de a
heszperetinnek csak az egy - kvercetinnel kozostmerete jelenik meg a kvercetin
kromatogramon. Ezért egyértdlen megallapithato réla, hogy az adott retencioB8l4( perc)
megjeled csucs nem kvercetin szarmazék. Forditva ez nejesésl igaz, mert a kvercetin a
heszperetinre jellendzmind a két atmenetet adja, de ha a két abran méenmgtenzitasokat
odsszehasonlitjuk, kiderdl, hogy az adott retendiq@8,4 perc) a kvercetin atmenetei Kett
nagysagrenddel ésebbek a heszperetin atmeneteinél. Tehat ebbersethea is eldonthét

milyen szarmazékkal van dolgunk.
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28. &bra Azonos koncentraciéju glikozid standardokon ehe#gzA) heszperetin (B)

kvercetin aglikon MRM monitorozas kromatogramjai.

Ezt koveben a két detektdlas egyidejalkalmazasaval futtattuk le a kidolgozott
kromatogréafiat. Ennek eredménye29. abran lathatd a kvercetin példajan keresztil bemutatva.
Amikor valamelyik vegyllet jelet adott az &lsnodszer alkalmazasaval, a masodik mddszer

esetében is megjelent a vegyuletre jelléraglikon csucs ugyanabban aéhén.
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29. abra A kvercetin szarmazekok (A) MRM és (B) aglikon MRIVhonitorozas

kromatogramja.

A kovetked probléma, ami megoldasra vart, annak megvalaszolé®gy milyen
molekularol hasadt le az aglikon. A kérdés megwual@sahoz ugynevezett prekurzor ion keresést
végeztunk (tovabbiakban prec). Ez annak a medtikgra szolgal, hogy a kérdéses tbmegszamu
fragmens melyik nagyobb molekulabol hasadt le. Adszér elvének sematikus rajza abran
lathaté. Ennek a fajta pasztazasi modnak hatranpagy idigény. Ezért, ha ezt a mddszert
alkalmazzuk, nem lehet szimultdin a mérésink, mert nagymértékben csdkkentené az
erzekenységet.

A ciklusidé hossza nagymeértékben befolyasolja a mérés erzeggéty A ciklusid az egyes
mérések (0.n. experimentek) idejének 6sszélgathdodik. Minél rovidebb egy experimentnek az
ideje, annal tdbbszér tudja a modszer lefuttatni egy mérésen belll és annal kisebb
koncentraciéju komponenseket tudunk vele detektdde ezzel egyltt a szérasa és dabb
kifolyélag a bizonytalansag is névekszik. Ha azeskpent ideje hosszu, akkor csékkenteni tudjuk

a mérés bizonytalansagat, desfélogy a végén a ciklusidul hosszu lesz, akar nagyobb mint a
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csucsszélesseg és igy nem fogunk érzékelni olyanp&oenseket, melyek kismértékben ugyan, de
jelen vannak a mintaban. igy csokken az érzékenykégs valamilyen kompromisszumos
megoldasra kell torekedni. Tapasztalataink szeeirdékkel a kromatografids beallitasokkal a
csucsszélesség 20 masodpenatasfél percig terjed koncentraciotdl fisgm. Az eddigi méréseket
alapul véve ugy igyekeztink beallitani az experiteket, hogy egy csucsbol legaldbb tiz
alkalommal tudjunk mintat venni.

Ezért minden flavonoid aglikonra kiléon médszertiételkidolgozni. Ez a kdvetkéképpen
néz ki: az aglikon negativ ion mddban jellémdeprotondlt témegét adjuk meg, mint olyan
tobmeget, aminek az anyaionjat keressik. Altalargisss elmondhatd, hogy a tdmegtartomany,
amelyldl az anyaionokat varjuk az m/z = 35#-in/z = 1000-ig terjedhet. Ez a masik paraméter,
amit meg kell adni a leszakad6 fragmens tomegeetheA modszer anndl érzékenyebb, minél
nagyobb hatasfokkal szakadnak le az aglikonok.tEzémiszert agy célszérbeallitani, hogy az
utkozeési cellaban leszakad6 fragmensek minél ndghdbyadat az aglikonok tegyék ki. Mint mar
utaltunk r4, all. tablazatbodl latszik, hogy az egyes szarmazekokbdl az aglikagyn
gyakorisaggal szakad le, de az ennek eléréséhkgésms - az litkdzési cellaban kicsatolt - energia
(tovabbiakban CE) vegyuletcsoportonként igen élté&&zonban kompromisszumos érték itt is
talalhatd. Ezért a vizsgalt tomegtartomanyt haraszme osztottuk és al. tablazat adatait
felhasznalva allapitottuk meg az egyes tartomanypkhrtozdé CE értekeket. Az 8lsartomany
m/z = 385-500, ahol az egys#ibb szarmazékokat vartuk, mint példaul a monoglittoki Itt a CE
értéke -32 V volt. Masodik tartomany m/z = 500-7Q0terjed ez az a tartomany, ahol a
diglikozidok varhatok. Itt a CE eértéke -42 V volA harmadik tartomany a maradék
tdmegszamokat oleli fel (m/z = 700-1000), itt th&tbk a legosszetettebb molekuladk. A CE értéke
is itt a legmagasabb -60 V. Valosilieg ezt a tartomanyt és a hozz4 tartoz6 paraméteisk
tovabb lehetett volna még finomitani, de nem altekdelkezésinkre megfaledtandardok ennek
elvégzéséhez.

A kovetke®d megoldandd probléma, ami felmertlt, a szelektvitdgyanis ez a detektalasi
mabdszer minden olyan esetben jelet ad, ahol akagial megegydzm/z-jii fragmens keletkezik,
ami nem minden esetben flavonoid szarmazékbdl ddikz Ennek a problémanak a
kikiszobolésére a Precoursor lon Scan-nel parhuzama keresett aglikon MRM-jeit is mérjuk,
természetesen ebben az esetben is mind a haraanCBjtérték mellett. A ciklusidigy 0,15
masodperccel ndvekedett, ami végul 2,15 masodpétrcami megfelel az elvarasainknak. Abban
az esetben jelenthetjik ki, hogy flavonoid szarrke@dévan sz6, ha mind a két mébdszerrel
egyszerre kapunk jelet. Ez a modszer egyszerreagg)yffavonoid szarmazékainak detektalasara

alkalmas, ezért az altalunk hasznélt 6sszes aglifatara irtunk egyet-egyet. Ezeket a

86



modszereket hasznaltuk a tobbi futtatas alatt. Kibke vizsgalt standard oldatot ezekkel a

modszerekkel is megmertik. A kapott eredményekeadetin példajan keresztil mutatjuk be.

Heszperitin

/
T AN fl . ' Prec m/z 301
NAWAN AN

| | . 'mfz 301/151 és 301179
25 27 29 Ky 33 35

Idéd [perc]

30. abra Az egyszerre futtatott m/z = 301 prekurzor moniré® €s a kvercetin aglikon

MRM monitorozas kromatogramja.

Mint a 30. abran is lathatd, szikséges a két modszer egfideftatasa. Az MRM-ek
segitségével tudjuk egyertelen kijelenteni a heszperitin csucsrol, hogy nem réetn
szarmazék, mert a prekurzor ion keresé$l arem szolgaltat informéaciét. Erdemes egy kicsit
megvizsgalni a kapott csucsok tomegspektrumat, emekidl az adott komponens szerkezetére
vonatkozoan lehet kovetkeztetéseket levonni. Néhélggzetes peldan keresztil mutatom be a
modszer logikajat.

Az els egy egyszér eset, amikor nincs ko-elucié. Erre j6 példa a pegdin (heszperitin-
7-O-rutinozid) esetg(31. &bra) Egy dominans csucs van, az m/z = 609, ami mdggle
deprotonalt heszperidin tdmegének. Az MRM kromaagralapjan azonosithaté az aglikon,
melynek témege jelen esetben m/z = 301. Ez aattjeleogy az anyaion 308 Da-nal nehezebb,
ami megegyezik a heszperitin aglikonra kapcsolodindz (6-O-L-rhamno-D-glikozid)
elvesztésével. A spektrumban nem jelent meg az=m#83 és m/z = 447-es fragmens, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy az alapvazhoz egy digitkasatlakozik és nem két monoglikozid
(Vukics, Guttmar2010. Ennek ellenkegére majd latunk példat a késbiekben.
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31. abra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 301 prekurkere$ modszer segitségeével

felvett heszperidin tomegspektrum.

A kovetked példa a rutin (kvercetin-3-O-rutinozid) és az seikcetrin (kvercetin-3-O-
glukozid) esetd32. abra) Mint a 29/A. abran is lathato, ez a két vegyulet ko-elualodik. Ennek
megfeleben két dominans csucs jelenik meg a spektrumbam/az 609 és az m/z = 463. Az
elss a rutinhoz, mig a masik az izokvercitrinhez takkoAz m/z 609 esetében, mivel nem jelent
meg nagyobb témdgon, biztos, hogy anyaion. Az aglikon tomegét ismeeez egy hexoz és egy
dezoxihexdz. Az ébb leirt okokbol kifolyolag valosziteg diglikozid formaban csatlakozik az
aglikonhoz. A kisebbik csucs esete azonban nenm igyszel, mert szarmazhat egy masik
vegyllet®l, ami szintén itt eludlédik (mint a jelen esetbiex), de szarmazhat magabdl az
anyamolekulabdl is. Ez olyan modon lehetséges, aadjglikozid a hexdzon keresztiil csatlakozik
az aglikonhoz és a fragmentacié soran csak a dezxdx szakad le rola, mint ahogy az
irodalomban ezt mar leirtak (de Rijke et. al. 200BY azonban a pozitiv ionizacios maddra

jellemz, negativ ionizaciés moédban ez a jelenség nemztgihato.
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32. abra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 301 prekurkere$ modszer segitségével

felvett rutin és isokvercitrin tomegspektrum.

A harmadik spektrum a robinin@3. abra). Ez a vegyllet tdbb szempontbdl is érdekes,
amellett, hogy ez egy flavonoid triglikozid, a kefenol alapvdzhoz nem egy harom cukorbal allé
egység csatlakozik, hanem egy mono- és egy digk&2t kilénbdad helyen (2. abra). Ez
kovetkezik a tomegspektrumbdl is. Harom dominanssgelenik meg az m/z = 739, 593 és 447.
Ebbsl a legnagyobb csucs az m/z = 739, maga a robigpradonalt anyaion témege, a masodik
m/z = 593, 146 Da-nal kisebb tontegez egy dezoxihexdz vesztést jelenthet. Ez kégadol
jelenthet: az egyik, hogy a robinézbdl (6-O-rhangataktozid) szakadt le a rhamnéz, ez a fent
emlitett okok miatt nem valésZinA maésik leheiség, hogy a 7-es poziciora kapcsoldédott rhamnoz
hasadt le. A harmadik csucs az m/z = 447, ami 2*D46os vesztést jelent. Ez csak ugy
lehetséges, hogy mind a két rhamndz molekula lehasaolekulardl, de ez nem valoskim mar
ismert okok miatt. Ellenben, ha jobban megvizsdahustandardok retencioit, lathatjuk, hogy a
robinin mellett egy mésik szarmazék is elualodikjreek érdekessége, hogy az aglikon a luteolin,
és olyan kozel elualédik hozza, hogy nem valnalegymastdl alapvonalig. Ez a vegyllet a
luteolin-7-O-glukozid, melynek a deprotonalt ionm&ge m/z = 447. Az aglikonok 6sszegképlete
azonos lévén, a perkurzor keresés nem tdolgt egymastél megkilonboztetni, de kilonboz
szerkezeti képleteik miatt, az MRM igéB4. abra) Ezért valoszifleg a harmadik csucs elita

vegyuletldl szarmazik. Lathatd, hogy a két vegylilet intersat&ozott nagysagrendi kilonbség
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van (a baloldali skala a luteolin-7-O-glikozidhcartdzik, a jobboldali a robininhoz). Ezért
lehetséges, hogy a két csucs minddssze kis rédzatfegymast, de az ionok intenzitasa majdnem
azonos. Ami viszont kilonds, hogy nem jelent megrédz = 431-es ion ami a robindéz egység
leszakadasaval keletkezne. Valésig a robindz egység leszakadasahoz olyan niggakrgia
kell, hogy addigra a rhamnoz leszakad az alapvazrol

Itt fontos megemliteni, hogy sok kérdésre csak aldapunk egyértelih €s megnyugtato
vélaszt, ha egy, az 5.2-es fejezetben mar résetetatejtett, termékion spektrumot is felvesziink a
problémas csucsokrol, illetve a kérdéses tomegednkitolt kromatogramjait is megvizsgaljuk a
kromatografias retencios egysegek elletrzése céljabol. Ha nem is minden esetben, de az
esetek domt tObbségében kifirhetjik a kromatografia hianyossagaibdl éredzonositasi

hianyossagokat.
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33. abra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 301 prekurzorek® modszer segitségével

felvett robinin és luteolin-7-O-glikozid tomegspekt.
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34. abra A robinin és luteolin-7-O-gliikozid standardokon zét luteolin és kempferol

aglikon-MRM monitorozas kromatogramja

Ezen paraméterek ismeretében a kovétkaglikonokra dolgoztunk ki aglikon monitorozé

maodszert: luteolin, miricetin, naringenin, kvercetilaidzein, genistein, heszperitin és fizetin.

5.3.2. Alkalmazas valdédi mintara

Az eddigi abrakbdl lathato, hogy a kidolgozott nwetsstandard oldatokra ttkddik. A
kovetked Iépés ennek a metodikanak alkalmazasa valodi krantd teszteléshez egy kilénleges
antioxidans tulajdonsagokkal rendelkePipacsl elnevezésmeggyet hasznaltunk. Emellett
kontrollmintaként egy kiemelkéd antioxidans tulajdonsagokkal nem rendetke@jfehértoi
meggyfajtat hasznaltunk.

Els6 Iépésként az aglikon pasztazast futtattuk le.GEBbBapitottuk meg, hogy az altalunk
vizsgalt aglikonok szarmazékai kozil melyek talédkaa mintdbar{35. abra) Ezek a kovetkek
lettek: luteolin, kvercetin, genisztein, naringerkempferol. Ezen vegylletek szarmazékai, ugyan
eltés intenzitassal, de mind a két mintaban jelen voltadntos megjegyezni, hogy nem csak az
intenzitasok voltak elték a két minta kozoétt, hanem az egyes komponensgkn&ghoz

viszonyitott ardnya az egyes mintakon beldl is.
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35. abra Az 5.3-as fejezetben meért (A) kilénleges antioxidamajdonsagu (Pipacsl)

meggy és (B) Ujfehértdi furtds aglikon screeningje

A kovetked lépés az egyes csucsokhoz tartoz6 anyaion azésasiolt. Erre a célra, az
5.3.1-es fejezetben leirtak alapjan, a talalt agldkra kidolgozott prekurzor ion kereseést
hasznaltuk. Ezt minden egyes altalunk talalt aglikipusra lefuttattuk, melyb csak néhanyat
emellink ki.

Az els) a kvercetin esete. 86. abran lathaté a Pipacsl meggy kvercetin MRM és a vele

parhuzamosan mért prekurzor m/z = 301 (deprotdnddtcetin molekula) kromatogramja. Az
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abran harom olyan csucs talalhatd, melyet mindt al&tektalas megésitett (ezek szammal jelolt

csucsok).
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36. abra Az 5.3-as fejezetben kifejlesztett kvercetin sza@kak azonositasara szolgalo

mabdszerrel mért kromatogramok (Pipacslineeggymintabol)

A 3-as szammal jel6lt csucs a rutin. Ennek a vegylketme azonositasa nem okozott
nehézséget, mert rendelkezésinkre allt standarmdaf@ban. De ha megnézzik3aas csucs
tomegspektruma(37. 4bra), lathatjuk, hogy a legdominansabb csucs m/z = @09nodszer
lényegébl adoddan valdszirsitheben ez az anyaion. Ha ehtkeletkezik az m/z = 301, az 308
Da-nos vesztést jelent. Ez megegyezik egy dezo&ih€k46 Da) és egy hexdz (162 Da) egyidej
elvesztésével, és ennyi a kvercetin alapvazra kdué rutindz tdmege is. Ez me§siti azt a
tényt, hogy ez egy olyan flavonoid szarmazék, meltyalapja egy kvercetin molekula és ehhez
kapcsolédik egy diszacharid, mely egy hex6zbdl @g @ezoxihexdzbdl all, a rutin egy ilyen
vegyulet. Ezenkivil lathatd egy kisebb intenzitagé, a hattéeél jol elkulonils csucs, az
m/z = 463. Ez valoszitteg nem a rutinbdl szarmazik, hanem egy masik letercszarmazékbal,

isokvercitrintbl, mint ahogy az mar a standardokbal vett tomegspeion bemutattuk.
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37. dbra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 301 prekurkere$ modszer segitségével

felvett tomegspektrum Pipacsl meggymintabol 28r6rps.

Ellenben sokkal érdekesebb a masik két csucsnamegspektruma. Vegyukdéslzor a2-es
szammal jeloltet(38. abra) Itt a legintenzivebb ion az m/z =771, ha nikeglucio, ez az
anyaion. Ez 470 Da-nal tobb a kvercetin aglikongégélketh hexdz és egy dezoxihexozra utal
(2*162+146). A tobbi fragmengb kdvetkeztetni lehet az esetleges kapcsoldédasiopoan A
masodik csucs az m/z = 609, ez 162 Da-nal keveaeldmyaion tomegénél, ami azt feltételezi,
hogy a cukrok kulonbdzhelyeken csatlakoznak az aglikonhoz. A harmadilcesaz m/z = 463,
tdmege 308 Da-nal kevesebb az anyaionnal. Ugyamnaiém jelenik meg az m/z = 447 tonfieg
csucs. Ezekll az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy ez egy omlalekula, melyhez két helyen
csatlakoznak cukorkomponensek, mégpedig egy hekddbdnonoglikozid egység és egy hexdz-
dezoxihexz6zbadl allé diglikozid egység formajabanrobinin példajan kiindulva azonban még
egy lehebseggel kell szamolni, hogy itt is koellcié van esnalz = 463-mas csucs egy masik
flavonoid szarmazékbdl szarmazik, ami egy monogiittot jelentene. Ez lehetséges, de
valGsziriitlen, ugyanis forditott fazisi oszloprél 1évén sadkomponensek polaritas szerint
csokkerd sorrendben elualdédnak rafdarnly et al.2007, Cuyckens, ClaeyX)04). Ezért ebben a
retenciés tartomanyban valosien monoglikozidok éifordulasa. Egy masik lehitég, hogy
koellco torténik, de két triglikozidrdl van sz6aksaz egyikhez egy triszacharid, a masikhoz egy

mono- és egy diszacharid egység kapcsoladik. Ittrkegjegyezni, hogy a mdodszert két olyan

94



aglikonra dolgoztuk ki melyek deprotonalt tomegez 801, de a mintaban létezhetnek egyéb
olyan flavonoidok melynek tdmege szintén ennyi. EX@&z6tt a prekurzor keresés nem tud

kilonbséget tenni, és az MRM keresés sem fogjaneke kiulonbséget. Egyik lehetséges modszer
ennek eldontésére, hogy ,cukor oldalrdl” prébéaljakg szétvalasztani a komponenseket, ahol az

elvalasztast nem a flavonoid aglikonok hatarozzak,rhanem a kapcsolodott cukorkomponensek.
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38. abra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 301 prekurkere$ modszer segitségeével

felvett tomegspektrum Pipacsl meggymintabol 22r6rps.

Az 1l-es szammal jel6lt csucs tdmegspektrumd9a abran lathatd. Itt egyetlenegy csucs
jelent meg, az m/z = 772. Ez valéddeyg nem egy tisztan kvercetin glikozid, mert a tgsEm
nem egyezik, hanem a cukrok mellett tartalmaz véyam mas vegyiletet is. Sajnos ezzel a

mobdszerrel et tobbet nem tudunk megallapitani.
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39. abra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 301 prekurzoreké modszer segitségével
felvett tomegspektrum Pipacsl meggymintabol 20r8rps.

Az altalunk alkalmazott logika szerint sikertlt bdr genistein szarmazékot kimutatni. Az
irodalomban ugyan talalhaté utalas a kilonféle rgeggtdk genistein tartalmar@Vang et al.
1999, Usenik, Stamp&000, de ezt minden kétséget kizaréan bizonyitani nieridt. Standard
alapjan mi is csak az aglikont talaltuk meg (retésads, két MRM atmenet azonositasaval), ezért
ennek megfeléen a szarmazék azonositasara tett megéllapitasaisk feltételesek.

A 40. abran lathat6 a Pipacsl meggy genistein MRM és a vekhiyzamosan meért
prekurzor m/z = 269 (deprotonalt genistein molekitamatogramja. Az abran harom olyan csucs

taldlhato, melyet mind a két detektalas mégiett (ezek szammal jeldlt csucsok).
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40. abra Az 5.3-as fejezetben kifejlesztett genistein szagkak azonositasara szolgalo

mabdszerrel mért kromatoggram (Pipacslineeggymintabdl).

Az l-es csucs spektrumabddl( abra) valoszirisithet, hogy az m/z = 593-as ion az
anyamolekula deprotonalt alakja lévén a leginteztdd, €és tdmegre is egyezik egy genistein di-
hexozid tdomegével. Ami viszont ez ellen szdl, hagym/z = 629 és 661 szintén nagy intenzitassal
van jelen, de tomeg alapjan nem tudfiket semmilyen szarmazéknak besorolni. Igaz, hogy az
m/z = 629 36 Da-nal nagyobb toniegnint az m/z = 593 és ez két molekula viz veszéégtalhat,

de ebben az esetben az m/z = 593-as ion nem mapg#va
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41. dbra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 269 prekurzorek® modszer segitségével
felvett tomegspektrum Pipacsl meggymintabol 21rtnes (1-es szamu csucs).
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A 2-es csucs esetébe#2( abra) hasonld a helyzet, mint dzes csucsnal. Az m/z = 431-es
ion szintén lehet egy hexozid, és az m/z = 47®kstlegy acilezett hexozid. Ambar az acil-rész
nem igazan szokott kilén lehasadni a cukor-tésazért ez inkabb valamilyen ko-ellciét
feltételez. Viszont a tobbi csucs nem igazan iiide a képbe jelenlegi ismereteink szerint. Az
m/z = 701 és 863 kozti kilébnbség ugyan egy hexeesttésre utal, de ez esetben az aglikon kiléte
nem tisztazott. Mind ad-es és2-es csucs esetében elmondhatd, hogy a tomegspeikivam
olyan ionok taldlhatoak, melyek azonositasa tovalimsgalatokat igényel. Ezek szarmazhatnak
ko-elucidbdl, mint amire lathattunk mar példat &ioetin esetében, de elképzethétogy a mérés
soran lejatsz6do valamilyen mellékreakcid termékat indokolja, a nagy relativ intenzitasuk

mellett az a tény is, hogy a mddszer lényéhé&nidddan ezekib m/z = 269-es fragmensek
keletkeznek.
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42. dbra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 269 prekurzorek® modszer segitségével

felvett tomegspektrum Pipacsl meggymintabol 24(¢ed @-es szamu csucs).

A harmadik csucs esetébetB3( dbra) a helyzet elég egyértelimltt az m/z = 269 egyetlen
ionbdl keletkezik, az m/z = 4316b Ez 162 Da-nal tébb az aglikon tdmegénél, ezert e
valOsziriileg egy genistein-hexozid. Sajnos a kapcsolodagéiitl és a cukor fajtajarol tébbet

nem tudunk megallapitani ezen spektrum alapjan.
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43. abra Az 5.3 fejezetben kifejlesztett m/z = 269 prekurkere$ modszer segitségeével
felvett tomegspektrum Pipacsl meggymintabol 30rtrps.

Az 0Osszes tobbi olyan esetben, ahol az MRM és &umer monitorozas egyszerre
valbsziriisitette egy flavonoid jelenlétét, 43. abrahoz hasonléan egyértelien lehetett
azonositani az anyaiont. Az 6bb ismertetett logika alapjan a kovetkeaegylleteket
azonositottuk: kempferol-hexéz-dezoxihexéz (32,Ecpél), luteolin-hexozidok (25,5, 27,1, 31,8
és 34,7 percnél), naringenin-hexozidokat (22,50,227,4 és 31,8 percnél). Mint mar emlitettik a

kontrolimintaként hasznalt ,Ujfehértoi fiirtdssbis ugyanezeket a vegyiileteket azonositottuk.
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6. Ujtudoméanyos eredmények

1. Statisztikai modszerek segitségével bebizonyitottaan vorosborokban  kis
koncentricidéban talalhatd un. minor polifenolok a=ok izomerjei hordoznak informéaciét az
eredetre vonatkozéan. lgazoltam, hogy az egyes ammaranya kulonbdztermshelyekil
szarmazo borok esetében igen jalerdltérést mutathat.

2. Egy olyan, elektrospray ionizaciot és tandem-torpelgsometrids detektalast
alkalmazo6 haromlépéses mdodszert dolgoztam ki, reklgegitségével fel lehet térképezni az egy
mintaban talalhaté kivalasztott flavonoidok mono-@s di-O-glikozidjait. A modszer €is
lépésében, az ionforrasban totieéfragmentalédas jelenségét kihasznalva, az alapJVéhet
azonositani. Tehat az azonositasi eljaras az dtalgyakorlattdl eltéen visszafelé kezdlik. A
masodik 1épés azoknak a tdmegeknek a kivalasztdslyek potencialis anyaionok lehetnek. A
harmadik Iépés annak az igazolasa, hogy a lehetgégeegek kozul melyik tartozik ténylegesen
az anyamolekulahoz. A gyakorlati kivitelezésbereks& két Iépést egy kromatogréfias futtatasban
vontam ©ssze. A kidolgozott modszert alkalmazvanegiiottam egy fekteribiszke &b 12
flavonoidot (aglikonokat és szarmazékokat egyarant)

3. Elektrospray ionizaciot és tandem-tomegspektrodetdetektalast alkalmazva olyan
kisérleti protokollt dolgoztam ki, mely képes aellin, kempferol és a fizetin szerkezeti
izomereket egymas mellett, negativ ion modban kiden meghatarozni. Kisérleteim alapjan az
alabbi atmeneteket javaslom e komponensek negatimddban torté&hazonositasara:

- kempferol: mennyiségi atmenet 285/117, ésiitd atmenet 285/93
- luteolin: mennyiségi atmenet 285/133, G8fi6 atmenet 285/151
- fizetin: mennyiségi &tmenet 285/135, #8it6 atmenet 285/121

4. Kidolgoztam egy elektrospray ionizaciét és tandémegspektrometrias detektaldst
alkalmazo flavonoidszarmazeék azonositasi médszety két lepéstl all és ki tudja kiiszobolni a
tobbsz0ori futtatasbol erédretencios idk elcsuszasabadl erédhibakat.

a. A modszer el l1épése a forrasban torterfragmentécioval létrehozott aglikon
alapvazak meghatdrozdsa MRM modszerrel. A kovétkepés egy prekurzor
monitorozas, melynek segitségével meg tudjuk dlapihogy egy ére meghatarozott
aglikon fragmens milyen nagyobb molekulabdl keledite A masodik lépésnél a
prekurzor monitorozds mellett, csak a ,keresetikagra vonatkozéan”, egy MRM
monitorozas is folyik. igy két Iépésben meg tudthatarozni a mintaban talalhaté

kivalasztott flavonoid aglikonok szarmazékait.
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b. Bebizonyitottam, hogy a kulonb&zdsszetettségflavonoid-szarmazekok forrasban
tortérd fragmentacios tulajdonsagai igen ek lehetnek. Ezért negativ ion modban
nem talalhaté a forrasban torééfragmentaciora egy altalanossagban alkalmazhat6
feszlltségérték. A mérések alapjan bizonyitottaogyhvegyuletcsoportonként aonban
talalhatd. Ezért a megfetel értékek megvalasztasaval sikertlt a modszert olyan

0sszetettebb vegyiletek iranyaba kiterjesztenemt, anilavonoid-triglikozidok.
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7. Osszefoglalas

A polifenolok egyre jobban a figyelem koézéppontjakertlnek, minél tébb kutatds és
informacio lat réluk napvilagot. Egyre inkabbowrbe keriilnek, mint olyan vegylletek,
melyeknek kiemelketlszerepe lehet az egészségbnegsben. Egyredvilsé ismereteink ellenére,
vagy talan éppen amiatt, nagy szikségunk van dayatitikai médszerekre, eljarasokra, melyek
segitségével képet kaphatunk egy élelmiszer vaggymovény polifenol készle@d@r Munkam
soran ezen terllethez igyekeztem hozzajarulni lkidéhanalitikai modszerek kidolgozaséaval.

Sikerilt kifejlesztenem egy célkomponens modszerelynek segitségével a vizsgalt
autentikus borokat, statisztikai médszerek segiaglg sikerilt bizonyos mértékig elkiloniteni
egymastol évjaratuk, teishelylk és fajtajuk szerint. Ebben nagy szerepe aalgy felbontasu
oszlopnak, melynek segitségével sikerllt egyesiletsk izomerjeit is elvalasztani egymastol. Ez
az elvalasztas azonban nem minden esetben vasinelk mondhat6. Ennek oka lehetett a nem
megfeleb, vagy kelleténél kevesebb komponens kivalaszessatleg a nem megfefestatisztika
alkalmazasa. Ujabb polifenolok és/vagy mas stéltimizt modszerek alkalmazasaval ezen
hianyossagok kikliszobolltetk lehetnek.

Sikerdlt kifejleszteni egy kerésmodszert, melynek segitségével nagy valds&ggel lehet
azonositani a vizsgalt aglikonok mono- és diglikigait standardok hasznalata nélkil. Ezt az tette
lehetivé, hogy az ionforrasban, a flavonoid mono- és ikbigidbdl keletke# aglikonok
azonositasara az MRM maodszert alkalmaztunk, mégpelgi médon, hogy mint monitorozast
hasznaltuk. Nem specifikaltam az ionforras bed&litia minden vegydlet tipusra kulén-kalon,
hanem egy kompromisszumos atlagéertéket hasznaEamek segitségével egy olyan modszert
fejlesztettem ki, mely-az irodalomban eddig pkddiak nagy részét eltéen - a
flavonoidszarmazékok feltérképezését azok alapghzkifelé” haladva végzi, tehat &zor az
alapvazat majd a rakapcsolédd szubsztituensekemoaiffa. Sajnos a maodszerben hasznalt
pasztazastipusok jellegidbadodéan minden esetben szikség van a harmadikpB&$dtazas
alkalmazasara. Csak igy tudunk megghgni arrol, hogy az aglikon és a feltételezett szémbk
csucs oOsszetartozik. A masik hianyossag, hogy @&mpfszeiibb szarmazékok azonositasara
alkalmas.

Mintegy az ebz6 modszer tovabbfejlesztéseként kidolgoztam egy rolygddszert, mely
alkalmas Osszetettebb flavonoid szarmazékok azisasé standardok hasznalata nélkil. Ez a
mobdszer két Iépésben végzi az azonositast, koeddei@n harom I1épésben. Azédispés ebben az
esetben is az ionforrasban todéinagmentacio jelenségeét kihasznaldé MRM monitoroEdsben

az esetben minden vegyuletcsoportra kulon optiméaka ionforrast, igy az élslépésben egy
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aglikon szarmazékainak azonositasahoz egyszereM&tM-t kell futtatni azonos isben. Ezért
van lehebiség dsszetettebb szarmazékok azonositasara. A ikmégonesben alkalmazott prekurzor
ionkeresés alkalmazasaval az anyaion tomegét medgktuhatarozni. A ciklusid adta
korlatozasok miatt ezt a lépést mar nem lehet ddmualkalmazni, egyszerre csak egyfajta

aglikonnak a szarmazékaira.

8. Summary

The more information accumulates on polyphenolsntioee they get into the center of the
interest due to their assumed role in health prismenFor this reason analytical methods are
needed in order to obtain information about theyplaénol profile of either a foodstuff or a herb.
The aim of my research work was to develop sucliyaoa methods and therefore to contribute
to this issue.

A method especially focusing on selected targetpmments was developed and was used
successfully to separate authentic wines accorttingntage, production site and cultivars. The
high resolution chromatographic column played amdrtant role in separation of isomers of
certain compounds. However, this technique wasmall cases satisfying. The reasons can be on
the one hand the inappropriate types and numbseletted analytes on the other hand the chosen
statistical analysis. These shortcomings can bmimdited in case of newer/other polyphenols
and/or using other statistical analysis.

A screening method was also successfully develophith was used to identify the mono-
and diglycosides of the investigated aglycones authusing reference standards. The so-called
MRM mode was used for identifying the aglycones,clvhwere obtained from the in-source
fragmentation of flavonoid mono- and diglycosidéhis mode was used as a monitoring mode.
The parameters were not optimized for each compoind a compromised average value was
used.

Applying this mode a new method was developed, ithaifferent from the most methods
that had already been published. Namely tentatieatification of flavonoid starts from the core
of the molecule thus firstly the aglycones and rafiige linking substituents are mapped.
Unfortunately because of the feature of the scantype athird product ion scan is needed.
Applying this third step, it can be confirmed thla¢ aglycone and the assumed peak cohere. The
other shortcoming is that only simple derivates loandentified.

The previous method was kept on developing and sualethod was elaborated that is

already suitable for identifying more complex flawdd derivates without using standards. This
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method consists of two steps, if there is co-elutloee steps are needed. In this case the fast st
is also the MRM monitoring, that is use out thergraena of the fragmentation in the ion source.
In this case the optimization of the ion-source adgisted for each compounds, thus in the first
step simultaneously more MRM can be run for thentifieation of the derivates of the aglycone.
The second step is the precursor ion screeninghwhigs used to determine the molecule weight
of the parent ion. This step can not be appliedigkaneously due to the limit of the cyclic time of
the MS. Therefore, only one aglycone and its dékiea can be screened simultaneously in one

chromatographic run.
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