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KIVONAT

Rozmaringsav-tartalmi gyogynovénykivonatok eléallitasa és
taplalékkiegészitoként, valamint funkcionalis élelmiszerként valo

felhasznalasa

A dolgozat a Lamiaceae csalad Nepetoideae alcsaladjaba tartozo
novények terapias hatdssal bir6 marker vegyiiletének vizsgalataval, a
rozmaringsavval foglalkozik.

A szerz6 az egy faktor egy idében elv (OFAT) alkalmazasaval
maximalizalta a novényekbdl kinyerhetd rozmaringsav mennyiségét. A
kivonatolast hagyomanyos (maceralas kevertetéssel, MACs; forralasos
visszafolyoztatassal, HRE) és 1j (mikrohullammal segitett extrakcio,
MAE) kivonatolasi eljarasokkal valodsitotta meg. A rozmaringsav
mennyiségét nagyhatékonysagu folyadékkromatografidval (HPLC) mérte
diddasoros detektalassal (DAD). A mérési adatok felhasznalasaval nagy
rozmaringsav-tartalmu tinkturakat allitott el6. A disszertacio tartalmazza
tovabba ezen készitmények stabilitasi vizsgalatat, amely sordn a szerzo
kritikus paraméterekre mutat ra €s fontos megéllapitasokat tesz a tinktarak
eltarthatosagara vonatkozoan.

A disszertacio céljai kozott szerepelt tovabba egy olyan uj és
innovativ funkcionalis ¢élelmiszernek a kifejlesztése, mely csokkentheti a
kronikus betegségek kialakulasanak kockazatat. A cél elérése érdekében a
szerzd citromfil szarazkivonatnak a hozzdadéasaval ndvelte az étcsokoladé
funkcionalis tulajdonsagait. Tekintettel az alkalmazott élelmiszer matrix
jellegére, a disszertacio kiegésziilt egy forditott fazisu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias (RP-HPLC) modszernek a kidolgozasaval. A

szerz az RP-HPLC moddszer érvényességét a rendszer alkalmassagéanak,

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 10
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linearitdsanak, pontossaganak és kimutatasi hataranak meghatarozasaval
bizonyitotta. A ndvényi szarazkivonattal adalékolt étcsokoladéban 1évo
rozmaringsav kinyeréséhez alkalmazott MACs ¢s MAE modszert két
fliggetlen paraméter (kivonoszer tipusa, extrakci6 idétartama) segitségével
optimalizalta. A szerzé ismerteti tovabba az adalékolt étcsokoladéban 1évo
rozmaringsav kivalo stabilitasat ravilagitva arra, hogy komponens szamara

a csokoladé megfeleld hordozé matrixot jelenthet a kdzeljovében.
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ABSTRACT

Production and application of herbal extracts containing rosmarinic

acid for dietary supplement and functional food

The aim of the dissertation was to examine a marker compound
(rosmarinic acid) in six plants belonging to the Nepetoideae subfamily of
the Lamiaceae family.

In the present study, a one-factor-at-a-time (OFAT) methodology
was used to study the maximization of rosmarinic acid extraction
efficiency. Extraction yields for rosmarinic acid from different alcoholic
extracts of Lamiaceae plants were investigated through conventional
(maceration with stirring, MACs; heat reflux, HRE) and non-conventional
techniques (microwave-assisted extraction, MAE). The rosmarinic acid
content was measured by high-performance liquid chromatography with
diode-array detection (HPLC-DAD). After taking into account the
obtained results, the author prepared tinctures with high rosmarinic acid
content. The dissertation also discusses the stability characteristics of these
products. The author points to the critical parameters of storage and makes
important findings regarding the preservation of tinctures.

In addition, the author presents a new and innovative functional food
idea that could reduce the risk of developing chronic diseases. The
functional properties of dark chocolate were enhanced by addition of a
freeze-dried lemon balm extract. Given the food matrix used, it was
necessary to develop an innovative analytical and extraction method for
rosmarinic acid determination in fortified chocolate. A simple and efficient
reversed-phase high-performance liquid chromatography method
(RP - HPLC) has been developed for the estimation of rosmarinic acid in

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 12
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dark chocolate. The validity of the method was demonstrated by evaluating
the system suitability, linearity, precision, accuracy, and limit of
quantification. The extraction of rosmarinic acid from dark chocolate was
optimized using MACs and MAE. In each case, an OFAT methodology
was used to define the best extraction condition considering two factors
(independent variables): extraction time and solvent type. The author also
examined the stability characteristics of the newly developed chocolate.
The results indicated that the chocolate sample constituted a feasible
matrix for addition of a lemon balm extract as the bioactive compound

(rosmarinic acid) of freeze-dried lemon balm extract was not affected.

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 13
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1 BEVEZETES ES CELKITUZES

Az utdébbi években jelentds mértékben megnovekedett a
gyogynovényekbol késziilt természetes termékek iranti kereslet, melyet az
Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) 2019-es adatai is alatamasztanak. E
szerint ugyanis a vildg lakossagdnak 88%-a hasznal gyogyndvényes
készitményeket. Ezen termékek hasznalatara- és fogyasztisara vonatkozé
attitdokrél  ugyanakkor altalanosan elmondhat6, hogy pozitiv
kapcsolatban allnak azon téves egészséghittel, miszerint a gyogyndvény
alapu gyogyszerek ¢és étrend-kiegészitok teljesen artalmatlanok ezaltal
hasznalatuk is kockazatmentes (Polereczki és mtsai, 2019). Természetesen
azonban ez kozel sincs igy, hiszen lehetnek mellékhatasaik, sot
eléfordulhat Osszeférhetetlenség mas gyogyndvény hatasaval, raadasul
gyartasuk ¢és forgalmazasuk mellett a mindségbiztositasukra forditott
figyelem sem oly mértékii, mint a Szintetikus gyogyszerkészitmények
esetében. Ebbdl adoddan fogyasztodi szempontbdl vald biztonsdgossaguk
¢és hatékonysaguk is kérdéseket vet fel (Petri, 2006; Gafner és
Bergeron, 2015).

A gybdgyndvények nem csodaszerek, azonban, ha megfelel6 idében és
modon hasznaljuk Oket, akkor szamos kedvezd élettani hatast
eredményezhetnek (Petri, 2006). Napjainkban a nagy rozmaringsav-
tartalmu gyogynovénykivonatok egyre nagyobb figyelemnek 6rvendenek
farmakologiai hatasaiknak koszonhetéen. A komponens a fenolos-savak
csoportjaba tartozé novények altal termelt masodlagos metabolit, melyet
gyakran alkalmaznak marker vegyiiletként a Lamiaceae csalad
Nepetoideae alcsaladjaban (Mishra és mtsai, 2020). Mindemellett szamos
kutatds kimutatta, hogy jelentds szerepet tolt be a neurodegenerativ

rendellenességek (Fachel és mtsai, 2019), a diabetes mellitus (Runtuwene
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és mtsai, 2016) vagy a rakos megbetegedések (Swamy és mtsai, 2018)

Kutatasom soran célom volt a kivalasztott Melissa, Mentha,
Origanum, Rosmarinus, Salvia és Thymus nemzetségekbe tartozd
Lamiaceae fajok rozmaringsav komponensének meghatarozasa és olyan
extraktumainak eldallitasa, mely kedvez6 hatdéanyag tartalmanak
koszonhetden alkalmas lehet tinktura formajaban étrend-kiegészitdként,
illetve szarazkivonat formajaban funkcionalis élelmiszer Osszetevoként.
Ezen szemlélet alapjan a doktori képzésben végzett kutatbmunkdm soran
elsdként célul tiztem ki, hogy a citromfli, a borsosmenta, a szurokfii, a
rozmaring, az orvosi zsalya és a kerti kakukkfii hagyomanyos (maceralas
kevertetéssel, forralds visszafolyoztatassal) és mikrohullammal segitett
extrakcidja sordn meghatdrozzam azon paraméterek hatasat melyek
jelentdsen befolyasoljadk a hatéoanyag diffuziojat. Tovabbi céljaim kozott
szerepelt olyan tinktardk el6allitasa, melyek bizonyitottan nagy
rozmaringsav-tartalommal rendelkeznek. Ennek igazolasara elvégeztem a
tinkturdk kvalitativ és kvantitativ vizsgalatat, tovabba elemzéseket
végeztem a rozmaringsav stabilitdsara vonatkozdan. Mindemellett célul
tliztem ki az alkalmazott antioxidans kapacitas mér6 modszerek (Osszes
polifenol-tartalom, DPPH) ¢és a mennyiségileg meghatarozott
rozmaringsav kozti Osszefliggések feltarasat is. Kutatomunkdm utolso
szakaszaban kiilonboz6 betegségek kiegészitd terapidjaban alkalmazhato
egészségveédd hatast, teljesen 1j, innovativ funkciondlis élelmiszernek
(n6vényi szaraz extraktummal adalékolt étcsokoladé) a kifejlesztését
tiztem ki célul. Ezen irdnyt vizsgalataim soran az RP-HPLC, az

extrakcios modszerek fejlesztése, valamint az étcsokoladéban 1évo
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rozmaringsav kvalitativ és kvantitativ elemzése mellett, a termék

eltarthatosagi vizsgalataval is foglalkoztam.
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2 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Lamiaceae novénycsalad rovid bemutatasa

Az arvacsalanfélék vagy ajakosok csalddjaba (Lamiaceae) tobb
mint 200 nemzetség ¢és 7000 faj tartozik, mellyel a hatodik legnagyobb
csalad a novények orszagan beliil (Bekut és mtsai, 2018). Novényfajai
viszonylag konnyen felismerhet6k négyszogletes szaraikrol, valamint
keresztben atellenes leveleikrél. Lehetnek lagyszaraak vagy félcserjék.
Virdgjaik zigomorfak, ajakos felépitésiiek, melyek levélhonalji
alorvokben, bogas viragzatokban allnak. Kétféporzosak, vagyis négy
porzdjukbdl kettd rovidebb, kettd hosszabb. Termésiik hasadé makkocska,
mely 4 makkocskara esik szét. Viragképletik: | K) Cs) Az+2 vagy 2 Ge2)
(Turcsanyi, 1995; Sim és mtsai, 2019).

A Lamiaceae csalad felosztasar6l 1876-ban Benthman szamolt be
els6ként, akinek munkaja mind a mai napig nagy jelentéséggel bir. Briquet
mintegy 20 évvel késébb (1895-1897) Benthman munkajara alapozva a
Lamiaceae csaladot a kovetkez6 8 alcsaladra osztotta: Ajugoideae,
Prostantheroideae, Prasioideae, Scutellarioideae, Lavanduloideae,
Stachyoideae, Ocimoideae, Catopherioidea. Erdtman 1945-ben a pollen
morfologia alapjdn a csalddba tartozd novényeknek a kovetkezd két
alcsaladba vald sorolasat javasolta: Lamioideae, valamint Nepetoideae
(Sharma, 2009; Moon és mtsai; 2010, Gul és mtsai, 2019). Ez utobbit
Harley és mtsai (2004) tovabbi 3 torzsre (Elsholtzicae, Mentheae,
Ocimmeae) osztottak. A két alcsalad kozott szamos morfologiai és kémiai
kiilonbség mutatkozik. Mig példaul a Nepetoideae alcsaladra nagy illdolaj
€s rozmaringsav-tartalom (> 0,5% szarazanyagra vonatkoztatva) jellemzo,

addig a Lamioideae alcsaladba tartoz6 novények esetében épp az
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ellenkez6jérdl szamoltak be (Makri és Kintzios; 2004, Gongalves ¢€s
Romano, 2018). Kutatasok ugyanis kimutattak, hogy a Nepetoideae
alcsaldd 36 nemzetségébdl 32 tartalmazta a rozmaringsavat, mig a
Lamioideae alcsaladba tartozd 25 nemzetség egyikébdl sem sikertilt
azonositani (Janicsak és mtsai, 1999). Ezen tulajdonsagabol eredendben
tartjak a rozmaringsavat a Lamiaceae csalad kemotaxonomiai markerének
(Makri és Kintzios, 2004). A csaladba tartozo fajok tovabba szamos olyan
bioaktiv anyagot is tartalmaznak, mint mono-, di-, triterpenoidok,
iridoidok, flavonoidok, szteroidok, fenolos vegyiiletek, szaponinok,
kumarinok, alkaloidok, valamint tanninok (Ciocarlan, 2016).

A kovetkezOkben a kisérletekbe bevont; Lamiaceae csaladba,
Nepetoideae alcsalddba azon beliil pedig a Mentheae torzsbe tartozo
novényeket magyar elnevezésiik szerint alfabetikus sorrendben mutatom
be.

2.1.1 Borsosmenta (Mentha x piperita L.)

A borsosmenta a fodormenta (Mentha spicata L.) és a vizi menta
(Mentha aquactica) fajokbol kialakult hibrid. Eurépaban 6shonos 50-
90 cm magassaguira novo éveld gyogynovény, melyet a vildg szamos
részén termesztenek. A sotét vagy vildgoszold leveleinek nyele révid,
lemeze 4-9 cm hosszu, 1,5-4 cm széles, alakja ovalis vagy landzsas, széle
flirészelt. Viragai ibolya- vagy rozsasziniiek, melyek a szarak csticsan
egymas feletti Orvokbe tomoriilve fiizérszerli virdgzatot képeznek.
Juniustol szeptemberig viragzik, ritkan kot magot (Rita és Animesh, 2011,
Racz és mtsai, 2012; Singh és mtsai, 2015).

Drogot szaraz kivonata (Menthae piperitae folii extractum siccum,
Ph.Hg.VIII., 2017), valamint a megszaritott egész vagy apritott levele
(Menthae piperitae folium, Ph.Hg.VIIl.,, 2010a) ¢és az abbdl
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vizg6zdesztillacioval nyert illéolaja (Menthae piperitae aetheroleum)
szolgaltat (Ph.Hg.VIIl., 2012a).

Az els6 szazadban élt gorog orvos, Dioszkoridész (Kr.u. 40-90) a
novény hasznalatat gyomorbantalmak esetén javasolta (Mahendran és
Rahman, 2020). Noha a borsosmentat hivatalosan csak a 17. szazadban
ismerték el, a kiilonféle menta fajokat, kiilondsen a fodormentat (Mentha
spicata L.) a népi gyogyaszatban évezredek ota hasznaljak. A torténelmi
feljegyzések szerint, mig a fodormentat flird6khoz adték, valamint a nemi
uton terjedd betegségek kezelésére, a fogak fehéritésére és a szdjfekélyek
gyogyitasara, addig a borsosmentat emésztési zavarok, hanyinger,
megfazas, laz és fejfajas esetén hasznaltak (Murray, 2020; Mahboubi,
2021). A tradicionalis kinai orvoslasban ,,Bo He” néven influenza, fejfajas,
laz és torokfajas ellen mind a mai napig alkalmazzak (Mahendran és
Rahman, 2020).

A borsosmenta biologiai aktivitasa (antibakterialis, virusellenes,
kozponti idegrendszer stimulald, stb.) elsésorban illdolaj tartalmanak
koszonhetd, melynek f6 alkotoelemei a monoterpének kozé tartozo mentol
(30,0-55,0%), menton (14,0-32,0%) ¢és mentil-acetat (2,8-10,0%)
(Olennikov ¢és Tankhaeva, 2010; Ph.Hg.VI1Il, 2012a). Ennek ellenére a
legfrissebb kutatasok kimutattak, hogy a borsosmenta fenolos vegyiiletei
(flavonoidok, fenolos savak) antioxidans, allergiaellenes, gyulladasgatlo,
tumorellenes és egyéb farmakoldgiai hatast is mutatnak. A novény
leveleibdl eddig mintegy 40 fenolos vegyiiletet izolaltak, majd HPLC-vel
végzett vizsgalatok alapjan kimutattdk, hogy f6 hatdanyag komponense, a
rozmaringsav mellett — melynek mennyisége a kvantitativ adatok alapjan
2,8-51,8 mg/g kozott valtozik — az eriocitrin, a heszperidin és a luteolin-

7-rutinozid taldlhat6 meg benne nagyobb mennyiségben (Olennikov és
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Tankhaeva, 2010; Mekini¢ és mtsai, 2014; Oliveira és mtsai, 2018). Mig
leveleit, viragait és szarait hagyomanyosan forrazat (gyogytea)
formajaban, addig nyers kivonatait, valamint illéolaj komponenseit aroma
és izesitbanyagként alkalmazza az élelmiszeripar ragogumikban,

édességekben és italokban (Salehi és mtsai, 2018).
2.1.2 Citromfii (Melissa officinalis L.)

A citromfii a keleti mediterran és a nyugat-azsiai régiobol szarmazé
éveld, bokros novény, melynek magassdga elérheti az 1 métert.
Napjainkban szamos orszagban termesztik és honositjak. Puha, sz6ros
levelei 2-8 cm hossztak és sziv alaktiak. Levélfeliilete durva, mélyen
erezett, széle fogazott vagy flrészes. Viragai fehér, illetve halvany
rozsaszinliek, melyek nydron 4-12 virdgbol allo kis fiirtokbdl allnak
(Moradkhani és mtsai, 2010; Chizzola és mtsai, 2018).

Drogot a levelébdl készitett szaraz kivonata (Melissae folii
extractum siccum, Ph.Hg.VIIl., 2010b), valamint szaritott leve (Melissae
folium) szolgaltat, melynek a szaritott drogra vonatkoztatva legalabb 1%
rozmaringsavat kell tartalmaznia a jelenleg hatalyban 1év6 VIII. Magyar
Gyogyszerkonyv eldirasai alapjan (Ph.Hg. VIII., 2009).

A citromfli gydgyaszati felhaszndldsa tobb mint 2000 évvel
ezelbttre nyualik vissza. Dioszkoridész, akit a farmakologia atyjaként is
tekintenek ,,De Materia Medica” c. miivében megemliti, hogy a névény
leveleibdl készitett forrazat kivald a skorpidcsipés és a kutyaharapas
kezelésére, de hatékonyan alkalmazhatdo az elmaradt menstruacio, a
vérhas, a bélfekélyek, a nehézlégzés, kisebb daganatok és iziileti fajdalmak
gyogyitdsanal is. A kozépkorban fogfdjas, flilfajas, reggeli rosszullét,
valamint a kopaszsag kezelésére alkalmaztak. Paracelsus (1493-1541)

arrdl irt, hogy a citromfiitdl élénkebb lesz a memoria és enyhiti az
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idegrendszeri megbetegedéseket (Shakeri és mtsai, 2016). Ezt a jelenkor
orvostudomanya is bizonyitotta, s6t mi tobb, szdmos Ujabb hatdsokat is
tulajdonitanak a novények. A citromfii és f6 hatéanyaga, a rozmaringsav
ugyanis neuroprotektiv hatassal rendelkezik, aminek koOszonhetéen
szamottevd kutatast végeznek annak érdekében, hogy bizonyitsdk a
novénybol készitett kivonatok hatasat az agyat érintd betegségek
kezelésében (Ramanauskiene és mtsai, 2016). Legujabb kutatasi
eredmények kimutattak, hogy az enyhe és kozepesen sulyos Alzheimer-
korra is hatassal van azaltal, hogy kivonatai gatoljak az acetil-kolin
lebontasat az emberi agysejtkultiraban (Ozarowski és mtsai, 2016). Vizes
¢s alkoholos kivonatai 1égzdszervi problémak, kiilonb6z6 rakos
daganatok, valamint memoria problémak kezelésére és megel6zésére
hasznalatosak (Arceusz és Wesolowski, 2013; Binello és mtsai, 2017).
Néhany kozelmultbéli tanulmany azt is kimutatta, hogy a fagyasztva
szaritott citromfilkivonat gatolta a Basedow-kor kialakulasaért felelds
thyreoida-stimulalé immunglobulin k6tddését a pajzsmirigyhez, ami arra
utal, hogy a citromflib6l készitett kivonatok a pajzsmirigybetegségek
kezelésében is hasznosak lehetnek (Basar és Zaman, 2013). A kivonatait
tartalmazo krémek pedig bizonyitottan hatasosak a herpes simplex virus
kezelésére, melyet in vitro és klinikai vizsgalatokkal is alatamasztottak
(Duke, 2002). Az ¢élelmiszeriparban leveleit zselék, likoérok,
gylimolcssalatak és hideg italok izesitésére hasznaljak (Bahtiyarca Bagdat
és Cosge, 2006). Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a citromfii szamos
jotékony hatasa nem kothetd kizarodlag a rozmaringsavhoz, hiszen a
komponens mellett tovabbi hidroxi-fahéjsavak (p-kumarsav, kavésav),

flavonoidok (luteolin, apigenin, kaempferol, kvercetin), tanninok és
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triterpének (oleanol ¢és wurzolsav) is megtalalhatok (Arceusz ¢és

Wesolowski, 2013).
2.1.3 Kerti kakukkfii (Thymus vulgaris L.)

A Mediterran térségbdl szarmazo6 Kerti kakukkfii koriilbeliil 40 cm
magasra novo, talajtakaro, elagazd éveld cserje. Levelei keresztben
atellenesek, altalaban 2,5-5 mm hossztak, ovalis, négyszogletes alaktak
(Daugan és Abdullah, 2017). Viragai fehér vagy lila szinliek, melyek
majustol szeptemberig viragzanak (Javed és mtsai, 2013).

Drogot szaritott levele és hajtasa (Thymi herba, Ph.Hg.VI1Il1., 2014),
valamint vizgézdesztillacioval eldallitott illoolaja (Thymi aetheroleum)
szolgaltat (Ph.Hg.VIIl., 2002a).

A Thymus nemzetségbe tartozo fajok felhasznalasa az oOkori
Egyiptomig nyulik vissza, ahol illatositott balzsamok készitésére és a
mumifikalas soran hasznaltak Oket. Dioszkoridész irasabol idézve ,,a
kakukkfiivet mindenki ismeri”. Alkalmazasat elsdsorban asztma, torok és
gyomorproblémak esetén javasolta. A 15-16. szazadi kéziratokban, mint
kohogéscsillapito szerepel, valamint hasznalatat megfazas, gégegyulladas,
migrénes fejfajas esetén javasoltdk. A reneszansz iddszakban (16. és
17. szazad) a malaria kezelésére és az epilepszia ellen alkalmaztak (Jari¢
és mtsai, 2015). A kerti kakukkfiinek manapsag leginkabb a benne
talalhato illoolajok miatt tulajdonitanak nagyobb jelentdséget, ennek
koszonheti ugyanis sajatos, fliszeres aromdjat. Ebbol adédoéan a névénnyel
kapcsolatos korabbi vizsgalodasok nagy része is az illékony vegyiileteinek
elemzésére Osszpontositanak (Kindl ¢és mtsai, 2015). Illéolajaban
legnagyobb mennyiségben a monoterpének kozé tartozo timol (36,0-
55,0%) fordul elé (Ph.Hg.VIIl., 2002a), mely a karvakrollal egyiitt a

novény antioxidans €és antimikrobialis hatdsahoz jarul hozza (Gedikoglu
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és mtsai, 2019). A nem illékony alkot6irdl rendelkezésre alld informaciok
hianyosak, éppen ezért szdmos megvalaszolatlan kérdés mertl fel a
novénybdl készitett kivonatok altal kozvetitett bioaktivitassal
kapcsolatban (Alu’datt és mtsai, 2015). Fenolos komponensei koziil
legnagyobb mennyiségben eddig a rozmaringsav (2,4-23,5mg/g) és a
luteolin jelenlétét mutattak ki, melyek erds antioxidans hatassal birnak,
tovabba gatoljak a sejtburjanzast és a rakos daganatok kialakulasat (Hou
és mtsai, 2009; Shekarchi és mtsai, 2012; Benedec és mtsai, 2017; Leal és
mtsai, 2017). Az élelmiszeriparban, mint kulinaris dsszetevd 0sidok ota
hasznalatos. Elsdsorban sajtok, likorok, salatak, levesek, martasok, illetve
husok izesitésére alkalmazzak (Pereira és mtsai, 2013; Satyal és mtsai,

2016).
2.1.4 Orvosi zsalya (Salvia officinalis L.)

Az orvosi zsalya Dél-Europabol és a Foldkozi-tenger térségébol
szarmaz6 népszerl fliszer- és gyogyndveény, melyet manapsag vilagszerte
termesztenek (Craft és mtsai, 2017). Legfeljebb 60 cm magasra névo
orokzold illatos félcserje, melynek hosszukéas levelei keresztben
atellenesek, 4-6 cm hosszuak, szElik csipkézett, végiik lekeritett, erezetiik
finoman kiemelkedd, haldzatos. A levéllemez alsé oldala fehér, mig a felso
feliilete zoldes vagy zdldessziirke szinli az ereken lathatd szdrképletek
miatt. Kétajki rézsaszin, ibolyds kék, ritkdbban fehér virdgjai a szar
csucsan, a levelek folotti részen Orvosen csoportosulnak. Az éghajlati
viszonyoktol fliggéen marciustol juliusig viragzik (Devansh, 2012; Récz
¢és mtsai, 2012; Grdisa és mtsai, 2015).

Drogot a szaritott egész vagy apritott levele (Salviae officinalis

folium, Ph.Hg.VIIL.,, 2015), valamint tinktaraja (Salviae tinctura)
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szolgaltat (Ph.Hg.VII1l., 2002b). Ill6olajara vonatkozo kdvetelményeit az
ISO 9909:1997 Qil of Dalmatian sage (Salvia officinalis) tartalmazza.

A romaiak altal ,,szent n6vénynek” tartott orvosi zsalya az 6korban
az egyik legfontosabb gyogyndvény volt. Dioszkoridész vizelethajtasra,
vérzéscsillapitasra és menstruacios problémakra ajanlotta. A kozépkori
természettudos és apatnd, Bingeni Szent Hildegard (1098-1179) fejfajasra,
kohogés ellen, és sebgyogyitd szerként javasolta hasznalatat. John Gerard
(1545-1612) angol gyogyndvénykutatd, valamint Nicholas Culpeper
(1616-1654) orvos és gyogyndvénygyodgyasz egyarant allitotta, hogy jot
tesz a fejnek és javitja a memoriat (Grdisa és mtsai, 2015). Mig Azsia és
Latin-Amerika népi gyogyaszataban fekélyek, koszvény, reumas
megbetegedések kezelésénél, addig Eurdpaban enyhe emésztési zavarok,
tulzott izzadéds, valamint a torok és a bdr gyulladdsos eredetii
megbetegedéseinél hasznaltdk. Az utobbi években szédmos kutatast
végeztek biologiai aktivitasanak felkutatasara, melynek kovetkeztében
széleskorli farmakologiai hatasat fedezték fel. Ezen nagyszamu
vizsgélatoknak koszonhetden eddig tobb mint 120 illdolaj komponenst
(Ghorbani és Esmaeilizadeh, 2017) és mintegy 160 polifenolos alkotot,
tobbek kozott fenolos savakat és flavonoidokat azonositottak a novénybol
(Lopresti, 2017). Az orvosi zsalyaban talalhato polifenolos alkotoknak,
valamint {6 fenolos vegyiiletének a rozmaringsav nagy mennyiségének
(15,0-39,3 mg/g) kdszonhetden a ndvénynek neuroprotektiv, antioxidans,
rakellenes, immunmodulalé és gyulladasgatld hatast tulajdonitanak
(Shekarchi és mtsai, 2012; de Oliveira ¢és de Oliveira, 2013; Fotovvat és
mtsai, 2019). Az élelmiszeriparban leginkabb forrazat formajaban
hasznaljdk (Walch ¢és mtsai, 2011), ugyanakkor egyes kutatasok

kimutattak, hogy kivonatai természetes tartositoszerként is alkalmazhatok
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azaltal, hogy késleltetik a lipidek oxidativ lebomlasat (Sharifi-Rad és
mtsai, 2018). Szamos pozitiv élettani hatasa ellenére azonban fel kell hivni
a figyelmet arra, hogy ill6olaja a-tujont tartalmaz, mely nagy dozisban
blokkolja az y-aminovajsav (GABA) kloridcsatorndk gatlasat, aminek
kovetkeztében kronikus neurotoxicitast €s karcinogenitast okozhat (Craft
¢és mtsai, 2017). Az Eur6pai Parlament és Tanacs 1334/2008/EK rendelete
deregulélta a tujontartalmtl ndvények élelmiszerekben val6 alkalmazasat,
aminek kovetkeztében csak az iirdm nemzetségbdl (Artemisia) eldallitott
italok keriiltek szabalyozasra. A rendelet tovabba a tujonnak (a, B) az

¢lelmiszerekhez torténd hozzaadasat is tiltja.
2.1.5 Rozmaring (Rosmarinus officinalis L.)

A rozmaring a Foldkozi-tenger térségébdl szarmazd, elagazo,
bokros, 6rokzold, csaknem 1 méter magasra novo éveld cserje, melyet
Spanyolorszagban, Marokkoban, Tunézidban és Eurdpa délkeleti részén is
termesztenek. Levelei 1-4 cm hosszaak, 2-4 mm szélesek, szini oldaluk
sOtétzold szintiek, fondki oldaluk sziirke, bolyhos, széleik hatra
gongyoltek. F6 erezetiik erdteljesen kiemelkedik. Kal4sz form4ju viragjai
fehér vagy kék szintiek (Begum és mtsai, 2013; Wollinger és mtsai, 2016;
Andrade és mtsai, 2018).

Drogot egész vagy apritott szaritott levele (Rosmarini Folium,
Ph.Hg.VIIl, 2002c), valamint ill6olaja (Rosmarini aetheroleum) szolgaltat
(Ph.Hg.VIIl1., 2002d).

A rozmaring az Okor ota az egyik legismertebb gyogyndvény,
melyet Dioszkoridész idején a szobak illatositasara és rovardlészerként
hasznaltak. Az évszdzadok sordn a népi gyodgyédszatban gutaiités,
gyomorfajdalom, fejfajas, étvagytalansag ¢€s iziileti fajdalmak kezelésére

hasznaltdk. Mindezek mellett vizelethajto, epilepszia elleni, sebgyodgyito
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és koptetdszerként volt ismeretes. A névénybdl készitett rozmaringszesz,
~Magyar Kiralyné Vize” (Aqua Reginae Hungariae) néven valt igazan
ismertté, melyet a koszvényes betegek kezelésére ¢és hajhullds ellen
hasznaltak (Korkes, 2004; Gonzalez-Minero és mtsai, 2020).

A novénynek szdmos élettani hatast tulajdonitanak, melyek koziil
kiemelkednek antibakterialis, antidiabetikus, gyulladasgatlo, ¢és
antidiuretikus tulajdonsagai (Habtemariam, 2016). Kimutattak tovabba,
hogy kivonatai gatlo hatast fejtenek ki az eml6, a maj, a prosztata és a tiidé
karcindbma, valamint a leukémia rakos sejtjeire (Borras-Linares, 2014).
Mindezek mellett pedig kivalo antioxidans hatassal rendelkezik, melyet az
is alatamaszt, hogy az Eurdpai Unio (EU) jovahagyta, hogy kivonatat az
élelmiszeripar, mint természetes antioxidans (E392) alkalmazza azaltal,
hogy javitja a romland6 élelmiszerek eltarthatosagat (Andrade és mtsai,
2018). A szervezetre gyakorolt jotékony hatasait els6sorban a benne
talalhato diterpenoidoknak (karnozinsav, karnozol) kdszonheti (Mena és
mtsai, 2016). Fontos megjegyezni, hogy nevébdl adodoan szamos
orszagban tévesen az egyik legfontosabb rozmaringsav forrasnak tekintik.
Tobb kutaté ugyanis munkajaval igazolta, hogy rozmaringsav-tartalma
(2,2-9,7 mg/g) sok esetben kevesebb a tobbi Lamiaceae csaladba tartozo
gyogynovényekéhez képest (Luis és Johnson, 2005; Shekarchi és mtsai,
2012; Skendi és mtsai, 2017; Sik és mtsai, 2020).

2.1.6 Szurokfii (Origanum vulgare L.)

A szurokfii vagy més néven oregané a Foldkozi-tenger térségébol
szdrmazo6 20-80 cm magasra nov0 aromads, fas gyokértdrzzsel rendelkezd
éveld ndvény, melyet manapsadg mar a legtobb kontinensen termesztenek.
Levelei atellenesen helyezkednek el a szaron, melyek tojasdad alakuak,

10-44 mm hosszuak és 5-25 mm szélesek. A levél szélek simak, csucsuk
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hegyes vagy kerek. Virdgai majustol oktoberig nyilnak, melyek fehéres lila
szinliek, partajuk 5-8 mm hosszu (Singletary, 2010; Singh és mtsai, 2018).

Drogot a szarrészektdl mentes, szaritott levele és viraga (Origani
herba) szolgaltat. A jelenleg hatalyban 1évé VIII. Magyar
Gyobgyszerkonyv elbirasai alapjan a novénynek a vizmentes drogra
vonatkoztatott illoolajtartalma legalabb 25 mL/kg kell, hogy legyen,
valamint 1,5% karvakrolt és timolt kell tartalmaznia (Ph.Hg.VIIIL., 2008a).

Mig az Okori Romédban a ndvényt sebek borogatisara és
izomfajdalmak esetén alkalmaztdk, addig Gordgorszagban skorpid és
pokcsipés esetén javasoltak. A novénnyel kapcsolatos legelso irdsos emlék
Theophrasztosz (Kr.e. 380-287) nevéhez kothetd, aki ,,Inquiry Into Plants”
c. mivében az ,0riganos” és ,origanon” kifejezéseket hasznalta
(Calpouzos, 1954). Manapsag fiiszernovényként az élelmiszeriparban
levelét és viragat kiilonbozo ételek és italok izesitésére (Davidenco €s
mtsai, 2014), gydgyndvényként pedig a hagyoméanyos népi gyogyaszatban
légiiti megbetegedések (asztma, horghurut, kohogés), menstrudcios
zavarok és gyomorfajdalmak enyhitésére alkalmazzak. Mindezek mellett
azonban a novény antimikrobidlis, virusellenes, antioxidans, karminativ és
emmenagogiai tulajdonsagokkal is rendelkezik (Gutiérrez-Grijalva és
mtsai, 2018; Oniga és mtsai, 2018). Ezen pozitiv hatésait a legtobb esetben
a benne taldlhato illdolajoknak tulajdonitjdk, melybdl addéddéan a
szurokfliben talalhat6 hatéanyagok elemzésérdl szolo cikkek nagy része is
ezen vegylileteinek vizsgalatara korlatozodik annak ellenére, hogy a
novény fenolos komponensekben is gazdag. A fenolos savak koziil
alkoholos kivonataiban legnagyobb mennyiségben a rozmaringsav
talalhato meg, melynek mennyisége 4,2-25,0 mg/g kozott valtozik az

irodalomban. Tovabba kivonataibol kimutattak a klorogénsavat, a
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kavésavat, a vanillinsavat, a p-kumarsavat és a protokatekinsavat is. A
flavonoid komponensek koziil pedig a hiperozid, a rutin, a luteonin és az
apigenin fordul el6 benne leggyakrabban (RaduSiené és mtsai, 2008;

Shekarchi és mtsai, 2012; Benedec és mtsai, 2015; Oniga és mtsai, 2018).
2.2 Gyoégynovények felhasznalasi formai és jogi szabalyozasuk

Napjainkra a novényi készitmények iranti kereslet jelentésen
megnodvekedett koszonhetéen a benniik talalhatdo masodlagos vegyiiletek
kedvezd hatasainak. A 450/2017. (XI1.27.) Korm. rendelet értelmében
novényi készitményeknek a ndvényi anyagokon végzett kezelések, példaul
extrakcio, desztillacio, sajtolés, frakcionalds, tisztitas, koncentralas vagy
fermentalas révén nyert készitményeket nevezziik. Ezek koz¢ tartoznak a
novényekbdl szarmazd apritott vagy poritott anyagok, tinktarak,
kivonatok, illdolajok, kisajtolt levek, szuperkritikus kivonatok, olajok és
feldolgozott valadékok. Az igy eldallitott termékeket szamos iparag
alkalmazza, melyek koziil legnagyobb multtal a gyogyszeripar rendelkezik
koszonhetden annak, hogy a gyogyndvények gyodgyaszati céla
felhasznaldsa szinte egyidds az emberiséggel. A legrégebbi irdsos emléket
egy Nagpurbdl szarmazo6 kozel 5000 éves sumér, mintegy 250 kiilonféle
gyogynovényre vonatkozo, 12 gyogyszerkészitési receptet magaba foglalo
agyagtablan talaltdk. Noha még szamos irdsos emléket lehetne emliteni a
torténelem folyaman; gyogyaszati szempontbol a gydgyndvények
ismeretében ¢és felhasznaldsdban a 19. szdzad eleje jelentette a
fordulopontot, amikor is felfedezték az alkaloidokat, majd izolaltak
makbol (1806), ipekakuanabol (1817), farkasmaszlagbol (1817),
granatalmabol (1878) és mas novényekbdl. A késdbbiekben a kémiai
modszerek fejlodése elvezetett tovabbi hatdanyagok (glikozidok,

tanninok, vitaminok, hormonok) megismeréséhez, izolalasahoz,
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szerkezetvizsgalasdhoz, majd még hatékonyabb vegyiiletekké torténd
atalakitasahoz (Petri, 2006; Sasidharan és mtsai, 2011; Petrovska, 2012;
Leja és Czaczyk, 2016). Az elmult szazadban a névényi gyogyszerkutatas
szamos teriiletre koncentralt, beleértve a farmakognoziat, a mindség-
ellendrzést, valamint a laboratoriumi és a klinikai teszteket. Mindezeknek
kdszonhetden szamos attorést sikeriilt elérni a ndvényekbdl eldallithatd
gyogyszerekre. Erre egyik példa a kinai hagyomanyos orvoslasban
alkalmazott artemisinin nevezetli gyogyszer, mely nem mas, mint az
egynyari Urom (Artemisia annua L.) hatéoanyaga. Tovabbi két masik
jelentés példa a tumoros megbetegedéseknél alkalmazott vinkrisztin és
taxol. Mig az eldbbi a rézsameténg (Catharanthus roseus (L.) G. Don)
alkaloidja, addig az utobbit a tiszafabol (Taxus baccata L.) izolaltak (Chau
¢és mtsai, 2011). A novényi gyogyszerkészitmények a 2001/83/EK iranyelv
hatalya ala tartoznak. Ezen iranyelv kiegészitéseként terjesztették eld a
2004/24/EK iranyelvet miutan felismerték, hogy a vallalatok nehezen
tudjak teljesiteni a novényi készitmények forgalomba hozatalahoz
szlikséges kovetelményeket, kiilondsen a hatékonysdg szempontjabol
(Verma, 2016). Az iranyelv hazai végrehajtasarol az 52/2005. (XI. 18.)
EiM rendelet rendelkezik. Noha hazdnkban a természetes anyagok
(n6vényi szerek) szabalyozéasara az EU csatlakozasat megel6zden is volt
precedens (10/1987. (VI111.19.) EiiM rendelet), a csatlakozast kdvetden a
jogharmonizacid révén a gyartok és forgalmazok 2011. marcius 31-ig
kérhettek a gyogytermék kategéridba tartozd kizérodlag ndvényi
Osszetevoket vagy novényi OsszetevOt is tartalmazd készitmények
gyogyszerré vagy mdas termékké (étrend-kiegészitd, kozmetikum,
hagyomanyos novényi gyodgyszer stb.) torténd atmindsitését. Az 1)

szabalyozas értelmében ugyanis novényi gyogyszernek csak az nevezhetd,
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mely hatéanyagként kizarolag egy vagy tobb ndvényi anyagot, illetve
ndvényi készitményt vagy ezek kombinéciodjat tartalmazza. Hagyomanyos
novényi gyogyszernek pedig a novényi gydgyszerek azon alcsoportjaba
tartozo készitmények mindsiilnek, melyek a kérelem idépontjat
megeldzden legalabb 30 éves idotartamon keresztil gyodgyaszati
hasznalatban voltak, ebbdl legalabb 15 évig az EU teriiletén, tovabba
amelyek orvosi diagnézis, feliigyelet és rendelvény nélkiil szajon at,
kiilséleg vagy belélegezve hasznalandok.

Bar szdmos novényi készitmény talalhato a piacon, felhaszndldsuk
és jogi szabalyozasuk szempontjabél a fentebb bemutatott
gyogyszerjellegh  készitményeken  kivil az  élelmiszerjellegiit
kiilonboztetjik meg, mint két {6 felhasznaldsi irdnyt. A ndvekvd
fogyasztoi egészségtudatossag, valamint a rendelkezésre 4ll6 informaciok
a kiilonféle étrendek hasznossagarol és annak az emberi egészségre
gyakorolt hatasar6l 0sztonodzte az ipart az egészségesebb és taplalobb
¢lelmiszerek kutatasara és fejlesztésére. Ezekre gyakran, mint funkcionalis
¢lelmiszer vagy étrend-kiegészité hivatkoznak. Noha a funkcionalis
¢lelmiszerek fogalmanak definidlasara maig nem talalhato jogilag egy
altalanosan elfogadott meghatarozas, olyan ¢élelmiszereket vagy
¢lelmiszer-Osszetevoket értiink alattuk, melyek jotékony hatassal vannak a
gazdaszervezet egészségére €s/vagy csokkentik a kronikus betegségek
kockazatat az alapvetd taplalkozéasi funkciokon tul (Leja és Czaczyk,
2016; Santos-Buelga és mtsai, 2019). A Nemzetkozi Elelmezési
Informécids Tandcs Alapitvanya a kovetkezd csoportokra kiilonitette a
funkcionalis komponenseket: karotionidok, fenolos savak, flavonoidok,
novényi sztanolok/szterinek, élelmi rostok, zsirsavak, izotiocianatok,

asvanyi anyagok, poliolok, pre- és probiotikumok, fitodsztorgének,
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szojafehérjék, szulfidok/tiolok és vitaminok (Carovi¢-Stanko és mtsai,
2016). Az elmult években szamos kutatds jelent meg ezen ndvényi
OsszetevOk funkcionalitasaval, toxicitasaval és az élelmiszerekben torténd
alkalmazhat6sagaval  kapcsolatban.  Mindezek  ellenére  fontos
megjegyezni, hogy a novényi anyagoknak az élelmiszerekhez vald
hozzaadasa funkcionalis termékek 1étrehozasa érdekében szamos kérdést
vet fel, beleértve a megfeleld szabalyozast, a biztonsagot, a stabilitast és a
hatékonysagot (Percival és Turner, 2001). Az egyik f6 problémanak a
gyogy- ¢és flszerndvények mikrobidlis instabilitasat tartjak az
¢lelmiszerekben vald alkalmazasukkor. A kiilonb6zd termékekben vald
,viselkedésiik” tovabba fiigg az alkalmazott gyogyndvény tipusatol és
mennyiségétél is, melyek egyuattal Osszefiiggésben allnak az
organoleptikus tulajdonsagokkal is azaltal, hogy befolyasoljak a termékek
szinét, aromajat ¢és texturdjat. Rdadasul a gyogyndvények, illetve a
gyogynovény  hatdanyagok  ¢€lelmiszerekben  valé  alkalmazasa
technologiai modositasokat vagy atalakitdsokat is igényelhet annak
érdekében, hogy az adott élelmiszer érzékszervi mindsége valtozatlan
maradjon. Fontos megjegyezni, hogy a feldolgozasi koriilményekrol,
kiilonosen a hékezelésnek a gyogynovények funkcionalis alkotoelemeire
gyakorolt hatasarol rendelkezésre 4llo irodalmi adatok csekélyek. Eppen
ezért javasolt ezen iranyu kutatdsokat a feldolgozasi koriilményeknek,
példaul a hokezelésnek, fagyasztisnak, a pH-nak és a savnak a
gyogynovények funkcionalis Osszetevbire gyakorolt hatasara iranyitani
annak érdekében, hogy az ilyen tipust termékek eldallitdsa soran a
novényekben 1évd funkcionalis komponensek kevésbé vagy egyaltalan ne
sériljenek, ezéltal megtartva biologiai aktivitasukat. Mindezen feliil

szintén nagyon kevés informécio all rendelkezésre ezen funkciondlis
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Osszetevok ~ maradvanyszintjeinek ~ bemutatdsaira a  kiilonféle
¢lelmiszerekben. Nem kétséges, hogy a kiilonféle gyogyndvényekkel
dusitott/adalékolt élelmiszerek szdma rohamosan ndvekszik, ugyanakkor
belathato, hogy tudomanyos szempontbol alkalmazasuknak megfeleldosége
még szamos kérdést vet fel, hiszen mindamellett, hogy elsddleges
szempont a biztonsagos hasznalatuk, fontos, hogy kell6 hatékonysaggal is
rendelkezzenek ezaltal elésegitve a funkcionalitast (Hussain és mtsai,
2015).

Ellentétben a funkcionalis élelmiszerekkel az étrend-kiegészitok
jogi szabalyozdsa megoldott. Hazankban az étrend-kiegészitokre
vonatkoz6 kdvetelményeket a 37/2004. (IV.26.) ESzCsM rendelet
tartalmazza a 2002/46/EK irdnyelv eldirdsainak megfeleléen. E
szabalyozasok értelmében étrend-kiegészitének olyan élelmiszereket
nevezhetiink, melyek a hagyomanyos étrend kiegészitését szolgaljak és
koncentralt forméaban tartalmaznak tdpanyagokat (vitaminok, asvanyi
anyagok) vagy egy¢b élettani hatassal rendelkezé anyagokat (ndvények,
rostok, gyogynovénykivonatok, aminosavak, sth.) egyenként vagy
kombinaltan. Forgalomba adagolt vagy adagolhato formaba keriilnek,
megjelenési formajuk pedig lehet kapszula, pasztilla, tabletta,
port/szirupot tartalmaz6 tasak, folyadékot tartalmaz6 ampulla, csepegtetds
iiveg vagy mas hasonlo forma, amely por, illetve folyadék kis
mennyiségben torténd adagolasara alkalmas. A rendelet hatalyba 1épésével
egyuttal megsziint az el6zetes kotelezd engedélyezés is, helyette pedig
csak az Un. bejelentési kotelezettségnek kell eleget tenni, melyet legkésobb
a termék elsé forgalomba hozataldig sziikséges benyujtani az Orszagos

Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet (OGYEI) felé.
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2.3  Gyégynovénykivonatok

A VIII. Magyar Gyoégyszerkonyv értelmében kivonatoknak a
szaraz allapoti ndvényi drogbdl vagy allati eredetli anyagokbol eldallitott
folyadékokat (folyékony kivonatok, tinkturak), félszilard (stirti kivonatok,
olajos gyantdk) vagy szilard (szaraz kivonatok) halmazallapota
készitményeket nevezziik (Ph.Hg.VIIIL., 2008b). Dolgozatom témajabol
adodoan a kovetkezokben a folyékony halmazallapota készitményeket,

valamint a szildrd kivonatokat kivanom réviden 6sszefoglalni.
2.3.1 Folyékony kivonatok/tinkturak

A VIII. Magyar Gyogyszerkdnyv értelmében folyékony
kivonatokon (Extracta fluida) olyan cseppfolyds halmazallapota
készitményeket értiink, melyeknek 1 tomeg- vagy térfogatrésze altaldban
egyenértékii a szaritott ndvényi drog vagy az allati eredetii anyag 1 tomeg-
vagy térfogatrészével. Amennyiben sziikséges, az oldoszer, illetve
OsszetevO-tartalmukat a kovetelményeknek megfeleléen allitjadk be
(Ph.Hg.VIIl., 2008b). Leggyakoribb megjelenési formajuk a vizes-
(forrazat, fozet), az alkoholos- és a glicerines kivonatok. Az igy eldallitott
készitmények eldnyei kozé tartozik példaul, hogy tovabbi miiveletekkel
(koncentralas, kotdanyagok hozzdadasa) egyéb termékekké (tabletta,
szirup) alakithatok. De ugyanigy megemlitheté példaul a vizes kivonatok
esetében az olcso eldallithatosag vagy az alkoholos készitmények esetében
a kis mennyiségben elegendé alkalmazas azaltal, hogy koncentralt
formaban tartalmazzdk a kedvezd hatassal bird hatoanyagokat. Elonyeik
mellett azonban hatranyaikrél sem szabad megfeledkezni. A vizes
kivonatok példaul rovid eltarthatosagi idovel és Kis hatéanyag tartalommal

rendelkeznek azaltal, hogy csak vizben oldhato komponenseket
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tartalmaznak. Az alkoholos kivonatok eléallitasa pedig viszonylag draga
mindamellett, hogy a nagy alkoholtartalom denaturalhatja az egyes
bioaktiv 0sszetevoket (Romm és mtsai, 2010; Moini, 2015).

Tinktarakon (Tincturae) a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eléirasa
alapjan olyan folyékony készitményeket értiink, melyeket 6tszords vagy
tizszeres mennyiségli extrahdloszer segitségével nyernek aztatissal vagy
perkolalassal novényi drogbdl vagy éllati eredetli anyagbol (Ph.Hg. VIIL.,
2008b). A tinktarak tulajdonképpen viz-etanolos kivonatok. Attol
fiiggben, hogy mely hatoanyag kivonasa a cél, alkoholtartalmuk 20 és
95 vIv% kozott valtozik. Mig példaul a vizben oldodo tanninok, valamint
egyes flavonoidok és szaponinok esetében a 25 v/v% etanol koncentracid
alkalmazdsa ajanlott, addig az alkaloidok, a polifenolok és egyes
glikozidok kinyeréséhez 45-60 v/v%-0s etanol koncentracid sziikséges
(Kumadoh és Ofori-Kwakye, 2017).

A novényi készitmények, igy a tinkturdk mindségének
maximalizaldsa szempontjabdl is fontos a megfeleld etanol-koncentracid
hasznalata. A kész kivonat etanol tartalma legalabb 20 v/v% kell, hogy
legyen a megfeleld eltarthatosag érdekében, mely a kereskedelemben
kaphato termékek esetében altalaban minimum 1 év. Mindezek ellenére,
egyes kutatdsok azt mutatjak, hogy a tinkturdkban 1év6 hatéanyagok 3-6
hoénap elteltével jelentésen lebomlanak szobahdmérsékleten valod tarolas
soran (Bilia és mtsai, 2002; Prosen és Pendry, 2016). Ezen vizsgalati
eredményekbdl adodoan kovetkezik, hogy a kiillonb6zd névényi kivonatok
optimalis  tarolasi  korlilményeinek, valamint eltarthatésdganak
meghatdrozasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, ezaltal hozzajarulva
ezen készitmények hatékonysdgadnak maximalizalasdhoz é€s biztositva a

fogyasztok szamara a megfeleld mindséget (Romm ¢és mtsai, 2010;
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Kumadoh és Ofori-Kwakye, 2017). A stabilitasi tesztek protokolljait az
International Conference on Harmonization of Technical Reguirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) irja eld. A
gyogynovénykészitmények esetében a stabilitasi tesztek csak nemrégiben
keriiltek a figyelem kozéppontjaba az alacsony mindségli ndvényi
termékek kozegészségiligyi kockazatainak ndvekvd bizonyitékai miatt.
Ezen tesztek iranymutatasait az Europai Gyogyszeriigynokség (EMA)
noveényi eredetli gyogyszerekkel foglalkozé bizottsaga (HMPC) adaptalta.
Az ICH Q1A (R2) Guidline el6irasa szerint a termékben az ismert terapias
hatassal rendelkezd alkotorészt vagy a termékre jellemzdé hatdéanyag
markert meg kell hatarozni és a kdzbensd ((30°C £ 2°C, 65 £ 5% relativ
paratartalom (RH)), illetve a gyorsitott (40°C £ 2°C, 75 + 5% RH) tipusu
stabilitdsvizsgalatok esetében legalabb 6 honapig nyomon kdvetni. Hosszu
id6tartamu  vizsgalatok esetében ez legaldbb 12 hoénapra valtozik a
kovetkezo tarolasi koriilményekkel: 25°C £2°C, 60+5% RH vagy
30°C £2°C, 65+ 5% RH. Jelenleg a gyogyndvényes tinktarak és mas
készitmények stabilitdsi vizsgalatat elsdsorban az aktiv vagy marker
hatdbanyag komponensek mennyiségi meghatarozasaval  végzik
kromatografids eljarassal. Az azonositasi teszteknek kifejezetten a novényi
készitményre kell vonatkozniuk, hogy a hamisitasok elkeriilhetévé
valjanak. Eppen ezért csak a retenciés id§ alapjan torténd azonositas nem
elfogadhat6. Ezen iranyt vizsgalatok elvégzéséhez specifikusnak a
kromatografias modszereknek (HPLC, GC) a tomegspektrometriaval
(MS) vagy a HPLC eljaras UV-VIS technikaval valé kombinacigja
tekinthet6 az EMA/HMPC/162241/2005 Rev.3 monografiaja értelmében,
mely azt is eldirja, hogy a megengedhetd hatbanyagbomlas minddssze 5-

10% lehet a kezdeti értékhez képest.
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2.3.2 Szaraz kivonatok

A szaraz (szaritott) kivonatok (Extracta sicca) csoportjaba azon
készitmények tartoznak, melyeket tigy nyernek, hogy az eléallitasukhoz
hasznalt kivonoszert elparologtatjak. Ehhez ipari koriilmények kozott
leggyakrabban porlasztva szaritdé berendezéseket vesznek igénybe.
Elterjedt tovabba még a forgdtanyéros-, a gejzir-, a fluidizécios és a
vakuum szaritoberendezések hasznalata is. Az alkalmazott ndvényi résztol
¢s az extrahalasi eljarastol fiiggden lehetnek viszkozusosak (lagy, stiriin
foly6s) vagy porszeriieck (Runha és mtsai, 2001; Pakowski és Mujudar,
2007; Ph.Hg.VIIl., 2008b; Davis, 2017). Az elébbi esetben azonban a
szilard adagolasi forma megvalositasa jelentésen akadalyozott melynek
oka, hogy a viz-alkohol keverékekben olyan alkotéelemek is oldodnak
melyek lehetetlenné teszik a novényi kivonat teljesen szarazra, amorf
formava torténd beparlasat. Ezek kozil kiemelkednek példaul a
szénhidratok, azon beliil is a legtobb ndvényben nagy mennyiségben
megtalalhatd egyszerii cukrok (gliikéz, fruktoz). Az ilyen szilard
extraktumok ugyanis az alkotoik nagy kémiai aktivitasukbol eredd
nedvszivé  hatasuk  kovetkeztében  koOlcsonhatisba  Iépnek  a
kornyezetiikben talalhatd vizgézzel és ezért ragacsossa valnak (Kumar,
2016). Mivel a viszkozus allagu kivonatok szarazanyagtartalma mintegy
70%, tovabbi eljarasokra van sziikség ahhoz, hogy porszerli készitményt
kapjunk. Erre egyik példa, amikor a kivonat nedvességtartalmat hordozo-
szubsztrattal,  példaul  kalcium-foszfattal, = keményitével  vagy
maltodextrinnel helyettesitik. A lagy kivonatok ugyanis a hordozo-
szubsztratokkal szuszpenzidba keverhetok, majd tovabbi szaritasi
miveletekkel (altalaban vakuum szaritassal) szilard halmazallapotiiva

alakithatok és a kivant allagig porithatok (Ashurst, 2016). Masik megoldas
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lehet a fagyasztva szaritas vagy mas néven liofilezés, melyet leginkabb az
instabil és konnyen oxidalodd anyagok, valamint az antibiotikumok, a
kemoterapids gyogyszerek és bizonyos vitaminok esetében alkalmaznak.
Fontos azonban megjegyezni, hogy a fagyasztva szaritott anyagok hidrofil
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ennek ellenére nem all rendelkezésre
informaci6 arr6l, hogy ez a tulajdonsag hosszabb tdvon befolyasolja-e az
igy eldallitott szaraz kivonatok eltarthatosagat, valamint hatdsossagat a
fogyasztdi csomagolds felbontdsa utan. Az eljards soran a szaritandd
oldatot vagy szuszpenzidt fagyasztjak, majd a viztartalmat szublimélassal
eltavolitjak (Wang és mtsai, 2006).

Papoti és mtsai (2019) munkajuk soran fagyasztva szaritott vizes
és alkoholos citromfiikivonatok kémiai Osszetételét (6sszes polifenol-
tartalom, hidroxi-fahéjsav-szarmazék és flavonoid tartalom, asvanyi anyag
Osszetétel) és antioxidans hatasat vizsgaltak. A vizes extraktumokat
kozvetleniil fagyasztva széritottak, mig az alkoholos kivonatok esetében
az etanol eltavolitdsdhoz rotacids vakuumbeparldt hasznaltak, majd ezt
kovetden a kapott viszkozus anyagot liofilezték. Vizsgalataik szerint a
vizes citromfiikivonatok erdsebb antioxidans aktivitdst mutattak
mindamellett, hogy 0Osszes polifenol és asvanyi anyag tartalmuk is
nagyobb volt az etanolos kivonatokhoz képest.

Kutatdsaik  sordan  szintén  fagyasztva  szaritott  vizes
citromfiikivonatot vizsgaltak de Ciriano és mtsai (2010). Tanulmanyuk
célja annak felmérése volt, hogy a liofilizalt citromfiikivonat antioxidans
hatdsa révén képes-e az algakbol és lenmagbdl szarmazo olajokat
tartalmazd olaj-viz emulzidk tobbszordsen telitetlen ®-3 zsirsavait
,megvédeni” az oxidaciotél olyan mértékben, hogy ezen emulziok

felhasznalhatok legyenek huskészitmények funkcionalis dsszetevdjeként.
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Vizsgalataik soran f6 fenolos vegyliletként a rozmaringsavat mutattak ki,
melynek mennyisége 67 mg/g volt a szdritott tomegre vonatkoztatva.
Tovabba megallapitottak, hogy a liofilizalt vizes citromfiikivonat erds
antioxidans hatassal és meglehetésen nagy 6sszes polifenol-tartalommal
rendelkezik, ezaltal el6segitve a tiobarbitursav-reaktiv anyagok
képzddésének szabalyozasat.

Osszességében elmondhato, hogy a megfelelé modon eldallitott
szaraz extraktumok szdmos eldnnyel birnak a folyékony készitményekhez
képest. Ezek koziil kiemelendd példaul a hatéanyagoknak a nagyobb
stabilitdsa és koncentracioja, valamint az egyszeriibb mindség-ellendrzés

€s szabvanyositas (Runha és mtsai, 2001).
24 Etcsokoladé, mint funkcionalis élelmiszer

A tarsadalmi-gazdasagi valtozasok tendencidi, valamint a népesség
demografiai jellemz6i egyre inkabb azt mutatjdk, hogy olyan
¢élelmiszerekre van sziiksége a tarsadalomnak, melyek a taplalkozastani
funkciokon tilmenden tovabbi egészségiigyi eldnyokkel is jarnak. Eppen
ezért a kutatok célja minél tobb olyan élelmiszer kifejlesztése, melyek
funkcionalitasukbol adoddan javithatjadk az egészséget és a jolétet,
csokkenthetik a betegségek kockazatat vagy késleltethetik annak
kialakulasat. Jelenleg 42 funkcionalis élelmiszert ismeriink, ezek egyike a
csokoladé (Rogovska és Cukanova, 2015).

Etcsokoladénak az ME 1-3-2000/36 eléirasa szerint az a termék
nevezhetd, amely kakaotermékekbdl, illetve cukrokbol késziil és legalabb
35% Osszes kakad szarazanyagot tartalmaz, amelybdl legalabb 18% a
kakaovaj és legalabb 14% a zsirmentes kakao szarazanyag. Ma a vilagon
az egyik legkeresettebb édesipari termék, kdszonhetden élvezeti értékének

és kedvezO élettani hatasainak. Az elmult évtized vizsgalatai ugyanis
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kimutattak, hogy a csokoladétermékek ezen kedvezé tulajdonsagait a
kakaobab flavonoid (katekinek, epikatekinek, procianidok), metilxantin
(teobromin, koffein), valamint asvanyi anyag tartalma (magnézium, vas,
cink) okozza. Noha e vegyiileteknek megkiilonboztetett és egymastol
fliggetlen hatdsa van az emberi szervezetre, a kutatok abban egyetértenek,
hogy az étcsokoladé altal kozvetitett kedvezd hatdsok leginkabb a
flavonoidoknak tulajdonithatok (Petyaev és Bashmakov, 2017). Jotékony
hatasai els@sorban a sziv €s érrendszeri megbetegedésekhez kapcsolodnak
(Allgrove és Davison, 2014), melyet az EFSA is meger6sitett 2012-ben
(Urbanska és mtsai, 2019). Mindezek mellett mérsékelt fogyasztasa
tobbek kozott kedvezd hatassal bir a vér koleszterinszintjére, a
vércukorszintre és a mentalis egészségre is (Montagna és mtsai, 2019). A
csokoladé a fentebb emlitett bioaktiv Osszetevokon tulmenden olyan
tapanyagokat is tartalmaz, mint a fehérje, a zsir vagy a szénhidrat. Ezeknek
a vegyiileteknek in vivo mind pozitiv mind negativ hatasa is lehet. Bar a
kozétett tudomanyos eredmények arra utalnak, hogy a csokoladé kedvezd
hatassal lehet az egészségre, nem szabad megfeledkezni arrél sem, hogy
cukor- ¢és zsirtartalma viszonylag nagy, melyb6l addédoan talzott
fogyasztasa testtomeg novekedéshez vezethet; éppen ezért az egészséges
taplalkozas szempontjabol javasolt a mérsékelt (20-25 g/nap) fogyasztasa
(Urbanska és mtsai, 2019).

Manapsdg a kutatok egyre tobb dusitott illetve adalékolt
csokoladéterméket allitanak el6 azzal a céllal, hogy noveljék a csokoladé
funkcionalis tulajdonséagait ezaltal biztositva a még kedvezdbb élettani
hatasokat. Del Ben és mtsai (2020) példaul oleuropeinnel adalékolt
csokoladé hatasat vizsgaltak a vércukor- €s inzulinszint szempontjabol 2-

es tipusu diabetes mellitusban szenvedd, illetve egészséges alanyok
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bevonasaval. Vizsgalataik soran 40 g dusitott és kontroll csokoladé
elfogyasztasat kovetden 2 draval, illetve azt megelézden a kdvetkezoket
kovették nyomon: szérum gliikdz, inzulin, glikkagon-szeri peptid (GLP1)
és dipeptidil-peptidaz-4 (DPP4). Kutatasaik soran megfigyelték, hogy az
adalékolt csokoladé elfogyasztdsa utan a vércukorszint és a DPP4
aktivitasa nem valtozott, szemben az inzulin és a GLP1 szintjével. Ezzel
szemben a kontroll csokoladét fogyasztd alanyok esetében csak a GLP1
szintje nem mutatott novekedést.

Albak ¢és Tekin (2014) az étcsokoladé funkcionalitasat
antimikrobidlis hatassal biré fliszerek (&nizs, gyombér, citromhéj, fahéj)
hozzdadasaval  ndvelték.  Vizsgalataik soran a  csokoladék
nedvességtartalmat, szinét, olvadaspontjat ¢s Osszes polifenol-tartalmat
analizaltak. Mig a nedvességtartalmat leginkdbb az é&nizs befolyasolta,
addig a tobbi vizsgalt paraméter esetében a fahéj okozott szignifikéns
valtozast.

Carvalho és mtsai (2018) liofilizalt kelkaposztaval és szdldvel
adalékolt tejcsokoladét vizsgaltak. Eredményeik alapjan elmondhato,
hogy az igy készitett csokolddék nagyobb rost €s dasvanyi anyag
tartalommal rendelkeztek. HPLC-s vizsgalataikkal pedig igazoltak, hogy
a kelkaposzta €s a sz616 fenolos vegyliletei atjutnak a csokoladéba.

Manapsag egyre tobb kisérlet igazolja a probiotikus csokoladék
eldnyeit, melyet az is alatdmaszt, hogy ilyen jellegii készitményekkel mar
a boltok polcain is talalkozhatunk. Szamos tanulmany igazolja ugyanis azt
a megallapitast, miszerint a mikro-kapszulazott probiotikus baktériumok
(Lactobaccilus, Bifidobacterium) szamara a csokoladé kivaldo hordozo

(Mandal és mtsai, 2012; Possemiers és mtsai, 2010), raadasul a kakadvaj
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lipidfrakcioja hozzajarul a bifidobaktériumok védelméhez is (Lahtinen és

mtsai, 2007; Gadhiya ¢és mtsai, 2015).
2.5 Polifenolok rovid bemutatasa

A kiilonféle novényekbdl eddig tobb mint 8000 polifenolos alkotot
azonositottak (Pandey ¢és Rizvi, 2009). Tobbségében vizben jol oldddo
vegyitiletek, melyeket a novények a pentdz-foszfat-, a sikimisav-, valamint
a fenil-propanoid utvonalon aromas aminosavakbol (tirozin, triptofan)
szintetizalnak (Randhir és mtsai, 2004; Lin és mtsai, 2016). K6z6s kémiai
tulajdonsaguk, hogy egy vagy tobb hidroxil szubsztituenssel rendelkezd
aromas gyurit tartalmaznak (Xu és mtsai, 2017).

A polifenolok sokfélesége ¢és széleskori eléforduldsa a
novényekben kiilonb6z6é modokat eredményezett ezeknek a természetben
eléforduld vegylileteknek a kategorizalasahoz. Osztalyozasuk torténhet
szarmazasi forrasuk, bioldgiai funkciojuk és kémiai szerkezetiik alapjan
(Tsao, 2010). A fenolgylriik szamanak és a gylriiket egymashoz koto
szerkezeti elemeknek megfelelden flavonoidok, fenolos savak, sztilbének
és lignanok csoportjara oszthatok (Pandey és Rizvi, 2009).

A flavonoidok (1.abra) Ce-C3-Ce alapvazzal rendelkeznek,
melyben a két aromas gytiriit (A és B) egy heterociklusos pirangytirii (C)

kapcsol 9ssze.

1. abra Flavonoid alapvaz
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A heterociklus tipusanak varidnsa alapjan az alabbi hat alosztalyba
sorolhatok: flavonok, flavanonok, izoflavonok, flavonolok, flavanonolok,
flavanolok ¢és antocianidinek. Az egyes csoportokon beliili egyedi
kiilonbségek a hidroxilcsoportok szamatol és elrendezésétol, valamint az
alkilezés és/vagy a glikozilezés mértekétdl fiiggenek. Eddig tobb, mint
4000 flavonoidot azonositottak, melyek koziil sok felelés a viragok, a
gyiimdlcsok és a levelek vonzd szinéért. Leggyakoribb képviseldik a
kvercetin, a katekinek és a miricetin (Padey és Rizvi, 2009; Tsao, 2010;
Kumar ¢és Pandey, 2013).

A fenolos savak (2.abra) vagy mas néven fenolkarbonsavak
fenolgytriit és legalabb egy szerves karbonsavat tartalmaznak. A
fenolgytlirihoz kapcsolt oldallanc szénegységeitdl fiiggden Ce-C3, Cs-C2
és Ce-C1 csoportokra oszthatok. Legfontosabb koziiliik a hidroxi-
fahéjsavbol szarmazo (Ce-Caz), illetve a hidroxi-benzoesav szerkezettel
(Ce-C1) rendelkezé vegyiiletek (Goleniowski és mtsai, 2013). Mig az
utobbiak kozé tartozik példaul a galluszsav, a p-hidroxi-benzoesav, a
protokatekinsav, a vanillinsav és a sziringasav, addig az el6bbiek f6
képviseldi a kavésav, a ferulasav, a p-kumarsav és a szinapinsav (Ozcan

¢és mtsai, 2014).

OH

OH R,
A) B)

2. abra Fenolos savak altalanos szerkezeti képlete. A) Hidroxi-fahéjsav
alapvaz, B) Hidroxi-benzoesav alapvaz
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A sztilbének alapvaza (3. abra) két aromas gyiirii melyet egy etilén
hid kapcsol 6ssze (Temsamani és mtsai, 2015). Szerkezetileg 1,2-difenil-
etilén mag jellemzi Oket. Monomer és oligomer sztilbének csoportjara
oszthatok (Shen ¢és mtsai, 2009). Noha tobb, mint 400 sztilbén vegyiilet
ismert, elofordulasuk korlatozott mivel a sztilbén-szintaz nevezetli enzim
nem minden ndvényben fordul eld. Legfobb képviseldjiikk a borban

talalhato rezveratrol (Sirerol és mtsai, 2016).

R1
HO
H
YA
R,0

3. abra Sztilbén alapvaz

A lignanok (4. abra) két Ce-C3 egységbdl allnak, melyeket egy B, '
kotés kapcsol Ossze (Moss, 2000). Az oxigénatom vazon beliili
elhelyezkedése és a gytlirik kialakuldsa szerint az alabbi 8 {6 csoportba
sorolhatok: furofurdn, furdn, dibenzil-butdn, dibenzil-butirolakton,
ariltetralin, arilnaftalin, dibenzociklooktadién és dibenzil-butirolaktol.
Tovéabba az egyes alcsoportokon beliill a C9(C9") pozicidok oxidacios
allapotatdl fiiggden a kovetkezd harom kategdriaba oszthatok: lignanok-
9(9")-oxigénnel, lignanok-9(9')-oxigén nélkiil és dikarbonsav lignanok
(Suzuki és Umezawa, 2007). Legfobb forrasuk a lenmag, de megtalalhatok

egyéb olajos magvakban és gabonakban is (Xu és mtsai, 2017).
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HCO ] CH,OH
CH,OH

HO
OCH,

OH
4. abra Lignan alapvaz
2.5.1 Rozmaringsav jellemzése

A rozmaringsav a Lamiaceae csaladba, azon beliil is a Nepetoideae
alcsaladba tartozo novények leggyakoribb fenolos vegyiilete (Trivellini és
mtsai, 2016). Kémiai szempontbol a kavésav és a 3,4-dihidroxi-fenil-
tejsav észtere. Két aromas aminosavat (fenilalanin, tirozin) tartalmaz,
melyek észterkdtésen keresztiil kapcsolodnak egymashoz. Kirdlis
centrummal rendelkezd, enantiomer (5. abra), optikailag aktiv molekula,
mely vizben kevésbé, szerves oldoszerben jol oldodik. Sargéasfehér
szinnel, CigH160s 0Osszegképlettel, 360,3 g/mol molekulatomeggel,
174 - 177°C-o0s forrasponttal €s [a]%)=+140°-0s fajlagos
forgatoképességgel jellemezheté (Parnham, 1985; Trute és Nahrstedt,
1996; Postaru és mtsai, 2014; Benedec és mtsai, 2015).

HO OH
HO OH
/i \
(] (0]
HO OH
HO COOH HOOC OH
A) B)

5. abra Az R-(+)-rozmaringsav (A) és az S-(-)-rozmaringsav (B)
enantiomereinek szerkezeti képlete
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Felfedezése Scarpati és Oriente nevéhez kdthetd. Kutatasaik soran
ugyanis 1958-ban elséként izolaltak a vegyiilet nevét add rozmaringbol
(Al-Dhabi és mtsai, 2014). Noha biologiai uton torténd szintézisének
leirasara viszonylag keveset, minddssze 12 évet kellett varni koszonhetéen
Ellis és Towers (1970) munkassaganak, ugyanez a kémiai szintézisérol
nem mondhat6 el. Ez utobbi kutatasara és megértésre ugyanis egészen
1991-ig kellett varni (Sundaram és mtsai, 2010).

A novényekben 1évé rozmaringsav a fenil-propanoid, illetve a
tirozinbol szarmazo reakciouton keresztiil szintetizalodik. A fenil-
propanoid reakcidut elsé enzime az un. fenilalanin-ammonia-liaz (PAL),
mely az L-fenilalanint transz-cinnamatta, nevezetesen transz-fahéjsavva
alakitja, —melyb6l ezt kovetéen 4-kumarsav  keletkezik a
fahéjsav- 4 - hidroxilaz enzim (C4H) segitségével. Az igy képzddott
vegyiiletbdl a tovabbiakban 4-kumaroil-koenzim A (CoA) keletkezik a
4 - kumaroil-CoA-ligaz enzim (4CL) segitségével. Abban az esetben, ha a
szintézis az L-tirozinbdl indul ki, az L-tirozin a 4-hidroxifenil-piruvat
savon keresztiil 4-hidroxifenil-tejsavva alakul a tirozin aminotranszferaz
(TAT) és a 4-hidroxi-fenilpiruvat reduktaz (HPPR) enzimek segitségével.
A Dbioszintézis tovabbi 1épése, hogy a fentebb leirt modon az
L- fenilalaninbol képzodott 4-kumaroil-CoA-t, illetve az L-tirozinbol
keletkezett 4-hidroxifenil-piruvat savat a rozmaringsav szintaz, vagy mas
néven  hidroxi-cinnamoil-CoA:hidroxifenil-laktat ~ enzim  (RAS)
4 - kumaroil-4’-hidroxifenil-tejsavva alakitja, melyet végiil két kiilonalld
citokrom P450 (3-hidroxi-cinnamoil, 3-H; 3’-hidroxi-cinnamoil, 3’-H)
katalizal kaffeoil-4’-hidroxifenil-tejsavva, illetve 4-kumaroil-3°,4’-
dihidroxifenil-tejsavva attol fiiggden, hogy a bioszintézis mely

reakciouton keresztiil zajlik. Mig az el6bbi (kaffeoil-4’-hidroxifenil-
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tejsav) a fenil-propanoid anyagcsere reakcioutra jellemz6 és a 3°-H alakitja
rozmaringsavva, addig az utobbi (4-kumaroil-3’,4’-dihidroxifenil-tejsav)

a 3-H altal katalizalt tirozinbol szarmazo reakciout terméke (6. abra).

COOH @/Ycoon

L-Fenilalanin L-Tirozin

X COOH =
Kavésav ~~~~~~ o . DHPP
| HO X
HO

)
1 1
i 4-Kumarsav 4-Hidroxifenil-piruvat sav E
: 4cL l HPPR l E
0 i
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Kaffeoil-CoA ------ SCoA N eeeee- DHPL
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Kaffeoil-4'-hidroxifenil-laktat sav 4-Kumaroil-3',4'-dihidroxifenil-laktat sav

3‘-H\ / 3H

OH
(o] " COOH
H
___________ ODMO OH 2
HO
Rozmaringsav

6. abra A rozmaringsav bioszintézisének folyamata (Sundaram és mtsai, 2010

¢és Kim és mtsai, 2013 alapjan)
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Osszességében tehat lathat, hogy a rozmaringsav molekula
kavésav része a fenilalaninbol, mig a 3,4-dihidroxi-fenil-tejsav része a
tirozinbdl szarmazik (Sundaram és mtsai, 2010; Kim és mtsai, 2014;

Mohamadi és mtsai, 2015; Habtemariam és mtsai, 2018).
2.5.2 Rozmaringsav emberi egészségi hatasa

A gyodgynovénykutatas teriiletén az utdbbi években a
rozmaringsav-tartalmi novényi kivonatok jelentés figyelmet kaptak,
koszonhetden kedvezd farmakologiai €s biologiai tulajdonsagaiknak. A
hatéanyagnak a szervezetre gyakorolt kedvezd hatdsait a szdmos
tudomanyos jelentés mellett az in vitro és klinikai vizsgalatok is igazoljak.

Az elmult években megndtt azon kutatdsok szdma, melyek a
rozmaringsavnak az antioxidans hatasaval foglalkoznak. A szervezetben
ugyanis bizonyos biokémiai folyamatok sordn parositatlan elektronnal
rendelkez6, nagy reakcioképességli szabad gyokok keletkezhetnek,
melyek oxidaciés folyamatok altal a sejtmembran szétesését, a
membranfehérje karosodasat és DNS mutéciot eredményezve eldsegitik a
kiilonb6z6 eredetli megbetegedések (rak, sziv és érrendszeri problémak,
idegi elvaltozasok, diabetes mellitus stb.) kialakulasat (Dontha, 2016). A
szabad gyOkok elleni védekezésben fontos szerepet tOltenek be az
antioxidansok, melyek elektron leadas utjan képesek a szabad gyokok
semlegesitésére, ezaltal csokkentve az altaluk okozott karos hatisokat
(Lobo és mtsai, 2010). A rozmaringsav kivételes antioxidans tulajdonsaga
szerkezetébdl fakad, ugyanis a vegyiilet két difenol-gyiiriijén 1év6 katekol
csoportok, valamint a négy fenolos hidrogénjébdl adodoan képes a szabad
gyokok oxidacidjanak szabdlyozdsira. Antioxiddns hatidsa a fahéjsav-
szarmazékok kozott a legerdsebb (Bhatt és mtsai, 2013; Swistocka és

mtsai, 2019).
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A neurodegenerativ. megbetegedések teriiletén a vegyiilettel
kapcsolatos leglijabb  kutatasok az Alzheimer-kor prevenciojara
Osszpontositanak. A betegség jellemzéje, hogy az agyban [-amiloid-
fehérje plakkok halmozodnak fel ezaltal kognitiv diszfunkciot okozva. A
kor patogenezisében az oxidativ stressz kitiintetett szerepet jatszik. Eppen
ezért Baluchnejadmojarad és mtsai (2013) f6 célja volt a rozmaringsavnak
a tanuldsra és a memoria karosoddsdra gyakorolt hatdsait vizsgalni,
hangstlyozva annak antioxiddns tulajdonsédgait. Kutatdsaik soran
rozmaringsavat tartalmazo (10 ¢és 20 mg/kg) f-amiloid injekcidval
intraperitonealisan (hasiiregbe) oltott patkanyokat vizsgaltak. A rovid tava
térbeli memoria értékeléséhez Y-alaku labirintust hasznaltak, tovabba a
hippokampusz szovetében a kovetkezd oxidativ stressz markereket
kovették nyomon: malondialdehid- ¢és nitrittartalom. Tanulmanyuk azt
jelzi, hogy a rozmaringsav az oxidativ stressz terhelés csOkkentésével
javitja a f-amiloid altal kivaltott tanuldsi és memoriakdrosodéast a
patkanyokban. Az irodalomban egyre tobb hasonld allatokon végzett
kisérlettel talalkozhatunk, melyek egyértelmiien alatimasztjak azt a tényt,
hogy a rozmaringsav hatékony terapias szernek bizonyulhat a betegség
kezelésében. Hase és mtsai (2019) példaul egereken végzett kisérleteivel
igazoltak, hogy a rozmaringsav csokkenti a f-amiloid plakkok
megjelenését a monoamin szekréciod fokozasaval.

A diabetes mellitus az egyik leggyakoribb anyagcsere
rendellenesség. A betegség farmakologiai szempontbol vald kezelése
egyre inkabb eldtérbe keriil, s6t a 2-es tipust diabetes mellitus kezelésében
az egyik leggyakrabban alkalmazott gyogyszer, a metformin is novényi
eredetii (Runtuwene és mtsai, 2016). Egyre tobb kutatas igazolja, hogy a

rozmaringsavat tartalmazdé ndévényi készitmények fontos szerepet
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tolthetnek be a betegség kezelésében. Hasanein és Zaheri (2014)
munkajukban példaul arrél szamoltak be, hogy a rozmaringsav jol
alkalmazhat6é az allatok diabéteszes neuropatidjanak kezelésére. Zhu és
mtsai (2014) vizsgalataikkal igazoltak, hogy a rozmaringsav a-gliikkozidaz
gatldo hatassal rendelkezik, mely révén potencialis szernek tiinik a
hipoglikémia kezelésében. Runtuwene és mtsai (2016) vizsgalatukban
megfigyelték, hogy a vegyiilet csokkenti a hiperglikémiat is, valamint
enyhiti az inzulinérzékenységet azaltal, hogy noveli a gliikoztranszporter-
4 (GLUT4) expressziojat és csokkenti a foszfoenol-piruvat karboxikinaz
(PEPCK) expressziot.

Figyelemre mélto kutatdsok jelentek meg a hatébanyagnak a rakos
terapiaban valo alkalmazhatosagarol is. Az egyik mechanizmus ugyanis,
amelyen Kkeresztiil a bioaktiv élelmiszer osszetevok rakellenes hatast
gyakorolhatnak, hogy csokkentik a ciklooxigenaz-2 (COX-2)
proinflammatorikus génjének expresszidjat, melyet a daganatok
kialakulasanak kockézati tényezdjének tekintenek. Scheckel és mtsai
(2008) példaul arrol szamoltak be, hogy a rozmaringsav csokkentette a
HT-29 vastagbélrakos sejtvonalakban a transzkripcios faktort az aktivator
fehérje-1 (AP-1) gatlasaval, amely felelés a COX-2 aktivalasért.
Venkatachalam és mtsai (2013) vizsgalata pedig arra enged kovetkeztetni,
hogy a rozmaringsav a vastagbélrak kemoprevencios szereként
alkalmazhat6. Kutatasaik sordn ugyanis azt tapasztaltdk, hogy a
hatoanyagnak az 5 mg/ttkg koncentracioban vald alkalmazéasa az
1,2 - dimetil-hidrazin altal kivaltott vastagbélrakos patkany egyedek
esetében csokkentette a daganatképzédést €s a vastagbél neoplasztikus
elvaltozasait. A hatéanyag rakellenes aktivitdsait mindezen tilmenden

olyan elvéltozasok esetében is vizsgaltdk, mint a melandéma (Cattaneo ¢€s
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mtsai, 2015), a hasnyalmirigyrak (Han és mtsai, 2019), az emlérak (Chen
¢és mtsai, 2011), a tiidérak (Moore és mtsai, 2016) vagy a leukémia (Wu és
mtsai, 2015).

Mindezek mellett a rozmaringsavat az allatok, kiilondsen a baromfi
takarmanyozasaban, mint természetes fitogén adalékanyagot hasznaljak az
altalanos egészség, a termelési és a reproduktiv teljesitmény javitasara
azaltal, hogy kedvezden hat a tdpanyagok felszivodasara, a bél
mikrobiotdjanak megvaltozdsira, valamint a patogén baktériumok
(Escherichia coli, Salmonella spp.) szamanak csokkentésére (Alagawany
¢és mtsai, 2017).

A fentebb bemutatott vizsgalatok mellett azonban a terapias
hatassal rendelkez6 hatdanyagnak (jelen esetben: rozmaringsav) a
biztonsagos hasznalatira is nagy hangsulyt kell fektetni. Eppen ezért
nagyon fontos megallapitani a hatbanyagnak a megengedhetd napi beviteli
értékét (ADI), vagyis azon becsiilt mennyis€gét, mely naponta egy teljes
¢leten at oralisan fogyaszthato kéros egészségligyi problémak kialakuldsa
nélkil (Tal Friedman, 2015). Noguchi-Shinohara ¢és mtsai (2015)
vizsgalataikban azt tapasztaltak, hogy a rozmaringsavnak az 1 g/ttkg/nap
mértékben valo alkalmazasa Alzheimeres transzgénikus egerek (Tg2576)
esetében nem okozott karos mellékhatasokat. Ezek alapjan a rozmaringsav
NOAEL (hatas nélkiili szint) értékét 50 g-nak, ADI értékét pedig 500 mg-
ra becsiilték egy 50 kg-os felnétt esetében. Takano és mtsai (2004) human
vizsgalatok soran a rozmaringsavnak (50 és 200 mg/ttkg) a szezonalis
szénanathahoz tarsulo konjuktivitiszre gyakorolt hatasat vizsgaltak. Az
alkalmazott doézisok mellett a betegek nem tapasztaltak nem kivanatos
mellékhatasokat és a rutinszeri vérvizsgalatok soran sem léptek fel

jelentOs eltérések. Tal Friedman (2015) attekinté kéziratiban ugyanakkor

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 50



DO 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Irodalmi attekintés

kiemeli, hogy a rendelkezésre allo bizonyitékok alapjan a rozmaringsav
optimalis dozisa az adagolasi spektrum — mely altalaban injekcid utjan
torténd adagolasi forma esetében 0,1 és 10 mg/ttkg, oralisan adagolva
pedig 1 és 8 mg/ttkg — alacsony vagy mérsékelt végén lenne, mivel tobb
kutatas kimutatta, hogy a rozmaringsav altal okozott kedvez6 hatasok
kevésbé dozisfiiggdek. Mindezt figyelembe véve a szerzé a biztonsagos
oralis adagolasi forma esetében a rozmaringsavnak az 1-2 mg/ttkg
mennyiségii napi bevitelét javasolja, mely egy 60 ttkg-os embernél 60-

120 mg rozmaringsav bevitelt jelent.
2.6  Extrakcio

Az extrakcid vagy mas néven kivonatolds olyan elvalasztd
anyagatadasi miivelet, mely soran a kiindul6 anyag egy vagy tobb
komponensének a kivonasa szelektiv mddon, kivonoszer segitségével
torténik. A Kkiindul6 anyagtol és az alkalmazott kivonoszertdl fiiggéen
beszélhetiink folyadék-folyadek, szilard-folyadék, illetve szuperkritikus-
gazos extrakciorol (Fonyo és Fabry, 2004). Mivel a ndvényekben 1évo
polifenoloknak, fenolos savaknak és egyéb bioldgiai aktivitassal
rendelkez6 Osszetevoknek a kivonatolasa tobbnyire szilard-folyadék
extrakcion alapulnak (Oreopoulou ¢és mtsai, 2019) ¢és az altalam
alkalmazott modszerek is ezen eljarastipusba tartoznak, a tovabbiakban

csupan e modszert targyalom.
2.6.1 Szilard-folyadék extrakcio

A szilard-folyadék extrakcié (SLE) roviden Osszefoglalva egy
tobbfazist, folyamatos anyagatviteli mivelet, mely a megfeleléen
elokészitett (apritott, friss, vagy szaritott) novényi minta olddszerrel

torténd kivonatolasabol 4ll adott idOtartamig. Az SLE eljarasokat
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klasszikusan az aldbbi két nagy csoportba sorolhatjuk: hagyomanyos €s 1;j
extrakcios modszerek (Kaufmann és Christen, 2002; Ajila és mtsai, 2011).
A hagyomanyos modszerek kozé tartozik példaul a Soxhlet-extrakcio, a
szobahOmérsékleten végzett aztatds (maceralas), valamint az olyan
nagyobb hoémérsékleten végzett kivondsi eljarasok, mint a fozet
(decoctum), vagy a forrazat (infusum) készitése. Az emlitett modszerek
legnagyobb kihivasai kozé tartozik tobbek kozott a hossza extrakeios ido,
a koltséges és nagy tisztasdgu olddszerek haszndlata, a nagy mennyiségii
Kivonoszer elparologtatasa, a kismértékli extrakcios szelektivitas és a
nagyobb hémérsékleten bomlé vegyiiletek termikus bomlasa. Eppen ezért
olyan uj és igéretes technikékat vezettek be, mint példéul az ultrahangos,
a mikrohulldamti (MAE) vagy a nyomas alatti olddszeres extrakcié (Azmir
¢és mtsai, 2013; Ngaha Njila és mtsai, 2017).

A novények fenolos alkotoinak kivonasakor a szilard-folyadék
rendszert az oldott anyag (aktiv hatdéanyag), a kivonoszer, az inert szilard
ballasztanyag, valamint a szilard szemcsék és a folyékony fazis kozotti
hatarfeliileten megtalalhato gaz-folyadék filmréteg alkotja. Mint ahogy az
altalanosan ismert, az anyagtranszport folyamata a kdvetkezd ot 1épésre

bonthato (He és mtsai, 2016):

1) A kivonészer diffuzidja a gyogyndvény szemcséinek
feliiletére,

2) A kivonoészer behatolasa a gyogyndvény Szemcse
feliiletérdl annak belsejébe,

3) Az aktiv hatoanyagok feloldodasa a gyogynovény
szemcséinek belsejében,

4) Az aktiv hatéanyagok diffuzidja a szemcsék belsejébdl
azok feliiletére (belsé diffuziod),
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5) Az aktiv hatéanyagok diffuzidja a szilard szemcsék gaz-
folyadék  hatarfelilleti  filmrétegén  keresztil a

szemcsefeliiletrdl a kivondszerbe (kiils6 diffazio).

A fentiekbdl is lathatd, hogy az extrakcidés folyamatok fontos
meghatarozoja az anyagatvitel (diffuzio), mely tulajdonképpen egy vagy
tobb komponens (aktiv hatdanyag) atmenetét jelenti az egyik fazisbol
(ndvényi anyag) a masik fazisba (kivondszer), az egyes fazisok (jelen
esetben: folyadék-gaz) hataran képz6d6é két hatarrétegen (filmen)
keresztiil. A folyamat végbemehet dramlé és nyugvo fazisok kozott. Ez
utdbbinal az extrakcids eljarasok esetében az anyagitadas egyiranyt
molekularis diffuzié eredménye, mely kvazi Brown-mozgasnak felel meg;
tipikus példaja a maceralas. Mivel ez a tipust anyagatvitel meglehetésen
lassu, az oldasi folyamatot 4altaldban mesterséges cirkuldcioval,
kevertetéssel novelik. Ez esetben turbulens diffiiziorol, vagy mas néven
konvektiv anyagatadasrol beszéliink, ahol az anyagtranszport mar nem
csak a fazist alkotd komponensek fizikai tulajdonsagaitdl, hanem
hidrodinamikai feltételekt6l is fugg (pl. diffuzido sebessége). Fontos
megjegyezni, hogy a kevertetés az extrakcio hatasfokat nem befolyésolja,
hiszen csak a diffizié sebességére €s ezaltal az extrakcid sebességére van
hatéssal azéltal, hogy csokkenti a diffiizios hatarréteget (Fony6 és Fabry,
2004). A diffuzio sebességét Fick 1. torvénye irja le, mely egydimenzios
modell esetén a kdvetkezOképp irhato fel (Liang, 2018):

aal—

]i: _Dl Ax 1)

da; . . .
Ahol: Jj, ai, Di ésa—xl rendre az i-edik komponens anyagarama, kémiai

aktivitasa, diffuzios egyiitthatoja €és aktivitas gradiense.
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Az (1) egyenletben a diffuzids egyiitthatd negativ el6jele mutatja,
hogy a diffuzios folyamatok a nagyobb kémiai aktivitasi hely feldl az
kisebb kémiai aktivitasu hely felé haladnak és az anyagaramlas sebessége
aranyos a kémiai aktivitas-gradienssel, vagyis a kémiai aktivitas hely
szerinti derivaltjaval. A folyamat egészen addig tart, amig el nem érjiik az

egyensulyi allapotnak megfeleld kémiai aktivitas megoszlast:
Ki=— )
l

Ahol: a§ és a! rendre az i-edik komponens kémiai aktivitasa a szilard (s),
illetve folyadék (1) fazisban, K pedig a megoszlasi allando.

Az (1) egyenletbdl tovabba lathato, hogy Fick 1. torvénye a diffuzio
fizikai alapjelenségét irja le, s arra a kérdésre, hogy milyen a diffundalo
anyag kémiai aktivitasanak az id6fiiggése a diffuzios tér pontjaiban nem
ad valaszt (Maroti és Laczkd, 2013). Fick II. térvénye azonban igen, mely
kimondja, hogy a kémiai aktivitas idobeli valtozasa a kémiai aktivitas hely
szerinti masodik derivaltjaval aranyos (Liang, 2018):

aai_ azai
e Digy )

Ahol: aj és Dj rendre az i-edik komponens kémiai aktivitasa és difftzios
egyiitthatdja, t pedig a diffuzids ido.
2.6.2 Diffaziot befolyasolo tényezok

Mivel a novényi anyagok kivonatolasakor a difftziot és ezzel
egyidejlileg az extrakcids hatasfokot befolyasolja a novényi matrix kémiai

és fizikai tulajdonsaga, az alkalmazott kivonoszer tipusa és polaritasa, a

kivonas hdmérséklete és iddtartama, valamint a minta és a kivondszer
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aranya (Dai és Mumper, 2010), a tovabbiakban ezeknek a tényezdknek az
extrakciora gyakorolt hatasaval foglalkozom.

A novényekben 1év0 aktiv hatéanyagok mennyiségét és kémiai
Osszetételét szamos kiilsé és belsd tényezd befolyasolhatja. Az endogén
faktorok a novények anatomiai és fizioldgiai jellemz6ihez, valamint a
komponensek bioszintetikus tvonalaihoz kapcsolodnak, melyek
valtozhatnak a novények kiilonb6zd szovetében, de akar a kiilonb6zd
évszakokban is (Barra, 2009). A kornyezeti faktorok koziil pedig
kiemelkedd jelentdséggel birnak az olyan tényezdk, mint példaul a
tengerszint feletti magassag, a napsiitéses 6rdk szama (Szoke és mitsai,
2012), a hémérsékleti viszonyok, a relativ paratartalom, a szezonalitas,
valamint a talaj tulajdonsdgai (Abdelmajeed, 2013).

Mint minden kémiai elemzés soran a ndvényi anyagok analizisekor
IS nagy jelentéséggel bir a minta elékészitése és tarolasa. Ennek ellenére
ezekre a 1épésekre a kutatok nem forditanak kelld figyelmet, a mintak
megfeleld gylijtését és tarolasat pedig figyelmen kiviil hagyjak, vagy nem
megfelelden dokumentéljadk. A begy(ijtott mintaknak ugyanis egyrészrol
reprezentativnak kell lenniiik, masrészrdl pedig a mintakat az elemzésig
megfeleléen kell tarolni azért, hogy azok kémiai Osszetételében ne
torténjék jelentds valtozas. Nem optimalt tarolasi koriilmények kozott
ugyanis a mintagytijtés és az elemzés kozotti idétartam alatt a tarolo id6tol
¢és a koriilményektdl fliggden a nyersanyagban 1€évé fenolos vegyiiletek
szintjének jelentés csokkenése fordulhat eld. A mintakat altalaban friss,
fagyasztott vagy szaritott formaban taroljak. A hosszu tarolashoz az utobbi
kettd ajanlatos. A fagyasztas raadasul még az extrahalasi folyamatot is
megkonnyitheti azaltal, hogy a minta térfogatanak novekedése és a

jégkristalyok képzddése a szovetek megbontasdhoz vezet megkonnyitve
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ezzel a vegyiiletek felszabaduldsat. A mintak kiolvasztasakor azonban
enzimatikus és kémiai reakciok is felléphetnek, melyek a fenolos
Osszetétel megvaltozasahoz vezethetnek (Santos-Buelga és mtsai, 2012).
A szaritds szintén az egyik legjobb modja a ndvényi anyagok
tartositasanak, hiszen a betakaritott névények nedvességtartalma altalaban
nagy, mintegy 60-80%, mely kedvez a kiilonb6z6 bomlési folyamatok
beindulasanak. A természetes szaritast altalaban csak kisebb mennyiségek
szaritasakor alkalmazzak, tomegtermelés esetén ugyanis nélkiilozhetetlen
a miszaki berendezéseknek a hasznalata. A gyogynovények esetében az
aktiv hatdéanyagok megOrzése érdekében viszonylag Kis szaritasi
hémérséklet (30-50°C) javasolt. A kiilonboz6 gydgyndvényfajokra
jellemzd végsd nedvességtartalmat a vilag kiillonbozd tijain alkalmazott
gyogyszerkonyvek irjak eld. Altalanossagban azonban elmondhaté, hogy
anedvességtartalomnak a szaritas végén 10-14% kozott kell lennie (Miiller
¢s Heindl, 2006; Poos és Varju, 2017). A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
példaul a citromfli esetében 10% maradék nedvességtartalmat ir eld
(Ph.Hg.VIIL., 2009). A mintaeclékészités tovabbi fontos része az
alkalmazott novényi rész apritasa, hiszen a bioaktiv vegyiiletek kinyerése
az ép novényi részbdl csupan kis extrakcids hozammal valosithaté meg.
Az apritds hatasara azonban ndvekszik a meghatarozandé komponens
(analit) anyagarama azaltal, hogy nagyobb lesz az érintkezési feliilet a
novényi anyag és a kivonodszer kozott, illetve, hogy a mintakomponens
diffizios Utja lecsokken ezaltal novelve a kémiai aktivitas-gradienst €s
csokkentve az extrahalas idétartamat. Mindazonaltal fontos megjegyezni,
hogy a tul nagy részecskeméret csokkentés nem ajanlatos, ugyanis
nemkivanatos vegyiiletek extrahalasdhoz, illetve a névényi maradéknak az

extraktumtol vald elvalasztasanak nehézségeihez vezethet. Annak
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ellenére, hogy a részecskeméret hatdsa nyilvanvaldé a fentebb emlitett
hatasok nem jelentdsek abban az esetben, ha az alkalmazott novényi rész
a levélzet. Ebben az esetben ugyanis a hatdsok csupan akkor észlelhetok,
ha a részecskeméretet a levél vastagsaga ala csokkentik. A leggyakrabban
alkalmazott részecskeméret 125-250 um kozott valtozik (Chan és mitsai,
2017; Tomaz és mtsai, 2019).

A ndvények fenolos kivonata mindig kiilonboz6 fenol
csoportoknak az elegye, melyek szelektiven oldodnak az egyes
kivonoszerekben (de Rijke és mtsai, 2006). Eppen ezért a kivonoszer
helyes megvalasztasa az egyik legfontosabb tényez0 az extrahalasi
folyamat sordn. A z6ld kémia elterjedésével a kutatok egyre inkdbb azon
extrakciés technikak alkalmazasara torekednek, melyek olyan
Kivonoszereket hasznalnak, amelyek egyaltalan nem, vagy kevésbé
karosak az emberi egészségre (Kivilompolo és Hyotyldinen, 2007). E
nézet tekintetében kivonoszerként leggyakrabban az etanol €s a viz, illetve
e két oldoszer binaris elegye hasznalatos, mivel Kis toxicitassal és nagy
extrakcids hozammal rendelkeznek, azzal a tovabbi el6nnyel, hogy a
Kivonodszer polaritasa az etanol-viz-elegy kiilonb6z6 aranyokban torténd
alkalmazaséaval valtoztathatdé (Franco és mtsai, 2008). Ez utdbbi azért is
nagyon fontos, mivel a megfelelé polaritasu Kivonoszer megvalasztasat
elsésorban az extrahalandd komponens polaritasa befolyasolja. A fizikai
oldodas altalanos szabalya ugyanis, hogy a hasonlé a hasonloban oldodik
(,, similis simila solvuntur”). Ennek értelmében példaul az erésen polaros
benzoesav és hidroxifahéjsav szarmazékokhoz kivalé kivonoszer lehet a
viz, illetve az olyan tiszta szerves oldészerek, mint a metanol, az etanol
vagy az aceton (Dent és mtsai, 2013). A gyakorlatban azonban ez koézel

sincs igy, legféképpen a fenolos savak esetében, melynek oka, hogy a
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karboxil- és hidroxil-csoportjainak reakcioi révén észter-, éter- és
glikozidkotésekkel kapcsolodnak egyéb sejtfal matrixalkotokhoz ugy,
mint fehérjékhez, poliszacharidokhoz, terpénekhez, klorofillokhoz,
lipidekhez, vagy egyéb szervetlen vegyiiletekhez (Harnly és mtsai, 2007;
Rajbhar és mtsai, 2015). Eppen ezért, ahhoz, hogy e kotott fenolos savak
mérhetové valjanak, fel kell Oket szabaditani (aglikon forma). Erre
leggyakrabban savas és lugos hidrolizist alkalmaznak, bar az utobbi
években szamos olyan 0 moddszer is sikeresnek bizonyult, mint az
enzimatikus hidrolizis vagy a mikrohulldm hasznalata. Ezen eljarasok
kozil leginkabb a savas hidrolizist alkalmazzak koszonhetden
egyszeriségének, valamint annak, hogy az igy eldallitott extraktumok
kozvetleniil felhasznalhatok semlegesités €s szlirés utan. A savas hidrolizis
soran az extrahalandd vegyiiletek természetétdl fliggden viz és szerves
oldoszer alkotta binaris elegyekben gyenge (hangya-, foszfor-, citromsav)
vagy erds savakat (0,5-3,0 v/iv% trifluoroecetsav, TFA; 1-5 v/v% HCI)
alkalmaznak kis koncentracioban. A Kivondszer megsavanyitasaval
ugyanis a fenolat forma a kevésbé polaros fenol formaba megy at, ezaltal
megkonnyitve a szerves kivonoszerekkel torténd extrakciot, kiilonosen
polaris protikus oldoszerek (metanol, etanol) esetében. Fontos azonban,
hogy a savanyitds soran kiilonds figyelmet forditsunk a savfelesleg
hozzaadasanak elkeriilésére, ez ugyanis a tovabbi koncentralasi 1épések
soran (pl. kivonoszer elparologtatas vakuum beparloval) hidrolizalhatja a
konjugalé maradékokat (pl. labilis acil- és cukormaradékokat tartalmazo
flavonoidok) ezaltal veszteségeket okozva. (Dai és Mumper, 2010; Santos-
Buelga és mtsai, 2012; Shahidi és Yeo, 2016).

Az extrakciés hOmérséklet szintén fontos tényezd, hiszen

nagymértékben befolyasolja a fenolos vegyiiletek diffuzivitasat.
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Egyrészrél altalanosan ismert, hogy a hémérséklet novekedésével a sejtfal
permeabilitasa és a diffuzios egyiitthatd is novekszik, masrészrdl pedig,
hogy a nagyobb homérséklet csokkenti a kivondszerek viszkozitasat és
feltileti fesziiltségét, ezaltal novelve az oldhatosagot és a tomegatviteli
sebességet. Mindezek mellett azonban, mivel a legtobb fenolos vegyiilet
héérzékeny és konnyen oxidalhatd, a tul nagy extrakcios homérséklet
noveli az oxidacid esélyét, ezéltal csokkentve a mennyiségiiket az
extraktumokban. Altaldnossagban elmondhat6, hogy a 20-80°C kozotti
extrakcios hdmérsékleten a legtobb polifenolos vegyiilet hozaméat noveli a
kotott fenolok felszabadulasat eredményezd észter-, illetve éterkotések
hidrolizise (Dai és Mumper, 2010; Oreopoulou és mtsai, 2019).

A fenolos vegyiiletek novényi anyagokbol torténd extrahalasat a
szilard anyag és a kivondszer aranya is befolyasolhatja. Logikailag
célszeri lenne a kivonoszer mennyis€égét novelni, ugyanis a megoszlas
torvénye alapjan (ld. (2) egyenlet) nagyobb extrahalt anyagmennyiséget
eredményez. Ugyanakkor mindenképp fontos megjegyezni, hogy ezzel
parhuzamosan novekednek az eldallitasi koltségek és a kivondszer
hulladékok mennyisége is, raadasul a til nagy mennyiségii kivondszer
hasznalatakor az extrakcié iddtartama is novekszik. Abban az esetben
azonban, ha tal kevés a kivondszer mennyisége az extrahdlas
hatékonysaga is csokkeni fog a telitési hatdsok miatt. Mindezekbdl
kovetkezOen tehat fontos, hogy az extrahalasi koltségeket figyelembe véve
olyan mintatomeg:kivondszer-térfogat arannyal dolgozzunk, mellyel
megfeleld mennyiségli hatdanyag extrahalhatdo. A ndvényi mintak
esetében ez leggyakrabban 1:10, vagy 1:20 g/mL (Zhang és mtsai, 2018;
Mourtzinos és Goula, 2019).
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Noha az extrakcid idétartama szintén befolyasolja a hatékonysagot
kozel sincs ra akkor hatassal, mint a fentebb bemutatott tényezék, melynek
oka, hogy ennek a paraméternek csupan az egyensuly bealltaig van
jelentdsége. Abban az esetben ugyanis, ha az egyensuly beallta utan is
folytatjuk az extrakciot fennall annak az esélye, hogy az adott
koriilmények kozott maximalisan kinyert hatéanyagok mennyisége
egyrészt az oxidacié folytdn, madsrészt pedig az endogén enzimek
mitkodésének kovetkeztében bomlasnak indulnak. A ndvényekben 1évo
aktiv hatéanyagok kinyerésénél az extrakcios iddtartamra vonatkozolag
meglehetdsen valtozatos képet kapunk az irodalomban, ugyanis a néhany
perces kezelési idotol kezdve a tobb oran keresztiil zajlé modszerekre

talalunk példat (Hasbay és Galankis, 2018; Zhang és mtsai, 2018).
2.7  Extrakcios eljarasok
2.7.1 Maceralas, maceralas-kevertetéssel

A latin macerare (= kivonatolas, aztat, maceral) szobol eredd
maceralas az egyik leggyakrabban alkalmazott hagyomanyos extrakcios
moddszer a novényekben 1évé hatdanyagok kinyerésére, kdszonhetden
egyszerliségének. Az eljaras sordn a hatéanyag kinyerése az apritott
novényi részek 4-10 napon at tartd aztatasaval zajlik zart edényben,
szobahOmérsékleten. Az extrakcios 1d0 letelte utan a kivonatnak a novényi
résztdl valod elvalasztasa szliréssel, illetve a novényi anyagnak a
préselésével valosul meg. Mivel a modszer statikus, a hatdanyagoknak a
Kivonoszerbe jutasa molekularis diffazié eredménye. Legfébb hatranya,
hogy a megfelelé hatdanyag-tartalom eléréshez hosszu extrakcios ido
szlikséges, éppen ezért a razas technikdja beépiilt a hagyomanyos

maceralasi eljarasba. Ez azonban, ahogy korabban is emlitettem (1d. 2.6.1
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fejezet) az extrakcid hatékonysagara nincs hatassal, hiszen csak a gyorsabb
egyensuly bealltat segiti eld, melybdl kovetkezden az extrakcids id6 is
lerovidiil (altalaban 10-30 min). Habar kis mennyiségli kivondszer
hasznalatakor a keverés nem okoz komoly gondot, ha a technikat ipari
méretekben nagy mennyiségli ndvényi anyaggal alkalmazzak a rézas
esetenként nehézkes lehet. Ezen okokbol kifolyolag olyan modszereket
fejlesztettek ki, mint a perkolalas, vagy a tobblépcsés kivonatolas (Fahr,
2018; Manousi és mtsai, 2019).

2.7.2 Perkolalas, forralas visszafolyoztatassal (refluxalas)

A szintén latin eredetli percolate (= atsziirni, atszivarogtatni)
szobol eredeztetett perkoladlds eljaras soran a kivonatolast fliggélegesen
elhelyezett iivegb6l, zomancozott vasbol, illetve acélbdl késziilt, be- és
kivezetd nyilasokkal ellatott hengeres vagy kupos edényben (perkolétor)
hajtjak végre rendszerint szobahémérsékleten. Az eljaras soran az apritott
névényi anyagot még a perkolatorba valo toltését megeléz6en csaknem 4
oran keresztiil nedvesitik a kivonoszerrel egyrészt azért, hogy
megkonnyitsék a kivondszernek a sejtszerkezetbe torténé behatolasat,
ezaltal megkonnyitve a perkolalasi folyamatot, masrészt pedig, hogy
elkertiiljék a novényi anyag tomor szerkezetlivé alakulasat kozvetleniil a
perkolatorban. Ez utdbbi azért is veszélyes, mert a berendezés
eltomitéséhez, ebbdl adodoan pedig az extrakcios folyamat ledllasdhoz
vezethet. Az aztatasi id6 letelte utan torténik a novényi anyagnak a
perkolatorba toltése és maceralasa 24 oran keresztiil. Ezt kovetéen friss
kivonoszer folyamatos betaplalasa mellett a kivondszert altalaban
szakaszos aramoltatas mellett engedik le ugy, hogy a visszamarado
kivonoészer mindig ellepje a ndvényi anyagot. Folyékony kivonatok

eldallitasa esetén a kinyert perkolatumot néhany napig allni hagyjak, majd

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 61



DO 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Irodalmi attekintés

dekantaljak és sziirik. A modszer hatékonysagat szamos esetben a
kivonoszer hémérsékletének emelésével segitik elé gy, hogy a keringetd
szivattyu és a perkolator adagolonyilasa k6zé egy csé alaku hdcserélot
épitenek be, melybe az extraktumot folyamatosan szivattyzzak, s melyet
g6z melegit. A hdmérséklet szabalyozasa g6z-magnesszelep segitségével
torténik egy homérsékletérzékelén keresztiil (Handa, 2008; Singh, 2008;
Fahr, 2018; Manousi és mtsai, 2019). Laboratoriumi koriilmények kozott
a perkolacidonak ez utobbi valtozata altalaban Soxhlet-extrakcidval, vagy
forralasos visszafolyoztatassal, azaz refluxdldssal valosul meg. Ez utobbi
lényegében egy olyan szilard-folyadék extrakcios modszer, melynél
alland6 hoémérsékleten, ismétlodé kivonoszer elparologtatassal és
kondenzacioval torténik a kivonas, ezaltal elkeriilve a kivonoszer
veszteséget (Chua és mtsai, 2016). Az eljaras soran az apritott novényi
anyagot és a kivonoszert egy visszafolyo hiitével felszerelt ggmblombikba
helyezik, majd annak tartalmat a kivonoszer forraspontjan adott
id6tartamig forraljak (Seidel, 2006). A modszer legfobb hatranya, hogy az
eljaras soran alkalmazott nagy hdmérséklet miatt altaldban minimalis a

kinyerhetd bioaktiv vegyiiletek koncentracidja (Singh és Orsat, 2015).
2.7.3 Mikrohullammal segitett extrakcio

A mikrohullamokon a 300 MHz ¢s 300 GHz kozotti
frekvencitartomanyba esé elektromagneses sugarzast értjiik. Az
elektromégneses spektrumban a radidhullamok €s az infravords tartomany
kozott helyezkednek el, hullamhosszuk 1 m és 1 mm kozott valtozhat
(Sagarika és mtsai, 2017; Al-Mamoori és Al-Janabi, 2018). Ipari
alkalmazasokhoz a 915 MHz-es, mig az analitikai ¢és kémiai
vizsgélatokhoz altalaban a 2450 MHz-es frekvencia hasznalata az elterjedt
(Routray és Orsat, 2012).
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A MAE elve els0sorban a mikrohullamoknak a polaros molekulara
gyakorolt kozvetlen hatdsidra tdmaszkodik ionos vezetéssel és dipol
forgatassal. A polaros molekuldk (pl. polifenolok) ugyanis intenziven
abszorbealjak a mikrohullam energiat, mivel allandé dipdlus
momentummal rendelkeznek (Ajila és mtsai, 2011). A MAE alapjai
kiilonboznek a fentebb bemutatott hagyomanyos modszerektdl, hiszen a
kivonatolds az elektroméagneses hullamok 4ltal okozta sejtstruktura
valtozasainak kovetkezménye (Sadeghi és mtsai, 2017). Raadasul, ahogy
azta7. abra is szemlélteti a MAE soran az alkalmazott fiitési mod €s ebbol
eredéen a homérséklet gradiens irdnya is eltéré6 azon hagyomdanyos
eljarasokhoz képest, melyeknél termikus energiat alkalmaznak az

extrakcié meggyorsitasa érdekében.

I Mikrohulldmu
©  sugdrzas abszorpcibja
a kivondszer és a

minta keverékében

Kivonoszer
és minta
keveréke 2

Lokalis

) \ Mikrohulldmu sugérzast
Hdvezetés ateresztd edény

A) B)

7. abra Két kiilonb6z6 flitési mod, valamint a hatasukra kialakult hémérséklet
gradiensek. A) Hagyomanyos melegités, kiviilrél befelé mutatdo hémérséklet
gradienssel; B) Mikrohullamti melegités, beliilrdl kifelé mutaté hémérséklet

gradienssel (Destandau és mtsai, 2013 alapjan)

A MAE esetében ugyanis a fiités térfogati, magyaran az egész
mintanak a melegitése egyszerre valosul meg, mivel a folyamat a
kivonoszer-matrix keverék ,,szivében” zajlik, szemben a hagyomanyos
eljardsok soran alkalmazottnal, melynél el0szor a feliiletet hevitik

(Destandau és mtsai, 2013).
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Az eljaras elve, hogy a zart extrahald edényekbe helyezett novényi
matrixon beliili komponensek kdlcsonhatasba 1épnek a magnetron altal
kibocsatott mikrohulldimt  fotonokkal. Ez a kolcsonhatds az
elektromagneses hullamok fotonjainak abszorpcidja kovetkeztében a
novényi matrixban 1év0 nedvesség termikus energiajanak novekedését
eredményezi. Ennek kdvetkeztében a novényi matrixban 1év0 nedvesség
elparolog és a keletkezd vizgdz jelentds nyomast gyakorol a ndvényi
sejtfalakra cellularis és szubcellularis szinten, aminek kovetkeztében a
novényi sejtek megduzzadnak. Ez a duzzadasi folyamat végiil szerkezeti
valtozasokat eredményez a ndvényi matrixban, ezaltal eldsegitve a sejtek
repedése kovetkeztében a fitokémiai anyagoknak a kioldodasat az
Kivonoszerbe (Ameer és mtsai, 2017).

Novénymintak alkalmazasa esetén a mikrohulldmu energia hatasa
erdsen fligg az oldoszer €s a matrix természetétol. A MAE paramétereinek
kivélasztasakor figyelembe kell venni olyan fizikai paramétereket, mint
példaul az oldhatdsag, a dielektromos allandd és a disszipacids tényezd
(Afoakwah ¢és mtsai, 2012). Disszipacion fizikai értelemben az
elektromagneses energidnak a hdenergiava valo alakulasat értjiik. Jelen
esetben a disszipacio a polarizacios jelenségnek az eredménye, ugyanis a
dipolus momentummal rendelkez0 molekuldnak a nagyfrekvenciaja
elektromagneses  mezével  vald  kolcsonhatdas — kdvetkeztében
megndvekedett forgasi energiajabol szarmazo surlodas kovetkezménye a
belsé hokeltés (Kovacs és mtsai, 2017).

Az eljaras elso és egyben legfontosabb lépése az oldoszer helyes
megvalasztdsa, mely gyakran ugyanaz, mint a hagyoményos kivonasi
modszereknél. Fontos azonban megjegyezni, hogy a MAE esetében a

hagyomanyos olddszer megvalasztasi 1épések mellett, a kivonoszer
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abszorpcios tulajdonsagait is figyelembe kell venni, melyet a dielektromos
allando hataroz meg (Destandau és mtsai, 2013). Célszerti olyan oldoszert
valasztani, mely nagy dielektromos allandoval és disszipacios tényezdvel
rendelkezik, ezaltal el0segitve a nagyobb foku mikrohullam elnyelést és a
maximalis héelosztast a matrixon (Afoakwah és mtsai, 2012). Egyes
esetekben, amikor a nagy dielektromos allandoja olddszer kis disszipacios
tényezovel rendelkezik (pl. viz) a kutatok azt tapasztaljak, hogy a fenolos
vegyiiletek kinyerésénél a MAE eljaras kevésbé hatékony a hagyoményos
technikakhoz képest. Ennek magyarazata a lokalis tulhevités jelenségének
a létrejotte, ebbdl addddéan pedig a hatdbanyagbomlas (kiilonosen
hoérzékeny vegyiileteknél) azaltal, hogy ezen olddszerrendszerek a nagy
dielektromos 4llandojuknal fogva tobb mikrohulldmi energiat
abszorbealnak, mint amennyit a disszipacids tényezdjiiktél fliggden
képesek eloszlatni (Veggi és mtsai, 2013). Ezen allandok értékétol
fliggben a novényekben 1évo bioaktiv vegylilet MAE-hoz altaldban az
olyan olddszereknek, illetve ezeknek a vizzel alkotott binaris elegyeinek a
hasznalata figyelhetd meg, mint az etanol, az aceton, a metanol vagy az
acetonitril (Lovri¢ és mtsai, 2017, Khoddami és mtsai, 2013). A modszer
hatékonysaga ezenkiviil olyan tényezoktdl is fiigg, mint az alkalmazott
mikrohulldma  teljesitmény, besugarzasi idStartam, hdémérséklet,
mintatdomeg:kivonoszer-térfogat arany. Az emlitett paraméterek koziil az
alkalmazott mikrohullamu teljesitményrdl célszerli par szot ejteni, hiszen
a tobbi paraméter esetében a 2.6.1 fejezetben ismertetett
torvényszerliségek hatarozzak meg a diffuziot. A MAE folyamatanak
optimalizéldsa érdekében célszerli mérsékelt teljesitményt alkalmazni,
ugyanis a nagy teljesitmény alkalmazésa esetén fennall a termikus bomlas

kockézata, noha vannak olyan jelentések is, melyek azt mutatjak, hogy a

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 65



DO 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Irodalmi attekintés

teljesitményvaltozonak nincs jelentés hatdsa a fenolos komponensek
hozamara (Al-Mammori és Al- Janabi, 2018). A rozmaringsav MAE-hoz
a kutatok a fenti elvet kdvetve altalaban 400-700 W kozotti teljesitményt
alkalmaznak (Liu és mtsai, 2011; Dragovi¢-Uzelac és mtsai, 2012; Caleja
¢és mtsai, 2017a).

2.8  Extrakcios modszerek optimalizalasa

Az extrakciés folyamatok optimalizalasat altaldban az egy-
valtozds-egyszeri megkozelités elve, vagy mas néven egy faktor (valtozo)
egy idében (OFAT) és a valaszfeliilet-modszertan (RSM) segitségével
végzik a kutatok. Az elsé eljaras egy klasszikus modszer, melynél
egyszerre a tobbvaltozos fiiggvény egyik valtozojanak értékeit valtoztatjak
¢és a tobbi valtozot ekkor paraméterként allando értéken tartjdk. A masik
modszer, az RSM, egy matematikai és statisztikai eljarasok gytijteménye,
melynek segitségével tobbvaltozos polinomfiiggvényt illesztenek a
kisérleti adatokra (Chew és mtsai, 2011).

A két eljaras koziil az extrakcidos folyamatok optimalizalasara
altalaban az OFAT eljarast alkalmazzak, noha kdzismert tény, hogy az
optimalis miikodési feltételek, vagy az egyes valtozok kozotti kapcsolatok
(korrelaciok) ezzel az eljarassal nem josolhatok meg, szemben az RSM
modszerrel. Tekintettel erre az alapvetd tényre fontos megjegyezni, hogy
az OFAT tervezéssel Osszességében a lokalis szélsérték helyét lehet
megkeresni a valaszfliggvény feliiletén. Az eljaras meghatarozo jellemzoje
tehat, hogy a kisérletek soran csak egy fliggetlen valtozd értékét
valtoztatva vizsgaljak a valaszfiiggvény értékeit. Ez ugy értendd, hogy mig
példaul az extrakciés hémérsékletet valtoztatjuk, addig a tobbi valtozot,

crer

mint paramétert allandd értéken tartjuk. Az ily médon egyvaltozossa
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alakitott tobbvaltozos valaszfiiggvénylink fiiggetlen valtozojat addig
valtoztatjuk, amig meg nem talaljuk a fiiggvényiink optimalis értékét, majd
valtozonk értékét paraméterként rogzitjik. Ezt kovetden egy tjabb
fliggetlen valtozé értékeit valtoztatva hatdrozzuk meg a valaszfiiggvény
lokalis szélséértéket eredményezd értékét, melyet paraméterként
rogzitiink, és igy tovabb. Mindezekbdl belathatd, hogy ez az eljaras a
korabban emlitett hatranya mellett meglehetsen iddigényes. F6 elonye
azonban az egyszeriisége, valamint, hogy minden egyes mérésrol
informéciot szolgéltat ezaltal lehetdvé téve a gyorsabb feltardsat annak,
hogy egy-egy valtozonak van-e hatasa a valaszfiiggvényre és, ha igen
akkor az milyen mértékii. Az Gsszes vizsgalati sorozat elvégzése utan az
eredményeket egyszerii grafikonok segitségével elemzik (Qu és Wu, 2005;
Wahid és Nadir, 2013; Belwal és mtsai, 2020).

Az utdbbi években egyre nagyobb teret hodit az RSM modszer
koszonhetden annak, hogy segitségével joval kevesebb erdforrast
(kisérletek szama, id6, anyagok, stb.) kell igénybe venni. Az RSM-ben a
kisérleti tervezésre vonatkozo adatok felhasznalasaval 1étrehozott
matematikai modellek ugyanis meghatarozzak a fiiggetlen- (tényezdk) és
a fliggd valtozok (valaszfiiggvény) kozotti kapcsolatokat, majd ezeket a
modelleket haszndljak a fiiggetlen valtozok és azok kolcsonhatdsainak a
valaszokra gyakorolt hatdsainak elemzésére, valamint a folyamat
optimalizaldsara. A  regresszids modell megjelenitését feliileti
valaszdiagramokkal (haromdimenzids abrazolas) és kontur diagramokkal
(kétdimenzids diagram) lehet szemléltetni, melyek segitenek megérteni a
valasz tényezdit a kiilonbozo tényezdszinteken. Noha az irodalmakban
legfoképpen az RSM elényeit emelik ki a tobbi optimalizacios eljarashoz

képest, a modszer szamos hianyossaggal is rendelkezik. Ezek koziil

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 67



DO 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Irodalmi attekintés

kiemelendé példaul a sziik kisérleti tartomany, melybdl addédoan a
kisérletet végz6 személynek megfeleld ismeretekkel kell rendelkeznie a
vizsgélt folyamatrdl az optimalis kisérleti tartomany kivalasztasahoz.
Fontos tehat megjegyezni, hogy lokalis elemzésrdl beszélhetiink ennél a
modszernél, vagyis a kidolgozott valaszfeliilet érvénytelen a vizsgalt
tényezo6tartomanytol eltérd régioban. Az RSM ugyanis a kisérleti adatokat
egy masodfoku polinomidlis modellhez illeszti, mely nem magyarazza
meg az Osszes gorbiiletet tartalmazé rendszert. Eppen ezért a becsiilt
értékeket kisérletileg ellendrizni kell; a kisérleti tervezés kezdeti
szakaszaban pedig szamos sziirési kisérletet kell végezni annak érdekében,
hogy meghatarozzak azokat a valtozokat, melyek nagymértékben
befolyasoljak a valaszt. Raadasul ezen valtozokat altalaban OFAT tervvel
végzett Kisérletekkel azonositjak (Czitrom, 1999; Zangeneh és mitsai,
2002; Nair és mtsai, 2014; Aydar, 2018).

2.9  Fenolos savak meghatarozasara szolgalé analitikai eljarasok

A ndvényi kivonatokban 1év6 fenolos savak kvalitativ és
kvantitativ meghatarozasara leggyakrabban a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiass (HPLC) modszert alkalmazzak UV-, illetve
tomegspektormetrias (MS) detektaldssal. A novényekben megtalalhato
fenolos vegyiiletek vizsgalata egyéb elvalasztastechnikai eljarasokkal,
ugymint vékonyréteg kromatografia, kapillaris elektroforézis, micellaris
elektrokinetikus kapillaris kromatografia, tovabba spektrofotometrias
modszerekkel is megvaldsithatd (Nour és mtsai, 2013; Khoddami és mtsai,
2013). Ez utobbi technikakkal szemben a HPLC mddszer elénye, hogy
viszonylag egyszer(i, nagy pontosaggal, felbontdssal, szelektivitassal és

érzékenységgel rendelkezik, mindamellett, hogy teljesen automatizalhato
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(Oniszczuck és Hawryl, 2011; Bansal és mtsai, 2014; Tzima és mtsai,

2018).
2.9.1 Rozmaringsav vizsgalata folyadékkromatografias modszerekkel

Az elvalasztastechnikai koriilmények helyes megvalasztasa dontd
jelentdséggel bir az analitikai vizsgélatok soran, hiszen példaul egy nem
megfeleléen megvalasztott elemzési hullamhossz, vagy egy nem kellden
optimalizalt mintael6készitési modszer az eredményekbdl levonhaté téves
kovetkeztetésekhez vezethet. A fenolos vegyiiletek esetében az optimalis
koriilmények megvalasztasa fligg a mintamatrixtol, a meghatarozando
vegyiilet kémiai tulajdonsagaitdl €s molekulaszerkezetétdl, valamint az
aromas gytrik és a hidroxil (-OH) csoportok szamatdl, illetve polaritasatol
(Khoddami és mtsai, 2013). A gyogynovények rozmaringsav-tartalmanak
meghatdrozasahoz 4ltalaban egyszerli mintael6készitési modszereket
alkalmaznak, mely soran a gyogynévény extraktumot kozvetleniil a
centrifugalast, az esetleges higitast, illetve a membranszirést kdvetden
injektaljak a HPLC oszlopra (Olennikov és Tankhaeva, 2010; Arceusz €s
Wesolowski, 2013; Petkova ¢és mtsai, 2017). Szamos esetben
talalkozhatunk olyan mintaelokészitési modszerrel, amely soran az
extraktumot szarazra paroljak, majd a kapott szdrazmaradékot szerves
oldészerben felveszik (Hamrouni-Sellami és mtsai, 2012). Abban az
esetben pedig, amikor a novényi kivonatokban 1évé rozmaringsav
izolalasa mellett, annak tisztitasara is sziikkség van a szilardfazist
extrakciot (SPE) alkalmazzak (Zgorka és Glowniak, 2001).

A rozmaringsav HPLC-vel torténé elvalasztasara — néhany
kivételtol eltekintve — szinte minden esetben forditott fazist (RP) oktadecil
sziloxannal modositott szilikagél toltetti (C18) 100-250 mm hossza,

2 - 4,6 mm belsO atmérdji, 3-5 um atlagos részecskeatmérdvel rendelkezd
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oszlopokat hasznalnak (RaduSiené és mtsai, 2008; Baj és mtsai, 2011;
Raudone és mtsai, 2017; Milevskaya ¢és mtsai, 2017; Duleti¢-Lausevi¢ és
mtsai, 2018). Mindazonaltal, az esetek tobbségében a vizsgalatokhoz 25-
30°C kozotti oszlop hémérséklettel dolgoztak (Luis és Johnson, 2005;
Wang és mtsai, 2004; Adham, 2015; Petkova és mtsai, 2017). Ennél
nagyobb oszlop hémérséklet alkalmazasara is talalhatunk par példat
(Zimmermann és mtsai, 2011; Benedec és mtsai, 2015; Ghanadian és
mtsai, 2018). Ziakova és BrandsSteterova (2003) kiilonboz6 Lamiaceae
csalddba tartozd ndvényekben 1évé rozmaringsav elvalasztisara a
kovetkezo forditott fazisu folyadékkromatografias oszlopokat tesztelték:
C18 (GROM-SIL 100 ODS-0 AB, 120 ODS-3 CP, 120 ODS-4 HE,
SEPARON SGX C18, Symmetry Shield C18, Symmetry C18, Develosil
ODS), C8 (GROM-SIL 100 OCTYL-4 FE), és CN (GROM-SIL 120
CYAN-3CP). Elemzéseik soran a vizsgalt kromatografias jellemzok
(retencios id6, kapacitasi tényezo, felbontoképesség, aszimmetria, elméleti
tanyérszam) alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a ciano-propillal
modositott szilikagél allofazissal rendelkezd oszlopok nem alkalmasak a
rozmaringsav elvalasztasara, szemben a C18-as toltetii oszlopokkal,
melyek koziil a legjobb csucsszimmetriat a Symmetry Shield és a GROM
SIL 120 ODS-4 HE mutatta.

A mozgofazis kivalasztasa az elvalasztando vegyiiletek tipusatol és
természetétol fiigg. Mivel a legtdbb fenolos sav pKa értéke megkozelitdleg
4 (pKarozmaringsav = 3,57), a HPLC elemzések soran ajanlott a 2-es koriili pH
alkalmazésa annak érdekében, hogy elkertiljiik a fenolok ionizaciojat és a
meghatdrozandd vegyiilet cstcsalakjanak kiszélesedését az azonositas
soran (BrandSteterova és Ziakova-Caniova, 2010; Khoddami és mtsai,

2013; Ngo és mtsai, 2018). A rozmaringsav clvalasztasdhoz altalaban
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szerves olddszereket (metanol, acetonitril) és vizet alkalmaznak kis
(Ondrejovi¢ és mtsai, 2009; Al-Dhabi és mtsai, 2014; Jassbi és mtsai,
2014; Suwanchaikasem ¢és mtsai, 2014; Adham, 2015; Gokbulut, 2015),
valamint foszfat-, natrium-citrat-, ammonium-formiat és ammonium-
acetat pufferekkel (Widmer és Laurent, 2006; Yam és mtsai, 2012;
Benedec ¢és mtsai, 2015; Tohma ¢és mtsai, 2016). Mig a savak
koncentracidja altalaban 0,01-6 v/v% kozotti (Tzima és mtsai, 2018),
addig a puffereké 5-50 mM (Brandsteterova és Ziakova-Caniova, 2010).
A gradiens eltcios rendszerek mellett (Wang és mtsai, 2004; Luis és
Johnson, 2005; de Oliveira és de Oliveira; 2013, Liu és mtsai, 2013),
esetenként az izokratikus modszerek alkalmazasa is megfigyelhetd
(Canelas és da Costa, 2007; Jirovsky és mtsai, 2007; Couto és mtsai, 2011).

Az aromas UV kromofor csoporttal rendelkezd fenolos vegyiiletek
kvantitativ meghatarozasahoz tilnyomoérészt a 190-380 nm hulldmhossz
tartomanyu UV spektrometriat hasznaljak diédasoros detektorok (DAD)
alkalmazasaval (Robbins, 2003, Harnly és mtsai, 2007). A rozmaringsav
azonositdsara az elobb emlitett modszeren kivil az MS technika
alkalmazasa a legelterjedtebb, ritkabb esetekben pedig talalkozhatunk
olyan detektalasi modszerekkel is, mint az elektrokémiai (Salihovic és
mtsai, 2010), vagy a magneses magrezonancia spektroszkopia (Exarchou
és mtsai, 2001). A hatéanyagok azonositisa DAD modszer esetében
retencids id6, UV spektrum, referencia standardok és irodalmi adatok
alapjan torténhet. Mig a legtobb benzoesav szarmazék abszorpcids
maximuma 246-262 nm kozott van, addig ez az érték a hidroxi-fahéjsavak
esetében 320 nm koriili hullamhossznal talalhato (Lee, 2000; Aleixandre-

Tudo és du Toit, 2018). A rozmaringsav az esetek tobbségében viszonylag
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konnyen azonosithatd még abban az esetben is, ha nem all
rendelkezésiinkre MS, koszonhetéen jellegzetes abszorpcios UV
spektrumanak. Azonositasahoz a leggyakrabban alkalmazott 280 nm-es
hullamhossz mellett (Bandoniene és mtsai, 2005; Luis és Johnson, 2005;
Yang és mtsai, 2010; Fotovvat és mtsai, 2019), a kovetkez6 abszorbeald
hullamhosszok alkalmazésara is taldlunk szdmos példat: 254, 270, 290,
310, 320, 324, 330 nm (T6th és mtsai, 2003; Marculescu és mtsai, 2007;
Radusiené és mtsai, 2008; Arceusz és Wesolowski, 2013; Dvorackova és
mtsai, 2014).

Noha kutatomunkamnak nem képezte részét a HPLC-nek az MS-
sel valé kombinalasa, e technikardl is fontos néhany szot ejteni, hiszen az
elmtlt években jelentdsen megndvekedett a hasznalata. Az MS-sel
meghatarozds alapvetden hdrom Iépésre (ionizacid, tomegelemzés,
detektalas) oszthat6. Ezen Iépések sordan az oszloprol eludlodd
komponensek el0szor az ionforrdsban fragmentalodnak, illetve
ionizalddnak szerkezeti tulajdonsagaiktol fiiggden, majd ezt kdvetden a
keletkezett ionok a tomeg/toltés (m/z) értékikknek megfeleléen az
analizatorban elvalnak és a detektorban intenzitasukkal ardnyos jelet
szolgaltatnak (Kremmer ¢és Torkos, 2010). A rozmaringsavnak a HPLC-
MS-sel torténd vizsgalata soran altalaban elektroporlasztasosionizaciods
(ESI) technikat alkalmaznak, mivel az ESl-vel eldallithatdo protonalt és
deprotonalt molekulaionok fragmentacioja altalaban korlatozott €s ezért a
fragmensionok kis szamanak koszonhetéen a tomegspektrumuk is
viszonylag egyszerti (Afonso és mtsai, 2017; Milevskaya és mtsai, 2017).
A 8.4bra a rozmaringsav elektroniitkdztetéses (EI) ionizacidja soran

crer

soran  keletkezett —m/z= 360 tomeg/toltésti  rozmaringsav  gyodkion
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(C18H1608") fragmentaciojabol a kovetkezd tOmeg/toltésli ionok
keletkeznek: m/z= 198: 3,4-dihidroxi-fenil tejsav gyokion (CoH100s"),
m/z= 180: kavésav gyokion (CoHgO4"), m/z=163: acilium ion (CoH;03").
Tovéabbi fragmentacioval ionok jelennek meg a tomegspektrumban:
m/z=134 (CgHsO2"), m/z= 123 (C7H70>") baziscsucs, m/z= 78 (CeHs") és
m/z=77 (Ce¢Hs") (Mehrabani, 2005).

+
/N :
HOQ\\_(O )HO N P
+
H HO /z =
O z-10 OF \ mz
.

mz =198

Of—O-

miz =78 miz =77

8. abra Rozmaringsav elektroniitkoztetéses (EI) ionizacidja soran keletkezd
alapjan)

2.9.2 Spektrofotometrias modszerek alkalmazasa rozmaringsav-

tartalmu kivonatok esetében

Az elmult években egyre tobb kutatd foglalkozik a kiilonb6zd
novényi  kivonatokban  1évé  antioxidans  hatasi  vegyiiletek
spektrofotometrids vizsgdlatdval. A nagyszamu rendelkezésre 4llo
modszer ellenére azonban ezen vegyiiletek elemzése nem tal hatékony
folyamat, melynek oka, hogy a kiilonb6z6 modszerekkel mért eredmények
szinte Osszehasonlithatatlanok (Nemes ¢és mitsai, 2015). A jelenleg
alkalmazott eljarasokat hidrogénatom-atvitelen (HAT) és
elektronatmeneten (ET) alapuld meghatarozasok csoportjaba lehet osztani

attol fliggden, hogy az egyes eljarasok gyoksemlegesité reakcioi a fenolos
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vegyitiletek —OH csoportjaibdl torténd hidrogén, vagy elektron transzferen
alapulnak e. Mig az eldbbi csoportba olyan modszerek tartoznak, mint
példaul az oxigéngyok abszorpcids kapacitds (ORAC), az 0Osszes
peroxilgyok befogadasara vonatkozé paraméter (TRAP) vagy a
fotokemilumineszcencian alapuld eljarasok, addig az utdbbiba a
vasredukalo képességen alapulé (FRAP), a Folin-Ciocalteu reagenssel
végzett Gsszes polifenol (TPC), a troloxra vonatkoztatott antioxidans
kapacitas (TEAC) vagy a 2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil gyok megkotésen
(DPPH) alapul6 mérések sorolhatok (Gulcin, 2020).

A rozmaringsav-tartalmii novényi kivonatok vizsgalatanal
altalaban a tinktarak eltarthatosagi vizsgalatanal altalam is alkalmazott
Osszes polifenol és DPPH gyok megkotésen alapulo modszereket
alkalmazzak. Eppen ezért ezen eljarasok elvét kivanom réviden

Osszefoglalni.

2.9.2.1 Osszes polifenol-tartalom meghatarozias Folin-Ciocalteu

reagenssel

A Singleton és Rossi (1965) altal kifejlesztett dsszes polifenol-
tartalom meghatdrozasara szolgdld6 moddszer nem mas, mint egy
elektrondtmeneten alapuld reakcid, mely az antioxidans reduktiv
képességét méri (Lamuela-Raventos, 2017). Az eljaras elve, hogy a Folin-
Ciocalteu reagensben 1év0 sarga szinnel rendelkezé Mo(VI) ionok
antioxidansok jelentlétében kéksziniit Mo(V) ionokka redukalodnak (Chen
és mtsai, 2015). A polifenolok és az eljaras soran alkalmazott reagens kozti
reakcidé natrium-karbonattal (Na2COs) biztositott lagos koriilmények
utjan keletkez6 fenolation redukalja a Folin-Ciocalteu reagenst (Sanchez-

Rangel és mtsai, 2013). A keletkezé kék szin intenzitasat 725-760 nm
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kozti  hullamhossztartomanyban mérik, az eredményeket pedig
galluszsavra vonatkoztatva adjak meg (Chrpova ¢és mtsai, 2010; Skendi és
mtsai, 2017). A moddszer f6 hatranya, hogy nem szelektiv a polifenolos
komponensekre, hiszen a novényi kivonatokban eléforduld egyéb
vegytiletek (glikoz, fruktoz, L-aszkorbinsav) nagyobb mennyiségben a
reagens redukcidjdhoz vezethetnek, ezaltal torzitva az eredményeket. A
mobdszer ezen tulajdonsagabol adodoan soroljak azonban az eljarast az
antioxidans kapacitast meghatarozo médszerek kozé (Sanchez-Rangel és

mtsai, 2013, Gulcin, 2020).

2.9.2.2 2,2-difenil-1-pikrilhidarzil (DPPH) gyok megkotésén alapulo

antioxidans kapacitas mérés

A ndvényi anyagok antioxidans aktivitasdnak mérésekor gyakorta
talalkozhatunk a 2,2-difenil-1-pikrilhidarzil (DPPH) gyok megkotésén
alapul6 eljarassal is kdszonhetéen annak, hogy a DPPH azon kevés stabil
szabad gyokok egyike, mely kereskedelemben kaphato, rdadasul a
modszer kivitelezése is meglehetdsen gyors és egyszerti (Kedare és mtsai,
2011). A Blois (1958) altal kifejlesztett modszer elve, hogy a parositatlan
elektronnal rendelkezd, ibolyas lila szinli DPPH antioxiddnsokkal reagalva
sarga szini DPPHH-ra redukalodik (Dontha, 2016). A szinvaltozast
altalaban 517 nm-en, a DPPH abszorpcids maximuman kovetik nyomon
(Gulcin, 2020). Az eredményeket tobbnyire gatlasszazalékban (%),
antioxidans hatasu vegyiiletekre (L-aszkorbinsav, BHT) vonatkoztatva,
vagy pedig ICsp értékben — minta azon koncentracidja, mely gatolja a
DPPH gyok 50%-at — fejezik ki (Amorati és Valgimigli, 2015). Az eljaras
fo hatranya, hogy a reakci6 végbemeneteléhez alkalmazott DPPH a
szervezetben nem taldlhatdé meg, melybdl adéoddéan nehéz szemléltetni,

hogy a minta antioxidansai a biologiai gyokokkel szemben mennyire
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reaktivak (Nemes és mtsai, 2015). Tovabbi problémat jelent, hogy
bizonyos vegyliletek (pl. anticaninok) az azonos
hullamhossztartomanyban torténd abszorpcid miatt spektralis zavard

hatast okoznak (Gulcin, 2020).
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3 ANYAG ES MODSZER
3.1  Felhasznalt vegyszerek, reagensek

Mig a gydgyndvénykivonatok eldallitasahoz haszndlt vizmentes
etanolt és a Ph. Eur. minéségli metanolt a Merck (Darmstadt,
Németorszag), addig a hatoanyagok HPLC-vel torténd azonositdsadhoz
hasznalt kavésav (>98%) és rozmaringsav (96%) standard vegyiileteket a
Sigma Aldrich (Magyarorszag) forgalmazta.

Vizsgalataimhoz analitikai tisztasagli 99%-0s trifluorecetsavat
(Riedel-de Haén, Németorszag), 37%-os sdsavat (Biolab, Magyarorszag),
75%-0s foszforsavat (Merck), L-aszkorbinsavat (Sigma Aldrich,
Magyarorszag), galluszsavat (Merck), Folin-Ciocalteu reagenst (Merck),
vizmentes natrium karbonatot (Riedel-de Haén, Németorszag), 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilt (Sigma Aldrich, Magyarorszag), nagytisztasagu
vizet (18 MQ cm), n-hexant (Carlo Erba, Franciaorszag), valamint HPLC
tisztasag metanolt (LGC Standards, Németorszag) és acetonitrilt (Fisher

Scientific, UK) hasznaltam.
3.2 Vizsgalt novények, termékek

Kisérleteimet a Kisalfoldi Mezdgazdasagi Zrt. (Nagyszentjanos)
altal termesztett, altaluk 2017 nyaran betakaritott és megszaritott citromfii
(M. officinalis), borsosmenta (M. piperita), kerti kakukkfii (T. vulgaris),
rozmaring (R. officinalis), szurokfii (O.vulgare) és orvosi zsalya
(S. officinalis) gyogynovényekkel végeztem. A gyogyndvényeknek az
elokészitése a tanszékiinkre valod érkezését kovetden a leveleknek a
szarrészrdl valo eltavolitasabol, majd az igy eltavolitott levélrészeknek az
apritasabol allt (becsiilt atlagos részecskeatméré <0,5mm). Az

egységesitett novénymintakat a tovabbi felhasznalasig zart edényben,

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 77



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Anyag és modszer

fénytol védve, 5°C-on hlitészekrényben taroltam. Az etanolos tinkturakat,
illetve a csokoladétermék elkészitéséhez sziikséges szarazkivonatot a
fentebb megnevezett gyogynovények felhasznalasaval készitettem.

A csokoladétermék  kifejlesztéséhez  hasznalt  54,5%-0s
étcsokoladé-pasztillat  az  FEdeni FEdességek Boltja  (Szentendre,
Magyarorszag) forgalmazta. A rendelkezésre bocsatott informaciok
alapjan az étcsokoladé-pasztilla atlagos tapérték adatai 100 g termékre
vonatkoztatva a kovetkezok:

Energia: 2307 kJ

Zsir: 37 g (ebbdl telitett zsirsavak: 22 g)

Szénhidrat: 46 g (ebbdl cukrok: 43 g)

Fehérje: 5,19

S6:0,01 g

3.3 Alkalmazott késziilékek

Az elemzésekhez a nagytisztasagl vizet Zeneer Power | (Human
Corporation, Korea) viztisztitoval allitottam el6. Az extrakcidés modszerek
fejlesztéséhez, valamint az étrend-kiegészitOként ¢és funkcionalis
¢élelmiszerként szolgdlod termékek eldallitdsahoz és mintaeldkészitéséhez
358S (Elpan, Lengyelorszag) laboratoriumi razégépet, Mars 5 (CEM
Corporation, USA) mikrohullamu berendezést, RE-100 (Bibby Scientific,
UK) vakuum beparléot, FD-3-85A-MP (FTS Systems, USA) fagyasztva
szaritot, RX® kémcsérazot (VELP Scientifica, Olaszorszag), Heraeus T6
szaritoszekrényt (Thermo Scientific, Németorszag), RF-120F ultrahangos
késziiléket (Realsonic, Magyarorszag), illetve 3K12 tipusu laboratoriumi
centrifugat (Sigma, Németorszag) hasznaltam.

A gyogyndvények folyékony kivonatainak kromatografids

vizsgalatahoz egy kvaterner gradiensképz6 egységgel ellatott szivattyabol
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(L-7100), automatikus mintaadagolobol (L-7250), kolonna termosztatbol
(L-7350) és diddasoros detektorbol (L-7450) allé LaChrom 7000 (Merck-
Hitachi) HPLC rendszer szolgalt. Az adatfeldolgozast D-7000 HPLC
System Manager 4.0 (HSM) szamitogépes szoftver segitségével végeztem.

A csokoladétermékek  kromatografias elemzése PU-980
szivattyiibol, DG208054 vakuumos gazmentesitbdl, LG-98002 kvaterner
gradiens képzébdl, MD-4010 diodasoros detektorbol, AS2055Plus
automatikus  mintaadagolobol, valamint Model 7955 kolonna
termosztatbol allo HPLC rendszer (Jasco, Japan) segitségével valosult
meg. Az adatokat ChromNav 2.0 szamitogépes program segitségével
dolgoztam fel.

A tinktarak oOsszes polifenol-tartalom, valamint DPPH-gyok
megkotésen alapuld antioxidans kapacitdsdnak méréseit Spectroquant

Pharo 100 (Merck) tipusu spektrofotométerrel hajtottam végre.
3.4 Extrakcios modszer fejlesztése folyékony kivonatok eléallitasahoz

A jelen tanulmanyban alkalmazott extrakcids moddszereknek
(MACs, HRE, MAE) a fejlesztése, az egy faktor egy idében megkozelités
elve (OFAT) alapjan, a novények kemotaxondmiai markerének, a
rozmaringsavnak a nyomon kovetésén alapult. A rozmaringsav
maximalisan  kinyerhetd  mennyiségéhez  sziikséges  extrakcids
korlilmények meghatarozasahoz a kovetkezd fliggetlen paramétereket
vizsgaltam: Kivonoszer tipusa, Kivonoszer savassaga, extrakci6 idGtartama
¢és homérseklete.

A MACs-t csiszolatos dugoval lezart 100 mL-es Erlenmeyer
lombikban, szobahémérsékleten, 6t kiillonbozé extrakcios id6 (30, 60, 120,
240, és 1440 min) alkalmazasaval hajtottam végre laboratériumi razogép

segitségével (120 rpm). A HRE kivitelezése 15, 30 és 60 perces kezelési
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idokkel, forrasponton valosult meg. Az extrahalasi 1d6 letelte utan a
mintdkat 10 percig allni hagytam.

A MAE eljarast zart teflon edényben végeztem a mintadknak az
alkalmazott hOémérsékleten (50°C és 80°C) torténé 5 percig tartd
elémelegitésével, majd ezt kdvetden négy kiilonboz6 idétartamig (5, 10,
15 és 30 min) torténd extrahalasaval 400 W-0s teljesitmény alkalmazasa
mellett. Az extrakcios id6 letelte utan a MAE berendezés 15 perc alatt
automatikusan visszahiitotte az edényben 1év6 keveréket 30 + 5°C-ra. Ezt
kovetden a mintdkat tovabbi 5 percre hideg vizflirdébe helyeztem.

A kivonatolasi eljarasokhoz minden esetben 0,25 g novényi
anyagot és 10 mL Kkivonoszert hasznaltam. Analitikai szempontbol ezen
optimalis  mintatomeg:kivonoszer-térfogat  (1:40 g/mL) aranyt -—
citromfiivel végzett elézetes kisérletek figyelembevételével — 70:30 v/iv
EtOH-H20 elegy segitségével, a kovetkez6 mintatomeg:kivondszer-
térfogat aranyok alkalmazéasa mellett allapitottam meg: 1:20, 1:40,
1:60 g/mL.

Az egyes modszerekhez hasznalt savanyitott EtOH-H.O-HCI
keverékébol  (70:30:1 viviv)  késziilt  extrakcios  Kivonoszert a
kovetkezokben bemutatand6 optimalizalasi 1épések sorozatan keresztiil
valasztottam ki. Minden gyodgynovény esetében kezdeti sziirési
kisérleteket végeztem szobahdmérsékleten torténd, 1440 percig tartd
MACs eljarassal. Ezen kisérletek soran 0; 0,1 és 1v/v% HCl-val
savanyitott EtOH-H20 (0:100, 50:50, 70:30 és 100:0 v/v) elegyek hatasat
vizsgaltam a kinyerhetd rozmaringsav mennyiségére. A tovabbi
kisérletekhez négy MeOH-H20 (30:70, 50:50, 70:30 és 100:0 v/v)
keveréket alkalmaztam 1 v/v% HCI-val. A savasodas mértéke az EtOH és

H20 felhaszndlasdval végzett kisérletek eredményein alapultak
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feltételezve, hogy a savanyitds a metanolos extrakcid visszanyerési
hatékonysagat is javitja. Ezen kiviil vizsgalataimat a kovetkezé EtOH-
H>O-HCI (30:70:1 v/viv) Kkivonoszerkeverékre is Kiterjesztettem. A
kezdeti sziirési kisérletek eredményei alapjan az 1 v/iv% HCI-t tartalmaz6
kivonoszereket citromfiivel teszteltem maximalis extrahalasi idével mind

a harom extrakcidés modszer esetében.

3.5 Extrakciés modszer fejlesztése adalékolt csokoladé HPLC

elemzéséhez

Az adalékolt étcsokoladék rozmaringsav-tartalmanak kinyeréséhez
alkalmazott extrakcidos modszereknek (MACs, MAE) a fejlesztése szintén
az OFAT elv alapjan keriilt kivitelezésre a kdvetkezd két tényezonek
(fuggetlen valtozo) a figyelembe vételével: Kivonoszer tipusa és extrakcid
id6tartama.

A kivonatolasokhoz minden esetben 500 mg zsirtalanitott
csokoladét és 10 mL kivonoszert alkalmaztam. Az optimalis Kivonoszer
kivalasztasahoz EtOH-H.O, valamint MeOH-H>O kiilonb6z6 aranya
keverékeinek (100:0 és 50:50 v/v) hatasat vizsgaltam.

A MACs extrakciés modszernek a kivitelezése a 3.4 fejezetben
ismertetett modon keriilt megvalositasra. A MAE eljarast az alkalmazott
hémérséklet kivételével, mely ezesetben 60°C volt, szintén az el6z6

fejezetben leirtak szerint hajtottam végre.
3.6 Mintaelokészités
3.6.1 Folyékony kivonatok, tinkturak

Az extrakcidos modszerek fejlesztése soran eldallitott folyékony
kivonatok, majd ezen optimalizalasi modszer alapjan kifejlesztett

tinktarak HPLC elemzése kozvetleniil, a mintak eldkészitése nélkiil

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 81



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Anyag és modszer

valosult meg, szemben a spektrofotometrids vizsgalatok esetében
végrehajtott mintaelokészitési (higitas 50:50 v/v EtOH-H,0) 1épésekkel,
ezaltal minimalizdlva a hatdanyagok veszteségének lehetdségét és a
pontosabb hatéanyag tartalom nyomon kovetését az eltarthatdsagi

vizsgalatok soran.
3.6.2 Csokoladétermékek

A citromfii szarazkivonattal, a standard rozmaringsavval adalékolt,
valamint az adalékolatlan (kontroll) szilard csokoladé mintak el6készitését
kétlépéses mintaclOkészitési folyamat alkotta. Elsé Iépésben a
megszilardult  csokolddékat lereszeltem, majd dorzsmozsarban
egységesitettem (becsiilt atlagos részecskeatméré <0,20 mm). Az igy
eldallitott mintdkat a tovabbi felhaszndldsig zart edényben, fénytdl védve,
5°C-on hiitészekrényben taroltam. A mintaeclokészités masodik fazisa az
egységesitett csokoladék alikvot mennyiségének (0,5000 g) n-hexannal
(5mL) torténd zsirtalanitasabol allt négy, egymast kovetdé 1épésen
keresztiil. Ehhez a csokoladét egy 15 mL térfogata osztott skalas, kiipos
végli, csavaros zarokupakkal ellatott polipropilén centrifuga csbe
mértem, majd a hozzaadott n-hexannal 1 percig kémcs6razoval intenziven
kevertettem. A mintakat tovabbi 5 percig ultrahanggal razattam, majd az
igy kapott elegyet centrifugaltam (2500 x g, 10°C, 5 min). A lipideket
tartalmaz¢ feliiluszo eltdvolitdsa utdn a visszamaradt nedves csokoladét a
maradék hexan tartalmanak eltavolitasa végett 1 ora id6tartamra 35°C-0S

szaritoszekrénybe helyeztem.
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3.7  HPLC mérési feltételek
3.7.1 Folyékony kivonatok, tinkturak

Vizsgalataim soran a folyékony kivonatok rozmaringsav-
tartalmanak analiziséhez Arceusz ¢s Wesolowski (2013) altalam
modositott gradiens modszerét alkalmaztam. Allofazisul mindegyik
vizsgalt gyogynovény esetében egy Merck gyartmanyt C18-as Purospher
Star (250 mm, 4,6 mm, 5 um) oktadecil szilannal modositott utoszilanizalt
nagytisztasagl szilikagél toltetli folyadékkromatografias oszlop szolgalt,
melynek hdémérsékletét elemzéseim soran 35°C-on tartottam. A
mozg6fazist metanol (A), 0,25 v/Iv% TFA oldat (B) és nagytisztasagli viz
(C) elegye alkotta a kdvetkez6 gradiens programmal: 0-25 min: 15 v/iv%
(A), 25-30 min: 15-75 v/iv% (A), 30-35 min: 75-15 v/iv% (A), 35-40 min:
15 vIv% (A). Az elemzések soran a B eluens Osszetételét allandé értéken
(20 viv%) tartottam. A mozgofazis térfogatarama 1 mL/min, az elemzési
id6 47 min, a detektalasi hullamhossztartomany 220 - 400 nm, a
savszélesség 4 nm, a mintavételi id6 pedig 400 ms volt. A HPLC elemzést
megelézden a mintdkat minden esetben centrifugaltam (2500 x g, 10°C,
10 min), majd a feliiluszobol 2 pL-t egy 0,22 um-es PVDF membranon

valo sziirést kovetden kozvetleniil a HPLC oszlopra injektaltam.
3.7.2 Csokoladétermékek

A citromfii szarazkivonattal illetve standard rozmaringsavval
adalékolt és  adalékolatlan  csokoladék  folyadékkromatografias
elemzéséhez egy Supelco gyartmanyu Ascentis Express C18-as (150 mm,
3mm, 5um) mag-héj tolteti (nem pordzus szilicium-dioxid magot
koriilvevé porozus szilikagél héju gombszimmetrikus részecskékkel

toltott), ugynevezett ,,fused-core” folyadékkromatografias oszlop szolgalt
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segitségiil, melynek homérsékletét elemzéseim soran szintén 35°C-on
tartottam. A mozgofazist acetonitril (A), 0,5 v/iv% foszforsav oldat (B) és
nagytisztasagi viz (C) elegye alkotta a kovetkezd gradiens ellicios
programmal: 0-15 min: 8 v/iv% (A), 15-22,8 min: 8-25 viv% (A), 22,8-
24 min: 25-70 vIiv% (A), 24-35 min: 70-8 v/v% (A). Az elemzések alatt a
B eluens Osszetételét allando, 20 v/v% értéken tartottam. A mozgo6fazis
térfogatarama 0,5 mL/min, az elemzési id6 35 min, a detektalasi
hullamhossztartomany 200 - 400 nm, a sévszélesség 2 nm, a mintavételi
id6 pedig 0,1 s volt. A HPLC elemzést megel6zden a mintakat a folyékony
kivonatokkal és a tinkturakkal megegyez6 mddon centrifugaltam, majd a
feliiliszobol szintén 2 pL-t egy 0,22 pm-es PVDF membranon vald

szlirést kovetden kozvetleniil a HPLC oszlopra injektaltam.
3.8 HPLC mddszerek teljesitményjellemzdinek meghatarozasa

Az alkalmazott HPLC modszerek érvényesitésénél a kovetkezd
teljesitményjellemzOket hatdroztam meg: linearitas, szelektivitds és

specifitds, precizitas, pontossag, valamint meghatarozasi hatar (LOQ).
3.8.1 Folyékony kivonatok, tinkturak

A modszer linearis tartomanyat a kalibrald gorbék vizsgalataval
hataroztam meg. Ehhez 1 mg/mL-es (kavésav), illetve 5 mg/mL-es
torzsoldatokbdl készitett kavésav mérdoldat koncentracidtartomanya
2 - 100 pg/mL volt. A rozmaringsav esetében a méréoldatokat a pontosabb
kiértekelés  végett  két  kiilonb6zd  koncentracidtartomanyban
(10 - 400 pg/mL és 400-4000 pg/mL) allitottam eld. A torzsoldatok
higitasat minden esetben 50:50 v/v MeOH-H:0 ecleggyel végeztem.
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Az alkalmazott kromatografias modszer specifikussaganak ¢és
szelektivitasanak megallapitdsdhoz a mintdkban 1évé adott hatdanyag
komponensnek a retencios idejét és UV-spektrumat vetettem 0Ossze
ugyanazon standard hatéanyag retencids idejével és UV spektrumaval. A
szelektivitast az alkotok kromatografias csticsabol €¢s UV spektrumébol a
kromatografids szoftveriink segitségével szamolt csucstisztasagi értékkel
igazoltam.

A modszer ismételhetdségének meghatarozasahoz elemzésenként
3 péarhuzamos mérést végeztem, majd az azonositott komponensek
retencios idejének €s kromatografias csucs alatti teriiletei atlaganak relativ
szorasat (RSD%) vizsgaltam. A pontossagot, vagyis a méréstartomany
torzitatlansaganak mértékét, referenciaanyagok hianyaban, a standard
vegyiiletek etanolos extraktumokhoz ismert mennyiségben hozzaadasaval
hataroztam meg, atlagos visszanyerhetGségi szazalékban (R%) kifejezve,

a kovetkezd képlet segitségével:

R% — Cadalékolt —Cminta X 100 (4)

Chozzaadott

ANOL: Cadatékolr, Cminta és Chozzaadon TENAre az adalékolt minta koncentracidja
(ug/mL), a minta adalékolas el6tti koncentracioja (ug/mL) és a hozzaadott
standard vegyiilet koncentracioja (ng/mL).

A meghatarozasi hatart (LOQ) a mintaoldatokban azonositott

hatoanyag-komponensek koncentracioja adta 10:1 jel/zaj arany mellett.
3.8.2 Csokoladétermékek

Az ujonnan kifejlesztett HPLC moddszer rendszeralkalmassagi

crer

extrahdlt csokolddé oldat haromszori injektalasaval vizsgaltam a
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kovetkezé paraméterekre: elméleti tanyérszam (> 2000), retencios id6
(RSD% < 1), cstcs szimmetria (< 2) és felbontas (> 1,5).

A csokoladétermékek  esetében a linearitast 1 mg/mL
eleggyel higitott rozmaringsav (5-800 pg/mL) mérdoldat segitségével
elemeztem.

A mérési napokon beliili és azok kozotti (3 nap) ismételhetéség
meghatarozdsdhoz elemzésenként 3 parhuzamos mérést végeztem
valamint 4 mg/g (névleges koncentracid) rozmaringsavat tartalmazo
extrahalt étcsokoladé oldatokkal. Az ismételhetdséget a kapott cstcs alatti
teriiletek relativ szorasaként (RSD%) ismertetem.

A pontossagot a standard rozmaringsavval adalékolt (400 mg)
étcsokoladé (100 g) atlagos visszanyerhetdségi szazalékaval (R%)
fejeztem ki a (4) képlet segitségével. Az LOQ értéket a 3.8.1 fejezetben

leirtak szerint hataroztam meg.
3.9  Spektrofotometrias vizsgalatok
3.9.1 Osszes polifenol-tartalom meghatarozas

Ez iranyt vizsgalataim soran Singleton és Rossi (1965) modszerét
vettem alapul. Ennek megfeleléen a mérésekhez sziikséges reagenseket
ugy, mint @ 10% Folin-Ciocalteu reagenst és a 7,5@/100 mL Na,COs
oldatot, ionmentes viz segitségével allitottam eld. A kalibralashoz
galluszsavat hasznaltam 100-1000 pg/mL koncentracié tartomanyban.

A tinktarak elemzése soran az 50:50 v/iv EtOH-H>O eleggyel
OtszOros térfogatra higitott extraktumok 50 pL térfogatu részéhez, 1,5 mL

ionmentes vizet, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagenst, majd 2 mL Na.COs
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oldatot adtam. A reakcidé soran keletkezé kék szin megjelenéséhez
mintaimat fénytdl védett helyen 90 percig, szobahdmérsékleten tartottam.
Az abszorbanciat 725 nm-es hullamhosszusagon, gydgyndvény
extraktumot nem tartalmaz6 vakoldattal szemben spektrofotometriasan
mértem. Az abszorbancia mérésekbdl és a galluszsavval végzett kiilsé
standard kalibracios modszer segitségével meghatarozott 6sszes polifenol-
tartalmat, a mért ndvényi szarazanyagra vonatkoztatva mg galluszsav/g

(mg GAE/g) egyenértékben kifejezve adtam meg.
3.9.2 Osszantioxid4ns kapacitas vizsgalata

A termékek antioxidans aktivitdsanak meghatarozasat célzo
vizsgalataimat Blois (1985) altal kifejlesztett, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) megkdtésén alapuld antioxidans kapacitasi modszerrel hajtottam
végre. Ehhez a gyok oldatat 3,9 mg DPPH-nak 100 mL metanolban valo
oldasaval allitottam el6. Az eljaras soran az 50:50 v/v EtOH-H20 eleggyel
megfelelden higitott extraktumok 50 pL-ét 5 mL-es barna mérélombikba
pipettaztam, majd metanolos DPPH oldattal jelre allitottam. A mérésekhez
gyogynovény extraktumot nem tartalmazo vakoldatot is készitettem, majd
60 perc elteltével az oldat abszorbancidjanak csokkenését 517 nm-es
hullamhosszisdgon metanollal szemben spektrofotometridsan mértem. Az
ICso értéket pg/mL  egységben kifejezve linearis interpolacioval
hataroztam meg. Az 1/ICso egyiitthatot az antioxidans aktivitds és a
vizsgalt tinktarak rozmaringsav, valamint 6sszes polifenol-tartalma kozti
Osszefliggések  szemléltetésére  alkalmaztam. A kalibralashoz
L - aszkorbinsavat (400-800 pg/mL), pozitiv kontrollként pedig kavésavat
€s rozmaringsavat alkalmaztam. A DPPH gydk aktivitast
mg L- aszkorbinsav/g (mg AAE/g) ekvivalensben fejeztem (novényi

szarazanyagra vonatkoztatva) Ki a kovetkezo egyenlettel:
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DPPHakt — ICs0L—aszkorbinsav X 103 (5)

ICSOtinktlira/standard

3.10 Termékfejlesztés

A 3.4 és a 3.5 fejezetekben bemutatott optimalizaldsi 1épések,
valamint gazdasagi szempontok figyelembevételével, a termékek
elkészitéséhez sziikséges folyékony kivonatok eldallitasa minden esetben
1:20 g/mL mintatdomeg:kivonoszer-térfogat arany alkalmazasa mellett,
szobahdémérsékleten végrehajtott MACs technikaval valdsult meg 120

perces kivonasi idétartammal.
3.10.1 Etrend-kiegészit6 készitmény (tinktira)

Az egyes etanolos kivonatok, mint étrend-kiegészitd készitmények
3 g apritott novényi anyag és 60 mL 50:50 v/v. EtOH-H,O elegy
felhasznalasaval késziiltek. Az igy elkésziilt extraktumokat 1-es tipusu
Whatman sziirGpapiron (Sigma-Aldrich) sziirtem, majd a sziirleteket, mint
tinktardkat haszndltam a tovabbi elemzésekhez. Kontroll mintaként
standard rozmaringsav (500 pg/mL) 50:50 v/v EtOH-H.O eclegyét

hasznaltam.
3.10.2 Funkcionalis élelmiszer (adalékolt csokoladé)

A funkciondlis élelmiszerként szolgald  csokoladétermék
kifejlesztéséhez sziikséges novényi szarazkivonat (extractum siccum)
eléallitasahoz els6 1épésben 75 g poritott citromfiivet 1500 mL 50:50 v/v
EtOH-H20 eleggyel extrahaltam, majd az igy nyert alkoholos kivonatot
1- es tipusi Whatman sziirépapiron sziirtem. Ezt kdvetéen a siccum
eldallitasdnak lépései a szlirlet vadkuum beparlasabol, tovabba a
visszamaradt viszkozus anyag 24 oran at torténd liofilizalasabol alltak. A

kivonat rozmaringsav-tartalmanak meghatarozasat, annak alikvot
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részének (50 mg) 50:50 v/iv EtOH-H,O elegyben (50 mL) t6rténd

visszaoldasaval végeztem.

A ndvényi szdraz extraktummal adalékolt étcsokoladé eldallitasa
400 mg rozmaringsavval egyenértékli szarazkivonatnak a hozzaadasabol
allt 100,34 g vizgdz felett felolvasztott étcsokoladé-pasztillahoz, ligyelve
arra, hogy az olvasztott csokoladé hémérséklete ne emelkedjen 45°C folé.
Ezt kdvetden az olvasztott csokoladé 2/3 részét granitlapon 27-28°C-ra
hiitdttem 4,4936 g szaraz citromflikivonat hozziadasa kozben. Ezt
kovetden a beslirlisodott csokolddét a maradék olvasztott csokoladéval
31-32°C munkahémérsékletire kevertem, majd az ily modon
egységesitett és temperalt csokoladémasszat polikarbonat formaba
ontottem. Ezen irdnyl vizsgalataimhoz tovabba az eldzéekben bemutatott
lépések  megismétlésével  0,4006 g  standard  rozmaringsavval
(100 mg rozmaringsav/25 g csokoladé) adalékolt étcsokoladét, valamint
standard hatéanyagot és novényi szarazkivonatot nem tartalmazo, kontroll

mintaként szolgalo étcsokoladét is készitettem.
3.11 Stabilitasi vizsgalatok
3.11.1 Tinktiara

A tinktarak stabilitasi vizsgalatahoz a 3.10.1 alfejezetben
ismertetett modon elballitott kivonatoknak és a standard rozmaringsav
oldatnak az alikvot részét (4 mL) hat borostyanszinti, csavaros kupakkal
ellatott mintatartdiivegbe adagoltam, majd a szokdsos ,,otthoni” tarolasi
koriilményeket szimulalva, fénytdl védett helyen, szobahdmérsékleten hat
honapig taroltam. A tinktarak és a standard oldat rozmaringsav-
tartalmanak valtozasat havi rendszerességgel (0, 27, 55, 86, 113, 141 és

168 nap) elemeztem. Ezen vizsgalatok soran nyomon kovettem tovabba a

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 89



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Anyag és modszer

tinktarak kavésav tartalmanak, valamint 0sszes polifenol és antioxidans
tulajdonsdgainak  valtozésat is. Az  eltarthatésagi  iddtartam
megallapitdsdhoz a marker vegyiiletnek (rozmaringsav) legfeljebb 10%-0s
hatoanyagbomlasat tekintettem elfogadhatonak a fogyaszté szamara

megfeleld hatékonysag biztositasa érdekében.
3.11.2 Csokoladétermékek

Ezen irdnyu vizsgalataimhoz az elkészitett csokoladék egy részét
(40 g) aluminiumfolidba csomagolva, hiitészekrényben, 5°C-on hat
hoénapig taroltam. A citromfli szarazkivonattal és a standard
rozmaringsavval adalékolt étcsokoladék rozmaringsav-tartalmat 29 napos
idokozonként, havi rendszerességgel 6 honapig elemeztem. Az
eltarthatosagi idétartam megallapitasahoz a tinkturdk tarolasi vizsgalatanal
is alkalmazott hatéanyagbomlas megengedhetd mértékét (10%) vettem

alapul.
3.12 Alkalmazott statisztikai modszerek

Az adatokat atlag (n=3) + 95%-0s konfidencia intervallum
formatumban (U) tiintettem fel, amelyet a kovetkezdképpen hataroztam
meg: U = txSD/n2, ahol n a parhuzamos mérések szama, SD a tapasztalati
szoras, t pedig a n-1 szabadsagi fokhoz ¢és két oldali 95%-0s
megbizhatosaghoz tartozo t-érték. A mért értékek normal eloszlasanak
igazolasahoz ~ F-probat, a  vizsgdlatok  varhaté  értékeinek
Osszehasonlitdsdhoz pedig egytényezds varianciaanalizist (ANOVA,
p<0,05) alkalmaztam. A statisztikai elemzéseket LibreOffice Calc 6.0

tablazatkezeld felhasznalasaval végeztem.
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4 EREDMENYEK

Mivel doktori munkam kutatasi része 6sszességében a rozmaringsav
tanulmanyozasabol, étrend-kiegészitok ¢és funkcionalis élelmiszer
fejlesztésébol, valamint ezen termékek eltarthatdsagi vizsgalatabol allt,
eredményeimet harom kiilon alfejezetben ismertetem. Ennek megfeleléen
az elsé fejezetben a rozmaringsav extrakciojat befolyasold f6 diffuzios
paraméterek hatdsat, valamint az alkalmazott kromatografidas modszer
teljesitményjellemzdit targyalom. A masodik fejezeten beliill azon
vizsgalataimat és eredményeimet szemléltetem, melyek az étrend-
kiegészitoként funkciondld tinkturdk termékfejlesztési 1épéseivel,
valamint eltarthatosagi vizsgalataival fliggenek 0Ossze. A harmadik
fejezetben pedig azokat a kisérleti eredményeimet foglalom 6ssze, melyek

az adal€kolt étcsokoladeé vizsgalatait céloztak meg.

4.1 Extrakcios modszerfejlesztés  folyékony  gyogynovény-

kivonatokban 1évé rozmaringsav kinyerésére
4.1.1 Rozmaringsav kvalitativ és kvantitativ elemzése

Ezen irdnyG vizsgalataim soran elséként az alkalmazott
kromatografids modszer szelektivitdsat vizsgaltam, azaz az eldallitott
etanolos  kivonatok kromatogramjaban megjelend rozmaringsav-
csticsoknak a megfeleld elvalasait a mintdkban 1év6 egyéb kisérd
komponensektdl. Ez a paraméter ugyanis az egyik legfontosabb tényezd,
hiszen e nélkiil nem tudnank a vizsgalt minta egyes komponenseinek a
mérend6 komponenssel, jelen esetben a rozmaringsavval egylitt a

kivonatokba Keriilo egyéb komponensek cstcsainak atlapolasa miatt.
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A 9.abra a 70:30:1v/viv EtOH-H>O-HCI eleggyel készitett

folyékony kivonatoknak és a rozmaringsav standard oldatnak a
kromatogrammjait mutatja az azonositdshoz hasznalt rozmaringsav

jellegzetes UV-spektrumanak a bemutatasaval.
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9. abra A rozmaringsav standard (400 ug/mL) és a Lamiaceae névények HPLC-
DAD kromatogramja 330 nm hullamhosszon. Extrakcios koriilmények: MACs,
1440 min, szobahémérséklet

A kromatogramokbol egyrészt lathatjuk, hogy a kivonatok f6
fenolos komponense a Nepetoideae alcsalad kemotaxondmiai markerének
tartott rozmaringsav, masrészt, hogy a komponens jol elvalt a mintaban
kisebb mennyiségben megtalalhatd vegyliletektél. A  tovabbi
mindségbiztositds érdekében a rozmaringsav  csucstisztasaganak

ellendrzését is elvégeztem ezaltal megerdsitve, hogy a kapott jel a

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 92



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Eredmények

vegylilettdl nem pedig tobb egymashoz hasonlé komponens csticsanak
atlapolasabol adodik. Ezen irdnyt vizsgalatok soran mig a standard
oldatokban a rozmaringsav cstcstisztasaga 0,9966 és 0,9997 kozott
valtozott, addig a citromfii, a borsosmenta, az orvosi zsalya, a Kerti
kakukkfii, a rozmaring és a szurokfli esetében rendre a kovetkezok voltak:
0,9993, 0,9955, 0,9998, 0,9988, 0,9935 ¢és 0,9975. Mindezen
eredményekbdl kovetkezik tehdt, hogy az 4ltalam alkalmazott
kromatografids modszer a ndvényi kivonatokban 1évd rozmaringsavra
nézve szelektivnek tekinthetd, ezaltal biztositva a kvantitativ
meghatarozasbol szarmazé eredmények megfeleloségét.

Az extraktumokban 1év6, ndvényi szarazanyagra vonatkoztatott
rozmaringsav mennyiségének (mg/g) meghatarozasahoz kiils6 standard
addicios technikat alkalmaztam a 3.8.1 alfejezetben leirtaknak
megfelelden. Az eredmények megadasahoz hasznalt kalibracios gorbék
determinécios egyiitthatéit (R?), valamint meredekségeit az 1. tablazatban
ismertetem, melybdl egyértelmiien latszik a mddszer linearitasa.

1. tablazat Rozmaringsav retencios ideje, linearitisa és meghatarozasi hatara (LOQ)
az alkalmazott HPLC-DAD modszer esetében

Fenolos Retencios idé6 Méréstartomany Meredekség , LOQ
komponens (min) (ng/mL) (mL/pg) R®  (ng/mL)
10 - 400 2544 0,9995
Rozmaringsav 20,79
10 - 4000 2584 0,9996

A kvantitativ meghatarozas soran az etanolos extraktumokbol
330 nm-en  abszorpciés maximummal rendelkezd rozmaringsav
20,79 £ 0,22 min retencids idovel detektalhato, 6 pg/mL LOQ értékkel.
Amint azt a 3. tablazat is mutatta a Lamiaceae nemzetség példanyai koziil

mig a szurokfii (24,1 £55-40,1+25mg/g) ¢és a citromfi
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(27,2+1,9-30,0+0,5mg/g) esctében tapasztaltam a legnagyobb
(24,1 £5,5-40,1 + 2,5 mg/g) rozmaringsav-tartalmat, addig a rozmaring
esetében a legkisebbet (7,4+0,5-9,7+0,7 mg/g). Ezen értékekhez
viszonyitva, k6zepes hatéanyag tartalommal rendelkezett az orvosi zsalya
(17,8+1,7-20,1+0,7 mg/g), a borsosmenta (14,6 +1,7 -
16,3 + 0,5 mg/g) és a kerti kakukkfti (12,8 £ 1,0 - 15,3 &= 3,0 mg/qg).

Az ismételhetéség megallapitasdhoz harom parhuzamos
elemzésbdl szamolt RSD% értékeket, valamint a pontossag elemzésére
szolgald %-ban kifejezett visszanyerést a 2. tdblazat tartalmazza, melybdl
lathato, hogy az alkalmazott mddszer jol reprodukalhato és pontos. A hat
gyogynovénykivonatban 1évé rozmaringsav ismételhetésége ugyanis
minden esetben nem nagyobb, mint 1,7 RSD%, a visszanyerés pedig 95,6
és 98,5% kozé esett a citromfii (92,3%) és a kerti kakukkfli (93,5%)
kivételével.

2. tablazat Az alkalmazott HPLC-DAD moédszer ismételhet6sége és pontossaga hat
kiilonb6z6 1 viv% HCl-al savanyitott EtOH-H2O eleggyel névényi kivonatokbol
extrahalt rozmaringsav tekintetében

Ismételhetéség (n=3) Pontossag

Névény Rozmaringsav RSD Hozzaadott Meért Visszanyerés RSD

(mg/g) (%) (mg/g) (mg/g) (%) (%)
Citromfii 30,2 0,7 59,1 92,3 2,3
Borsosmenta 16,2 11 46,2 95,8 3,6
Szurokfii 40,1 1,7 70,9 98,5 18
Rozmaring 94 0,5 313 395 96,1 28
Orvosi zsalya 20,1 0,2 50,0 95,6 2,6
Kerti
Kakukkfi 15,1 0,4 44,4 93,5 4,6

4.1.2 Diffuziot befolyasolo paraméterek

crer

Az extrakcidos modszerfejlesztés a rozmaringsav diffuzidjat
befolyasold paramétereknek nevezetesen a kivonodszer savassaganak, a

Kivonoszer tipusanak, az extrakcio idétartamanak és hémérsékletének az
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optimalasabol allt. Ezen paraméterck részletes vizsgalata elétt azonban
citromfiivel végzett elokisérletekkel megallapitottam a
mintatomeg:Kivondszer-térfogat arany és a MAE eljaras soran alkalmazott
besugarzasi energia kozelitd hatasat, ezaltal eldsegitve az eredményeknek
az Osszehasonlithatosagat.

Ennek szellemében a megfelelé mintatdmeg:kivondszer-térfogat
arany kivalasztasdhoz a 3.4 fejezetben leirt modon végrehajtott MACs,
HRE ¢és MAE eljarasok esetében 1:20, 1:40 ¢és 1:60 g/mL
mintatomeg:kivondszer-térfogat ardnyok alkalmazasa mellett vizsgaltam a
rozmaringsav maximalisan kinyerhetd mennyiségét. A 10. abran
bemutatott eredmények a célvegyiilet extrakcios hatékonysaganak
nyilvanval6 ndvekedését jelezték 60, 120 és 240 perces kezelési idokkel a
MAC:s eljaras esetében 1:40 g/mL mintatomeg:kivondszer-térfogat arany
alkalmazasa mellett. Ezt a tendencidt a HRE modszernél is tapasztaltam
30 perces extrakciés idotartamnal. Eredményeimbdl ugyanakkor lathatd,
hogy az alkalmazott mintatomeg:kivondszer-térfogat aranyok rovid ideig
tartd extrahalas esetén nem novelték az extrakcié hatékonysagat, ugyanis
mig a MACs esetében a 30 perces, addig a HRE eljarasnal a 15 perces
kezelési id6 nem eredményezett szignifikdns kiilonbségeket (p<0,05).
Hasonl6 tendenciat hosszabb kivonasi idék (60 min) mellett is
megfigyeltem a HRE esetében, tovabba a MACs eljardsnal abban az
esetben, amikor a mintatomeg:kivonoszer-térfogat aranyt 1:20 g/mL-r6l

1:40 g/mL-re noveltem.
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10. abra Kiilonb6z6é mintatomeg:kivondszer-térfogat aranyok hatasa a kioldott
rozmaringsav mennyiségre. Mindegyik kivonoszer HCI-t (1 v/v%) tartalmazott. A
bemutatott adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum, n=3; a kiilonb6z6
alfanumerikus jelek (al-a5, bl-b5, cl-c5) szignifikans kiilonbségeket jelolnek
(p=<0,05)

A 10. abra tovabba mutatja, hogy 50°C-on a MAE eljaras az
1:20 g/mL mintatomeg:kivonodszer-térfogat ardny alkalmazasaval a
leghatékonyabb, fliggetleniil az alkalmazott extrakcios idOtartamtol.
Ugyanez azonban nem mondhatd el a 80°C-on végzett extrakcio esetében,
ugyanis az 5 perces kezelési idonél szignifikans kiilonbség (p<0,05) nem
volt kimutathaté. Hasonld6 tendenciat, noha kisebb extrakcios
hatékonysaggal, de az 1:40 g/mL és az 1:60 g/mL mintatomeg:kivondszer-
térfogat ardnyok alkalmazésa mellett is tapasztaltam.

A fentebb bemutatott eredményekbdl adddoan tovabbi
kisérleteimnél 1:40 g/mL mintatdmeg:kivonoszer-térfogat arannyal
dolgoztam, hiszen mig a hagyomdanyos extrakcids eljarasok esetében
(MACs, HRE) ezt talaltam a leghatékonyabbnak, addig a MAE esetében

ezen mintatomeg:kivondszer-térfogat arany alkalmazisa mellett a
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legnagyobb hatoanyag-veszteség, amit tapasztaltam csupan 4,9% volt,
azaz még igy is 95,1%-os hatékonysagot értem el.

A tovéabbiakban az alkalmazott mikrohullam hatasanak értékelése
szempontjabol a fentebb ismertetett eredmények alapjan 80°C-on végzett,
5 percig tartd kezelésnek 400, 800 ¢és 1600 W-os mikrohullamu
teljesitmény alkalmazasa mellett kiegészité kisérleteket végeztem. Ezen
eredmények azt mutattdk, hogy az alkalmazott mikrohullamu sugarzas
teljesitményének novelése negativ hatdssal van a rozmaringsav kinyerhetd
mennyiségére. A legjobb hatéanyag kinyerést (29,4 + 1,2 mg/g) 400 W
teljesitmény alkalmazasaval kaptam. A magnetron teljesitményének 800,
illetve 1600 W-ra vald novelése azonban mar rendre 10,3%
(26,4 + 2,7 mg/g) és 17,7% (24,2 + 2,7 mg/g) rozmaringsav veszteséget
eredményezett a 400 W-on mért értékhez képest. Ezen jelenség a nagyobb
teljesitmény okozta lokalis talmelegedés miatti rozmaringsav bomlassal

magyarazhato.
41.2.1 Kivondszer savassaga

A MACs eljarassal eldallitott folyékony kivonatokban [évo
rozmaringsav kinyerhet6 mennyisége széles tartomanyban valtozott az
extrakcios eljaras soran alkalmazott HCl mennyiségétdl (0; 0,1 és 1 v/v%)
fiiggden. A meghatarozott rozmaringsav-koncentraciokat a 11. abran
szemléltetem, melyen jol lathato, hogy az 1 v/iv% HCI-nak az alkalmazasa
az Osszes alkalmazott kivonoszer elegy extrakcids hatékonysaganak a
javulasat eredményezte; a legjobb eredményeket pedig a 70:30 v/v EtOH-
H20 elegy esetében tapasztaltam. Az emlitett Kivondszer alkalmazasaval
a citromfliben mért rozmaringsav-koncentracidoja 12,5 mg/g-rol
28,6 mg/g-ra nétt, azaz 129%-os hatéanyag tartalom novekedést értem el.

Hasonl6 tendenciat tapasztaltam a borsosmenta (116%) és az orvosi zsalya
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(85%) esetében is, ezen ndvények rozmaringsav-tartalma ugyanis rendre
7,5 mg/g-rél 16,2 mg/g-ra illetve 10,6 mg/g-rol 19,6 mg/g-ra valtozott. A
hatéanyagnak 23,6 mg/g-rol 38,8 mg/g-ra, 12,5 mg/g-r61 19,6 mg/g-ra,
illetve 7,1 mg/g-r6l 9,7 mg/g-ra vald novekedését rendre megfigyeltem a
szurokfll (64%), a kerti kakukkfii (57%) és a rozmaring (37%) esetében is.

Citromfill (M. officinalis) Kerti kakukkfii (T, vuigaris)
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11. abra Kivonodszer savassaganak hatasa a kioldott rozmaringsav mennyiségre a
kiilonb6z6 Lamiaceae fajok esetében. Extrakcios koriilmények: MACs, 1440 min,
szobahOmérséklet. A bemutatott adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia
intervallum, n=3; a kilonb6z6 alfanumerikus szimbolumok szignifikans
kiilonbségeket jeldlnek (p<0,05)
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Noha a legjobb eredményeket az 1 v/v% HCl-el savanyitott
Kivonoszer eclegyek esetében tapasztaltam, a HCl-nek a 0,1 viv%
koncentracioban valo alkalmazésa szintén hatdssal volt a maximalisan
kinyerhetd rozmaringsav mennyiségére (11.abra). Azonban ez az
extrakcios hatasfok novekedés kozel sem akkora, mint az el6z6ekben

bemutatott eredményeknél.
4.1.2.2 Alkalmazott kivonészer tipusa

Mivel a fenolos vegyiiletek extrahalasat az alkalmazott kivondszer
dontéen befolydsolja, vizsgalataim sordn nagy hangsulyt fektettem e
paraméter helyes megvalasztasara is, ezaltal hozzajarulva a jobb
hatéanyag tartalom kihozatalhoz. Ahogy azt a 3.4 fejezetben is emlitettem
vizsgalataimat az OFAT megkdzelités elv alapjan végeztem, melybdl
adodoan 4.1.2.1 alfejezetben bemutatott mérési eredményeket figyelembe
véve az elemzéseimhez hasznalt 6t EtOH-H.O és négy MeOH-H>O
elegyet minden esetben 1 v/v% HCl-al savanyitottam.

A kiilonb6zé  kivondszereknek a  mért  rozmaringsav-
koncentraciora gyakorolt hatasat a 3.tablazat mutatja. Egyrészrol
megfigyelhetd, hogy a legtobb esetben az alkoholok és viz keverékei
hatékonyabbnak bizonyultak a hatdéanyag extrahalasaban, mint tiszta
kivonoszer-rendszerek, masrészrol pedig, hogy az alkalmazott kivonoszer-
rendszertdl erdsen fliggott a rozmaringsav kinyerhetd mennyisége. A mért
rozmaringsav-koncentraciok egyértelmiien mutatjak, hogy az EtOH-H>0
elegyek szignifikansan hatékonyabbak (p<0,05) a novényekben 1évo

rozmaringsav kinyerésére, mint 8 MeOH-H2O kivonoszer rendszerek.
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3. tablazat Kiilonb6z6 tipusu és Osszetételii Kivondszerek hatasa a kioldott rozmaringsav mennyiségre eltéré Lamiaceae
fajok esetében

Rozmaringsav-tartalom (mg/g)

Kivonoszer (v/v)

Citromfii Borsosmenta Szurokfii Rozmaring Orvosi zsalya Kerti kakukkfii
EtOH-H,0 0:100  2,5+0,2¢ 3,7+0,28 14,2+1,78 3,240,2° 6,4+0,2° 5,240,5°
30:70 17,0£1,2° 11,0+2,0° 34,8+1,7° 7,9+0,5° 16,7+0,5° 12,640,5°
50:50 25,5+0,5¢ 12,6+1,5¢ 37,8+0,5¢ 9,1+0,2° 19,1+1,0° 14,1+0,5°
70:30 28,6+1,24 16,2+1,5¢ 38,8+0,5¢ 9,7+0,7¢ 19,6+1,2°¢ 14,6+0,54
100:0 18,1+3,2° 5,9+0,5¢ 23,742,0¢ 3,8+1,02 5,9+0,2¢ 9,5+0,2°
MeOH-H20 30:70 13,8+0,2¢ 11,6+0,2° 30,6+0,5° 6,6+0,2° 13,9+0,5¢ 10,8+0,2°
50:50 20,1+0,5f 11,7+1,0° 37,1+1,7° 8,2+0,2 14,4+2,0f 13,2+1,0°
70:30  24,2+1,09 13,440,2° 36,0+1,2° 8,6+0,59 16,0+1,5P 12,9+0,2°
100:0  25,3+0,5¢ 11,5+1,5° n.d. n.d. 14,8+3,0f 4,9+1,72

Mindegyik kivondszer HCI-t (1 v/v%) tartalmazott. A bemutatott adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum; n=3;
n.d., nem detektalt; a kiilonb6z6 indexek szignifikans kiilonbségeket jeldlnek (p<0,05)
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crer

A rozmaringsav legnagyobb koncentraciojat a  citromfii
(28,6 £1,2mg/g), a borsosmenta (16,2+1,5mg/g), a szurokfi
(38,8 0,5mg/g), a rozmaring (9,7 +£0,7 mg/g) és a kerti kakukkfii
(14,6 = 0,5 mg/g) esetében a 70:30 v/v EtOH-H20 clegy alkalmazasaval
mértem. Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy az 50:50 v/v EtOH-H,0
elegy hasonld extrakcios hatasfokot eredményezett, rdadasul a két
Kivonoszer-rendszer kozott az orvosi zsalya esetében nem talaltam
szignifikans kiilonbséget (p<0,05). A 3. tablazatbol egyttal lathatd, hogy
a tiszta MeOH alkalmazasa soran hatéanyag az extraktumban nem volt
mérheté mennyiségben, igy nem alkalmas a rozmaringban és a
szurokfiiben 1év6 rozmaringsav kinyerésére. E16bbi kivondszer azonban a
citromfii, a borsosmenta ¢és az orvosi zsalya esetében hatékonyabbnak
bizonyult, mint a tiszta EtOH. Eredményeimbdl tovabba megfigyelheto,
hogy a borsosmentanal a 30:70 v/v (11,6 £ 0,2 mg/g) és az 50:50 v/v
(11,7 + 1,0 mg/g) MeOH-H.0 eleggyel extrahalhatdo végsé hatdanyag
koncentracié megegyezett a 30:70 v/v EtOH-H.0 elegy (11,0 + 2,0 mg/g)
esetében mért értékkel. Ezenfeliil hasonld tendenciat tapasztaltam a
szurokfii esetében 50:50 v/v EtOH-H,0 (37,1 + 1,7 mg/g) és MeOH-H.0
elegy (37,8 £ 0,5 mg/g) alkalmazasa mellett, illetve a citromfiinek a tiszta
MeOH (25,3+0,5mg/g) ¢és az 50:50v/iv  EtOH-H2O eleggyel
(25,5 £ 0,5 mg/g) torténd extrakcidja soran.

A Kivonoszer helyes megvalasztasa folyaman fontos, hogy
figyelembe vegyikk az alkalmazott extrakcios eljarast is. Mivel a
novényekben 1év0 hatdéanyag kinyeréséhez nemcsak a MACs eljaras
hatékonysagat vizsgaltam, hanem a HRE és a MAE modszerekét is,

tanulmanyaim sordn citromfiivel ellendriztem, hogy a kivondszerként

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 101



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Eredmények

alkalmazott egyes oldoszerrendszerek hogyan hatnak az emlitett

extrakcios modszerek hatasfokara (4. tablazat).

4. tablazat Kiilonb6z6 6sszetételti Kivonoszerek alkalmazasaval nyert rozmaringsav-
koncentraciok

Rozmaringsav-koncentracié (mg/g)

Kivondszer (v/v) MACs HRE MAE MAE
(25°C) (f.p.) (50°C) (80°C)

EtOH-H2O 0:100 2,540,22 12,6+0,52 13,4+1,02 12,6+0,52
30:70 17,0+1,2° 25,5+0,7° 25,7+0,7° 25,5+0,7°
50:50 25,5+0,5¢ 26,4+0,2¢ 27,3£1,0¢ 26,4+0,2¢
70:30 28,6+1,24 27,2+0,7¢ 27,9+0,7¢ 27,2+0,7¢
100:0 18,143,2° 14,3+0,2¢ 11,0+0,2¢ 14,3+0,2¢

MeOH-H20 30:70  13,8+0,2° 23,0+0,2f 20,7+1,0¢ 23,0+0,2f
50:50  20,140,5f 25,6+1,0° 15,120,7f 25,6+1,0°
70:30 24,241,009 26,3£0,5° 14,6+0,5f 26,3£0,5¢
100:0  25,3+0,5¢ 5,1£0,29 n.d. 5,1£0,29

Mindegyik kivondszer HCI-t (1 v/v%) tartalmazott. A bemutatott adatok
atlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum, n=3; n.d., nem detektalt;
f.p., forraspont; a kiilonboz6 indexelés szignifikans kiilonbségeket jelol (p<0,05)

A  MACs-al mért legnagyobb rozmaringsav-tartalmat a
70:30 v/v EtOH-H2O elegy (28,6 +1,2 mg/g) alkalmazasakor kaptam,
melyet rendre az 50:50 v/v EtOH-H>0 (25,5 + 0,5 mg/qg), a tiszta MeOH
(25,3+0,5mg/g) és a 70:30 v/iv MeOH-H>O elegy (24,2 + 1,0 mg/g)
kovetett. A HRE modszer esetében szintén a 70:30 v/v EtOH-H,0 elegyet
(27,9 + 0,2 mg/g) talaltam optimalisnak, ugyanakkor az 50:50 v/v EtOH-
H.O (26,1+ 1,0 mg/g) és MeOH-H,O (25,9 +0,7 mg/g), valamint a
70:30 v/v MeOH-H>0 elegy (26,2 + 0,7 mg/g) is hatékonynak bizonyult.
Ezen eredmények szorosan korrelaltak az 50°C-on végzett MAE esetében
mért értékekkel. Ezzel szemben a 80°C-on kapott eredmények azt
mutatjak, hogy az 50:50v/iv (27,3+1,0mg/g) ¢és a 70:30 viv
(27,9+£0,7mg/g) EtOH-H,O eleggyel extrahalhato rozmaringsav

mennyiségében nincs  szignifikdns  kiilonbség, a  metanolos
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kivonoszerrendszerek esetében pedig csak a 30:70 v/v MeOH- H20 elegy
(20,7 £ 1,0 mg/g) eredményezett elfogadhat6 hatbanyag mennyiséget.
A fentebb bemutatott eredményeket és tényezoket figyelembe véve

tovabbi kisérleteimhez 70:30:1 v/v/v EtOH-H20-HCI elegyet hasznaltam.
4.1.2.3 Extrakcio idétartama és hémérséklete

Mivel a hagyomanyos, kevertetés nélkiili maceracids eljaras
legfobb hatranya a hossza extrakcios id6, mely akar 7 napot is igénybe
vehet, vizsgalataim soran a modszert és a razas technikajat kombinaltam,
ezaltal eldsegitve a maximalisan kinyerhetd hatéanyag eléréshez
szlikséges extrakcios id6 csokkenését. Ahogy azt az 5. tablazat is mutatja
ezen eljaras alkalmazasaval meglehetésen rovid id6 alatt, mar 30 perc
elteltével kinyerheté a novényekben 1év0 rozmaringsav, ennél hosszabb
kivonasi id6k esetében ugyanis nem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget
(p<0,05) egyik novény esetében sem. Vizsgalataim soran a hatéanyag
kinyerésének maximalizaldsa céljabol olyan extrakcids modszereket 1S
bevontam, mint a HRE, vagy MAE, hiszen szamos kutat6 hatékonyabbnak
tartja ezen eljarasokat a gyogynovényekben 1évd fenolos komponensek
kinyerésére. Mindezek ellenére eredményeim ezt az allitast tobb esetben
cafoljak. A borsosmentaban 1évé, 30 perces kezelési iddvel maximalisan
Kinyerheté rozmaringsav tekintetében, ugyanis az alkalmazott MACs
(15,0+£0,2 mg/g), HRE (15,34 0,2 mg/g) és 80°C-on végzett MAE
(14,7+ 1,0 mg/g) modszerek nem eredményeztek — statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket (p<0,05), de ugyanez elmondhat6 a kerti
kakukkfi esetében is.
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5. tablazat Extrakcios id6 és hémérséklet hatasa a kioldott rozmaringsav mennyiségre kiilonb6z6 Lamiaceae fajok és extrakcios
eljarasok esetében

Extrakciés Extrakcio Rozmaringsav-koncentracio (mg/g)
cr idotartama .
eljaras (min) Citromfi Borsosmenta Szurokfii Rozmaring Orvosi zsalya Kerti kakukkfi
MACs 30 28,9+0,22 15,0+0,22 34,3+1,0? 8,0+0,22 19,9+1,0? 14,8+0,52
(25°C) 60 29,7+1,5P 16,1£1,0° 36,1+1,5° 8,7+0,5° 19,7+40,22 14,4+0,52
120 30,0+0,5° 16,2+1,5° 36,4+1,0P 9,2+0,5" 19,6+0,72 14,7+0,22
240 29,8+0,5° 16,3+0,5° 36,8+0,5° 9,4+0,2°¢ 20,1+0,72 14,8+0,22
1440 28,6+1,22 16,2+1,5° 38,8+0,5°¢ 9,7+0,7¢ 19,6+1,22 14,6+0,52
HRE (f.p.) 15 28,4+0,52 15,0+2,0? 40,1£2,5° 8,7+0,2° 18,5+0,2° 15,3+3,0?
30 28,0+0,5¢ 15,3+0,22 39,5+2,7°¢ 8,2+0,72 18,3+0,7° 13,5+1,0°
60 27,242,0° 14,6+0,22 39,5+43,2°¢ 7,4+0,5¢ 16,0+3,2¢ 12,8+1,0°
MAE (50°C) 5 27,3%1,0° 14,9+0,52 38,7+1,7¢ 8,9+0,2° 19,4+0,52 14,8+0,52
10 27,6+£2,2° 16,1+0,5° 37,1£1,2° 9,0+1,2° 19,2+1,0? 14,6+1,0?
15 27,8+0,2° 16,0+0,7° 37,4%1,5P 8,9+0,5° 19,5+1,22 14,8+0,52
30 27,2+0,7° 15,9+0,5° 37,1£1,0° 9,2+0,2° 19,4+0,5°¢ 14,8+0,72
MAE (80°C) 5 29,4+1,2° 15,0+0,52 36,5+2,7° 9,4+0,2°¢ 19,9+1,52 15,2+0,22
10 28,7+0,52 15,0+£3,22 34,4+2,72 9,1+0,5" 19,7+40,22 14,6+0,72
15 28,3+1,22 14,6+1,72 32,0+2,5¢ 9,0+0,5° 19,1+0,52 14,6+0,22
30 27,9+0,7° 14,7+1,0? 24,145,5¢ 8,4+0,52 17,8+1,7° 14,2+0,22

Alkalmazott kivonészer: EtOH-H>O-HCI (70:30:1 v/v/v); A bemutatott adatok atlagértékek = 95%-0s konfidencia intervallum,
n=3; f.p., forrdspont; a kiilonbdzo indexek szignifikans kiilonbségeket jelolnek (p<0,05)
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Az 5. tablazat eredményeibdl tovabba lathatd, hogy a MACs eljaras
soran kapott legjobb hatéanyag-tartalom kihozatalt eredményez6 kivonasi
idoknek a HRE ¢és a MAE technikakkal valo Osszehasonlitdsa esetén a
szurokfii kivételével a MACs, vagy a MAE modszerek alkalmazasaval
érheté el legjobb kihozatal. Ezen Osszehasonlitdo vizsgalatok esetében
ugyanis a citromfiiben, a kerti kakukkfiiben és az orvosi zsalyaban
talalhatd rozmaringsav kinyerheté mennyiségének tekintetében hasonld
eredményeket tapasztaltam a MACs eljarasnak a 60 és 120 perces, illetve
a 80°C-on, 5 percig tartd MAE soran. Mindezek mellett hasonlé tendenciat
figyeltem meg a borsosmenta esetében, azaz a MACs ismét ugyanazt a
hatékonysagot eredményezte (16,1 = 1,0 mg/g), mint az 50°C-on végzett
MAE 10 (16,1 +0,5mg/g) és 15 perces (16,0 + 0,7 mg/g) kezelési
id6tartamok mellett.

Az extrakcios homérséklet kioldott rozmaringsav-mennyiségre
gyakorolt hatasanak vizsgdlata sordn azt tapasztaltam, hogy a nagyobb
hémérsékletek, kiilondsen hossza extrakcios idétartamok alkalmazasa
mellett a rozmaringsav mar szamottevéen bomlik. Ezt a jelenséget
leginkabb a szurokfii esetében figyeltem meg a 80°C-on végzett MAE
eljarasnal az 5 perces kezelési id6 30 percre novelése soran. Ez esetben
ugyanis 12,5 mg/g hatéanyag-koncentracié csokkenést, azaz 34,0%-0s
veszteséget tapasztaltam. Ugyanezen eljarasnal tovabba 1,5 mg/g (5,0%)
és 2,1 mg/g (10,6%) csokkenést konstatadltam rendre a citromfii és az
orvosi zsalya esetében is. Ezen utobbi ndvénynél a rozmaringsavnak
hasonlé mértéki (2,5 mg/g, 13,6%) bomlasat a HRE modszer esetében is
megfigyeltem, abban az esetben amikor a 15 perces kezelési id6t 30 perce
noveltem. Ez a tendencia szintén 2,5 mg/g hatdanyag veszteséggel

(16,0%) a kerti kakukkfii esetében is megfigyelheté. A MAE modszernél
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alkalmazott két homérséklet eredményeinek Osszehasonlitasa soran
azonban tobb gyogynovénynél is jobb rozmaringsav kihozatalt
tapasztaltam nagyobb homérséklet, azaz 80°C alkalmazasa mellett. A
citromfiinél példaul a termikus bomlas ellenére 80°C-on nagyobb
kihozatalt sikeriilt elérnem 5 (29,4 + 1,2 mg/g), 10 (28,7 + 0,5 mg/g) és 15
(28,3 + 1,2 mg/g) perces kezelési idokkel, mint 50°C-on az 0Osszes
alkalmazott kivonasi id6k esetében (27,2 £ 0,7 mg/g — 27,5+ 0,7 mg/qg).

Ez a tendencia a rozmaring esetében is megfigyelhetd.
4.2 TINKTURAK
4.2.1 Kvalitativ és kvantitativ elemzés

A tinktardk kvalitativ és kvantitativ vizsgalatat az extrakcids
modszerfejlesztésnél bemutatottakkal Gsszhangban végeztem. Ennek
megfelelden a teljesitményjellemzdk elemzése soran kapott eredmények a
rozmaringsav tekintetében konszenzusban voltak a 4.1.1 fejezetben
leirtakkal, azaz sem a szelektivitast, sem a linearitast €¢s ismételhetdséget
illetden nem tapasztaltam olyan mértékli eltérést, mely ezen
eredményeknek jboli szemléltetését (ismétlését) kovetelné meg.

A rozmaringsav ,,természetébdl” adddoan a tinktarak eltarthatosagi
vizsgalata soran a kavésav alakuldsat is nyomon kdvettem. Ebbdl adodoan
ezen komponensre nézve szintén meghataroztam az alkalmazott HPLC-s
moddszerem teljesitményjellemzait.

A megfeleld szelektivitast a kavésav tekintetében ugyancsak
igazoltam, a 12. abrabol ugyanis lathaté, hogy zavarasmentesen Vvolt
mérhetd, raadasul mind a standard oldatban (0,9998) mind a tinkturakban
mért csucstisztasagara vonatkozoé értékek (0,9938-0,9991) megfeleltek az

elvart kdvetelményeknek.
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A tinktardk kavésav mennyiségének meghatirozasdhoz a
rozmaringsavnal is haszndlt kiils6 standard addiciés technikat
alkalmaztam. A 2-100 pg/mL koncentracio tartomanyban 7 ponton felvett
kalibracios egyenes meredeksége 4723 mL/ug, determinacios egyiitthatoja
pedig 0,9998 volt, ezaltal jelezve a megfeleld érzékenységet és linearitast.
A kavésav elualodasi ideje 14,33 min, meghatdrozasi hatara pedig
2 ng/mL volt a vizsgalt kortiilmények kozott.

Az ismételhetdségre és a pontossdgra vonatkozd adatokat a
6. tablazat mutatja. Ezen eredményekbdl lathatd, hogy az alkalmazott
modszer jol reprodukélhatd és pontos, ugyanis mig a hat gyogynovény
tinkturaban 1évé kavésav ismételhetdsége 0,6 és 2,8 RSD%, addig

szazalékban kifejezett visszanyerése 94,2 és 103,8% kozott valtozott.

6. tablazat HPLC-DAD modszer ismételhetésége és pontossaga hat kiilonb6zo
50:50 v/v EtOH-H;0 eleggyel extrahalt n6vényi kivonatokban 1év6 kavésavra

Ismé;::]l:h;)t(iség Pontossag
Tinktdira Kavésav ~ RSD Hozzaadott Meért Visszanyerés  RSD

(ng/mL) (%) (ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
Citromfi 22,31 0,6 37,87 103,8 32
Borsosmenta 13,65 1,2 28,48 97,3 3,8
Szurokfii 11,68 1,8 15,0 26,16 96,5 4.8
Rozmaring 11,58 2,8 26,20 97,4 2,9
Orvosi zsalya 17,41 0,9 31,54 94,2 3,6
Kerti kakukkfii 20,59 1,2 34,90 95,4 2,6

A tinkturdk és a rozmaringsav standard kezdeti kromatografias
profiljanak valtozasat a 168. naphoz képest a 12.dbra mutatja. A
rozmaringsav standardnal jol megfigyelhetd, hogy a vegyiilet csupan egy
része redukalodik kavésavva, hiszen a kromatogramban egy masik, 8-as
szammal jelolt ismeretlen cstcs IS megjelent. A tinktarak

kromatogramjaibol lathato tovabba, hogy mig a rozmaringsav bomlasa az
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orvosi zsalyanal, addig a kavésav novekedése a citromfiinél a
legszembetlindbb.
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12. abra Tinkturak és a rozmaringsav standard (500 pg/mL) oldat kezdeti (s6tétzold)
és utols6 napon (piros) kapott HPLC-kromatogramjainak eltérései 330 nm
hullamhosszon

A kromatografids profilok kvalitativ elemzése soran ugyanakkor
né¢hany azonositatlan csics nagyobb mértékli  valtozasat s
megallapitottam. Példaul a 3-, 4- és 6-os szdmu ismeretlen csuicsok csucs
alatti teriileteinek csokkenése rendre megfigyelhetok a szurokfiinél, a
citromfiinél és a rozmaringnal. Egyes esetekben azonban épp az
ellenkezdjét tapasztaltam, hiszen ahogy az a 12.4bran is lathato a
rozmaring (5-0s csucs) és az orvosi zsalya (7-es csucs) esetében bizonyos

csticsoknal a cstcs alatti teriilet jelentés novekedését figyeltem meg. Az 1
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¢és 2-es szammal jeldlt, azonositott kdvésav €s rozmaringsav csucsoknak a
tarolds soran bekovetkez6 mM/mL egységben kifejezett kvantitativ
valtozasat a 4.2.3 alfejezetben targyalom.

A kromatogramok kvalitativ elemzése alapjan 0Osszességében
elmondhato, hogy a tinktarak f6 Gsszetevéje a szurokfli, a citromfii, a
rozmaring és a kerti kakukkfii esetében a rozmaringsav; ezaltal bizonyitva,
hogy kivaléan alkalmazhatd, mint az eltarthatosagi vizsgalatok marker

komponense.
4.2.2 Termékfejlesztés

Mivel a tinktarak eléallitasanal a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
olyan etanolt, vagy egyéb emberi egészséget nem veszélyeztetd
Kivonodszerek hasznalatat irja el6, melyek megfelelnek a Gyogyszerkonyv
vonatkozo cikkelyében eldirt kovetelményeknek, vizsgalataim soran a
legjobb rozmaringsav-tartalmat eredményez6 70:30:1 v/v/v EtOH-H,O-
HCI eleggyel (pH= 1,4) extrahalt kivonat (pH= 3,2) HCI tartalmanak
semlegesitésére torekedtem. Mivel azonban a szddabikarbonaval torténd
semlegesitést kovetden minden esetben tobb, mint 40%-os hatéanyag
veszteséget tapasztaltam arra a dontésre jutottam, hogy ezen plusz
eldallitasi 1épésnek, s egyben koltségnek a beiktatdsa elhanyagolhat6.
Ennek kovetkeztében a tinkturdk eldallitdsdhoz az alkalmazott kivonoszert
HCl-el nem savanyitottam. A 11.abran (4.1.2.1 fejezet) lathatd, hogy
savanyitas nélkiil a legjobb hatéanyag tartalmat az 50:50 v/v EtOH-H>O
és a 70:30 viv EtOH-H.O elegyek eredményezték. Mivel azonban az
orvosi zsalya kivételével ezen két binaris kivondszerrendszer hasonld
rozmaringsav hozamot eredményezett, raadasul a citromfii és a szurokfii

esetében az 50:50 v/v EtOH-H20O elegy hatékonyabbnak bizonyult, az
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eltarthatosagi vizsgalatokhoz tinktaraimat ezen Kkivonoszer eleggyel

készitettem el.
4.2.3 Eltarthatosagi vizsgalat
4.2.3.1 A rozmaringsav és a kavésayv stabilitasa

A 168 napos tarolas hatasat az egyes névényi tinkturak mM/mL-ben
kifejezett rozmaringsav és kavésav tartalmanak mennyiségére, illetve
valtozasara (A), tovabba szazalékban (%) kifejezett bomlasi értékére a
7. tablazat tartalmazza. Az adatokat elemezve egyrészt jol latszik, hogy az
eltérések mutatkoztak masrészt, hogy minden esetben a tinktarak kavésav
tartalma novekedni, rozmaringsav-tartalma pedig csokkenni kezdett
27 nap elteltével. A tarolési idOszak alatt a legnagyobb hatéanyagbomlést
41,4%- os veszteséggel az orvosi zsdlya esetében, a legkisebbet pedig
14,1%-al a rozmaring esetében mutattam ki. A kerti kakukkfiinél szintén
nagyobb mértékli (27,6%) bomlast konstatdltam, ugyanakkor a
borsosmenta (15,8%) és a szurokfii (16,5%) rozmaringsav mennyiségének
csokkenése is meghaladta a 10%-o0s elfogadhatosagi szintet. A kavésav
tekintetében a legnagyobb mértékii ndvekedést a citromfiinél (54,8%),
majd a szurokftinél (50,5%), a borsosmentanal (37,9%), az orvosi
zsalyanal (27,0%), a rozmaringnal (21,6%) és a kerti kakukkfiinél (19,7%)
mértem. A 168 napos tdrolds soran a standard rozmaringsav bomldasi
tendencidjat is nyomon kdvettem (7. tdblazat). Ebben az esetben azonban
joval kisebb bomlasi értékeket figyeltem meg, rdadasul a hat honapos
tarolasi iddszak alatt a rozmaringsav bomlasanak értéke nem haladta meg

a 10%-os elfogadhatdsagi szintet sem.
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7. tablazat Rozmaringsav stabilitasa szobahémérsékleten 168 napos tarolas soran hat Lamiaceae tinkturaban és
standard oldatban

... Kavésav Rozmaringsav
Novény/standard ’.I‘z!,rOlaSl Ac Bomlas Ac Bomlas
idé (nap) mM/mL (mM/mL) (%) mM/mL mMImL) (%)
Citromfii 0 0,135+ 10,0212 - - 2,398 + 0,0322 - -
27 0,160 = 0,005" 0,025 -27,0 2,224 +0,015° -0,174 7,2
55 0,171 £ 0,005°¢ 0,036 -18,8 2,011 +0,061°¢ -0,387 16,1
86 0,190 = 0,007¢ 0,055 -40,8 2,015+ 0,080°¢ -0,383 16,0
113 0,189 = 0,002¢ 0,054 -40,4 2,007 +0,007¢ -0,391 16,3
141 0,208 + 0,002¢ 0,073 -54,4 1,985 + 0,025¢ -0,413 17,2
168 0,208 + 0,002¢ 0,073 -54,8 1,985 + 0,021¢ -0,413 17,2
Borsosmenta 0 0,079 £+ 0,0028 - - 1,150 + 0,0222 - -
27 0,096 + 0,007° 0,017 -21,8 1,093 + 0,005° -0,057 5,0
55 0,098 + 0,002° 0,019 -23,5 1,057 = 0,007¢ -0,093 8,1
86 0,101 + 0,002° 0,022 -27,4 1,043 + 0,005¢ -0,107 9,4
113 0,103 £ 0,005°¢ 0,024 -30,5 1,029 £0,011® -0,121 10,5
141 0,108 + 0,002¢ 0,029 -36,1 1,014 £+ 0,035¢ -0,136 11,9
168 0,109 + 0,002¢ 0,030 -37,9 0,968 + 0,027° -0,182 15,8
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7. tablazat (folytatas-1)
. ., . Kavésav Rozmaringsav

Novény/standard tl“a”rolas1 Ac Bomlas Ac Bomlas

idé (nap) mM/mL (mM/mL) (%) mM/mL mMMimL) (%)
Szurokfii 0 0,074 £0,0152 - - 3,808 £0,1108 - -

27 0,096 + 0,011° 0,022 -29,4 3,451 + 0,041° -0,357 9,4

55 0,100 £ 0,007° 0,026 -33,8 3,358 £0,037¢ -0,450 11,8

86 0,104 £ 0,007°¢ 0,030 -40,1 3,329 +£0,099¢ -0,479 12,6

113 0,106 + 0,002¢ 0,032 -42,4 3,312 +£0,015° -0,496 13,0

141 0,107 £0,002° 0,033 -42 4 3,240 + 0,027¢ -0,568 14,9

168 0,112 + 0,005¢ 0,038 -50,6 3,180 + 0,089 -0,628 16,5
Rozmaring 0 0,065 £ 0,0052 - - 0,810 £0,015°% - -

27 0,077 £+ 0,005° 0,012 -16,9 0,766 = 0,005° -0,044 54

55 0,076 + 0,005° 0,011 -15,7 0,744 £0,012° -0,066 8,1

86 0,075 + 0,002° 0,010 -14,4 0,728 + 0,021¢ -0,082 10,1

113 0,077 + 0,002° 0,012 -17,8 0,729 + 0,007¢ -0,081 10,0

141 0,078 = 0,005° 0,013 -18,2 0,710 £ 0,007¢ -0,100 12,4

168 0,080 = 0,005° 0,015 -21,6 0,696 +£0,021° -0,114 14,1
Orvosi zsalya 0 0,103 £ 0,0072 - - 0,693 £ 0,007 - -

27 0,108 +0,005° 0,005 -5,4 0,646 + 0,005" -0,047 6,8

55 0,110 + 0,005° 0,007 -7,0 0,491 £0,012° -0,202 29,1

86 0,114+ 0,007° 0,011 -11.4 0,469 + 0,005¢ -0,224 32,3

113 0,124 £ 0,005°¢ 0,021 -21,0 0,463 +0,011¢ -0,230 33,2

141 0,128 + 0,005¢ 0,025 -25,1 0,450 £ 0,007¢ -0,243 35,0

168 0,131 + 0,005¢ 0,028 -27,0 0,406 + 0,005° -0,287 41,4
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7. tablazat (folytatas-2)
Névénv/standard Taroldsi Kavésav : Rozmaringsav :
ovény/standard . . (nap) mM/mL ?nc] ML) gzl)nlas mM/mL (Ar; ML) gz)l)nlas

Kerti kakukkfi 0 0,117 £ 0,002? - - 0,861 +0,0172 - -

27 0,129 + 0,012° 0,012 -9,5 0,762 +0,017° -0,099 11,5

55 0,130 + 0,005° 0,013 -10,4 0,659 +0,015°¢ -0,202 23,5

86 0,130 + 0,002° 0,013 -111 0,659 +0,015° -0,202 23,4

113 0,130 + 0,005° 0,013 -11,1 0,658 £ 0,005°¢ -0,203 23,6

141 0,133 +£0,007° 0,016 -13,5 0,653 +0,021°¢ -0,208 24,2

168 0,141 +0,007¢ 0,024 -19,7 0,623 + 0,007¢ -0,238 27,6
Rozmaringsav 0 <LOQ - - 1,333 £ 0,015¢% - -

27 0,015+ 0,015? 0,015 -15,0 1,292 £ 0,021° -0,041 31

55 0,017 £0,0112 0,017 -17,2 1,262 £ 0,015¢ -0,071 53

86 0,028 +0,015° 0,028 -28,4 1,238 + 0,022¢ -0,100 7,1

113 0,037 +£0,012° 0,037 -37,1 1,225 +0,015¢ -0,105 8,1

141 0,049 +0,015°¢ 0,049 -49,2 1,214 +0,011¢ -0,119 8,9

168 0,057 £ 0,022°¢ 0,057 -57,1 1,205 +0,015¢ -0,128 9,6

A bemutatott adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum, n=3; a kiil6nb6z6 felsé indexek szignifikans
kiilonbségeket jeldlnek (p<0,05); Ac, koncentracid valtozas
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A 7.tablazatbol egyuttal lathato, hogy a rozmaringsav-
majd egy enyhe bomlési szakasz kovette. Ez a stagnalds a szurokfii, a
citromfii és a kerti kakukkfii esetében 55, a rozmaring €s az orvosi zsalya
esetében pedig 86, mig a borsosmentdnal 113 nap elteltével figyelhetd
meg. Noha a kéavésav mennyiségének novekedése esetében hasonlod
tendencidk szintén felfedezhetok, nem taldltam linearis kapcsolatot a

crer

novekedése kozott.
4.2.3.2 Osszes polifenol és antioxidans tulajdonsagok

Az egyes tinktirdk Folin-Ciocalteu kolorimetrids modszerrel
meghatarozott kezdeti Osszes polifenol-tartalma 34,1+ 2,7 mg GAE/g
(orvosi zsalya), illetve 93,4 + 5,5 mg GAE/g (szurokfli) kdzott valtozott,
mely tobb, mint 2,7-szeres kiilonbséget jelent a legkisebb ¢és a legnagyobb
érték kozott (8. tablazat).

A 168 napos tarolasi kisérlet sordn a rozmaringsav és a kavésav
mennyiségi valtozasahoz hasonléan az Gsszes polifenol-tartalom
alakulasat is nyomon kévettem. Eredményeimbdl azonban lathato, hogy e
tekintetben jelentGs valtozasokat nem tapasztaltam. A tarolasi id6 ugyanis
nem befolyasolta szignifikdnsan (p<0,05) a szurokfli és a kerti kakukkfii
Osszes polifenol-tartalmat. Ugyanakkor, mig a rozmaring (11,6%), a
borsosmenta (7,9%) és a citromfli (7,6%) esetében kisebb mértékii
novekedést, addig az orvosi zsalyanal épp az ellenkezdjét, azaz 7,8%-0S

csokkenést figyeltem meg.
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8. tablazat Standardok és tinktirak osszes polifenol-tartalma és antioxidans aktivitasa
Tinktara/Standard  Osszes polifenol Antioxidans aktivitas
(mg GAE/Q)
0. nap 168. nap Gatlas (%) ICso
1/1Cso  mg AAE/g
0. nap 168.nap  (ng/mL)
Citromfii 66,2+42% 712+1,5f 33,0+£94 31,1+7,7*" 30,2 0,033 132
Borsosmenta 65,8+3,00 70,9+ 1,2 32,7+6,0° 315+92% 31,0 0,032 128
Szurokfi 93,4+55> 91,2+55"  39,0+6,0" 383+52" 19,2 0,052 207
Rozmaring 38,8+ 1,06 43,3+3,29 56,1+ 7,0° 65,1 + 6,4° 96,2 0,010 41,3
Orvosi zsalya 34,1+2,79 31,4+2.2" 48,8 + 3,5¢ 49,2 + 521 77,2 0,013 51,4
Kerti kakukkfii 49,2 +£2,7¢ 50,0 £3,0° 58,4 +4,2° 58,9 +5,7° 96,0 0,010 41,4
L-aszkorbinsav - - - - 3,97 0,250 1000
Rozmaringsav - - - - 4,02 0,250 988
Kavésav - - - - 4,24 0,238 936

A bemutatott 6sszes polifenol és antioxidans gatlas adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum, n=3; a
kiilonboz6 indexek szignifikans kiilonbségeket jeldlnek (p<0,05); *, 20-szorosan higitott mintak; GAE, galluszsav

egyenérték; AAE, aszkorbinsav egyenérték
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A DPPH modszerrel meghatarozott antioxidans kapacitas értékeket
szintén a 8. tablazat tartalmazza, melybdl lathato, hogy a tinkturdk joval
kisebb mértékii (ICso > 19,2 pg/mL) aktivitdst mutattak a kalibralashoz
hasznalt L-aszkorbinsavval (ICso>3,97 pg/mL) illetve a pozitiv
kontrollként szolgalé rozmaringsavval (ICso > 4,02 ug/mL) és kavésavval
(ICs0 > 4,24 ng/mL) szemben. A tinktarak koziil a leger6sebb antioxidans
aktivitast a legnagyobb Osszes polifenol és rozmaringsav-tartalommal
rendelkezé szurokfli (ICso = 19,2 ug/mL), mig a legkisebbeket a kozel
azonos mennyiségi rozmaringsavat tartalmaz6 rozmaring
(ICs0 = 96,2 ng/mL) és a kerti kakukkfii (ICso = 96,0 ug/mL) esetében
mértem. Az orvosi zsdlya (ICsp=77,2 pg/mL) szintén gyengébb
antioxidans  aktivitdst =~ mutatott, ugyanakkor a  citromflinél
(ICs0=30,2 ug/mL) ¢és a borsosmentanal (ICso =31,0 pg/mL) mért
értékek jo antioxidans tulajdonsagokra utalnak.

A tinktarak és a standard vegyiiletek L-aszkorbinsav ekvivalensben
kifejezett értékét a 8. tdblazatban szintén feltlintettem. Vizsgalataim sordn
tovabba az osszes polifenol-tartalomhoz hasonldéan a %-ban kifejezett
antioxidans tulajdonsagok valtozasat is nyomon kovettem. Ehhez mig a
szurokfii, a citromfli és a borsosmenta tinkturakat 20-szorosan, addig a
rozmaring, az orvosi zsalya és a kerti kakukkfiikivonatokat 5-szérosen
higitottam 50:50 v/iv EtOH-H2O elegy alkalmazasaval. Ezen iranya
vizsgalataim sordn azonban szintén nem talaltam jelentds valtozasokat,
ugyanis a rozmaring tinktura kivételével egyetlen esetben sem talaltam
szignifikans (p<0,05) kiilonbségeket (8. tablazat).

Vizsgalataim tovabba ravilagitottak arra a tényre is, hogy az
antioxidans aktivitas 84,5%-ban a rozmaringsavnak tulajdonithatd

(13. 4bra).
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13. abra Lamiaceae csaladba tartoz6 novényekbol késziilt tinkturak 1/1Csp értékének
fliggése a rozmaringsav-koncentraciotol. A kiilonb6zé szinek a szurokfiivet (barna),
a citromfiivet (piros), a borsosmentat (lila), az orvosi zsalyat (sziirke), a rozmaringot
(zo1d) és a kerti kakukkfiivet (kék) jelolik

A fennmaradd 15,5% egy része feltételezhetbéen mas fenolos
vegyiileteknek tudhatdo be, melyet a 14.abra is bizonyit, ugyanis
meglehetdsen nagy korrelaciot (92,3%) tapasztaltam az antioxidans

aktivitas és a kiilonb6z6 tinktarak osszes polifenol-tartalma kozott.

0,05 © f(x) =0,0007x - 0,0180
R? = 0,9229

0,04

0,03

1/1Cq,

0,02
0,01

0,00
30 40 50 60 70 80 90 100

Osszes polifenol-tartalom (mg GAE/g)

14. abra Lamiaceae csaladba tartozé ndovényekbol késziilt tinktarak 1/1Cso értékének
fliggése azok Osszes polifenol-tartalmatdl. A kiilonb6z6 szinek a szurokfiivet (barna),
a citromflivet (piros), a borsosmentat (lila), az orvosi zsalyat (sziirke), a rozmaringot
(zo1d) és a kerti kakukkfiivet (kék) jelolik

Ugyanakkor ezen abran az is lathatd, hogy mig a szurokfii, a citromfi,

a borsosmenta ¢s a rozmaring foként a fenolos vegyiileteknek koszonheti
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antioxidans tulajdonsagait, addig az orvosi zsalya és a kerti kakukkfii ezen
sajatossaga egyéb antioxiddns hatdsut masodlagos metabolitokkal is

Osszefliggésben lehet.

4.3 ADALEKOLT ETCSOKOLADE

4.3.1 Termékfejlesztés

A funkciondlis ¢lelmiszerként szolgald, ndvényi kivonattal
adalékolt étcsokoladé eldallitdsanak els6 és egyben legfontosabb Iépése a
funkcionalis 0Osszetevoként alkalmazott citromfli szaraz kivonatanak
(Melissae folii extractum siccum) az eldallitasa volt a VIII. Magyar
Gyogyszerkonyv (Ph.Hg.VIII.,, 2010b) és a korabbi eredményeim
figyelembevételével (4.1.2 fejezet). A liofilezéssel elballitott, 18,63 g
Ossztomegl, 88,4 + 3,7 mg/g rozmaringsavat tartalmazo, 50:50 v/v EtOH-
H20 elegyben jol oldodé szaraz Kivonatot a 15. abra szemlélteti, melyen
lathat6é, hogy fizikai tulajdonsagai megfeleltek a gyogyszerkonyvi

el6irasnak (barna, vagy zoldes barna, amorf por).

15. abra EtOH-H>0 (50:50 v/v) eleggyel készitett citromfii kivonatbol, vakuum
beparlas és liofilizalas utjan eldallitott szarazkivonat
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A kivonat szazalékos kitermelése, mely 24,83% volt
(100 x liofilizalt minta tomege /extrahalandé novény tomege) a liofilizalt
¢s poritott citromfiikivonat tdmegén alapult.

Az adalékolt csokoladé eldallitasa a szaraz kivonat rozmaringsav-
tartalmanak meghatarozasat kovetden a 3.10.2 alfejezetben leirtak szerint
valosult meg. Vizsgalataimhoz standard rozmaringsavval adalékolt és

kontroll étcsokoladét készitettem (16. abra).

A) B) C)

16. abra Kontroll (A), standard rozmaringsavval (B) és citromfii (C)
szarazkivonattal adalékolt étcsokoladé

4.3.2 [Extrakcios modszerfejlesztés adalékolt étcsokoladé

rozmaringsav-tartalmanak kinyerésére
4.3.2.1 Alkalmazott kivonoészer tipusa

A 17. dbraa MACs és a MAE eljarassal extrahalhato rozmaringsav
mennyiségét mutatja kiilonb6z6 tipusu és Osszetételii Kivonoszerek

alkalmazas mellett.
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17. abra Kiilonb6z6 tipusu és Osszetételii Kivondszerek hatasa citromfiivel
adalékolt  étcsokoladéban mért rozmaringsav-tartalomra.  Extrakcios
koriilmények: MACs, 120 min, szobahdmérséklet; MAE, 5min, 60°C. A
bemutatott adatok Aatlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum, n=3; a
kiilonb6z6 betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek (p<0,05)

Az abran egyrészt lathatd, hogy a tiszta EtOH kivételével az egyes
kivonodszerek jo kinyerési hatasfokot eredményeztek masrészt, hogy mig a
MAC:s esetében a tiszta MeOH (3,98 + 0,07 mg/g), addig a MAE-nal az
50:50 v/iv MeOH-H20 (3,95 + 0,25 mg/g) elegy alkalmazasaval mértem a
legjobb rozmaringsav kihozatalt, mely rendre 5,5- és 6,1-szeres hatéanyag
tartalom novekedést jelentett a legkisebb ¢és a legnagyobb mért érték
kozott. A 17. abran tovabba megfigyelhetd, hogy a MAE esetében az
50:50 v/iv EtOH-HO (3,81 +0,17 mg/g) eleggyel extrahalhatdo végsd
hatéanyag koncentracido megegyezett a tiszta MeOH (3,85 + 0,10 mg/g)
esetében mért értékkel. A MACs eljarasnal hasonld Osszefiiggését nem
tapasztaltam, ugyanis az eredmények minden esetben szignifikans
kiilonbségeket (p<0,05) mutattak.
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4.3.2.2 Kivonas idotartamanak hatasa

Mivel a korabbiakhoz hasonléan méréseimet az OFAT
megkdzelités elv szerint végeztem, ezen iranyl vizsgalataimhoz a MACs
eljarasnal tiszta MeOH, a MAE extrakcional pedig 50:50 v/v MeOH-H,0
elegyet hasznaltam. Eredményeimet a 9. tablazatban szemléltetem
melybdl lathatd, hogy a kinyerési id0 tekintetében hasonld tendenciat
tapasztaltam, mint a 4.1.2.3 alfejezetben ismertetett névényi kivonatok
esetében, ugyanis mig a hagyomanyos MACs esetében 60 perc, addig a
MAE moédszernél mar 5 perc elteltével kinyerhetd az étcsokoladéhoz

adalékolt citromfli szarazkivonatban 1év6 rozmaringsav mennyisége.

9. tablazat Extrakcidés id6 hatasa a Kioldott rozmaringsav-
tartalomra kiil6nb6z6 extrakcios eljarasok esetében

Rozmaringsav- Rozmaringsav-
Extrakcio tartalom Extrakcio tartalom
idétartama (mg/g) idétartama (mg/g)
(min) (min)
MACs MAE
30 3,74+0,212 5 3,95+0,12°
60 3,93+0,12° 10 3,9840,05°
120 3,98+0,07° 15 3,9740,32°
240 3,81+0,17¢ 30 3,96+0,35°
1440 3,86+0,10¢ . .

A bemutatott adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia
intervallum; a kiilonb6z6 indexek szignifikans kiilonbségeket
jelolnek (p<0,05)

A 9. tdblazatbol lathatd, hogy a csokoladé matrixban 1évd
rozmaringsav extrahalhatd mennyiségére a kezelés id6tartama nincs
jelentds hatassal, hiszen mig a MAE esetében egyaltalan nem mutatkozott
az eredményekben (3,95+ 0,12 mg/g - 3,98 + 0,05 mg/g) szignifikans
kiilonbség (p<0,05), addig a MACs eljarasnal is csupan 6%-0s hatéanyag
tartalombeli kiilonbség volt kimutathato a legnagyobb (3,98 + 0,07 mg/q)
és a legkisebb (3,74 =0,20 mg/g) mért érték kozott. Eredményeimbol
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ugyanakkor az is megfigyelheté, hogy a 120 perces MACs-¢l végzett
kivonatolas (3,98 £ 0,07 mg/g) ugyanakkora hatéanyag-tartalmat
eredményezett, mint a 10 perc ideig tartd6 MAE (3,98 = 0,05 mg/g).

A fentebb és az el6z6 fejezetben bemutatott eredményeket
figyelembe véve a standard rozmaringsavval adalékolt és a kontroll
csokoladé vizsgalatahoz a MACs és a MAE esetében, rendre tiszta MeOH-
t és 120 perces kezelési id6t, valamint 50:50 v/iv MeOH-H-0 elegyet és 5
perces kivonasi idOtartamot hasznaltam. A 400 mg standard
rozmaringsavat tartalmazd étcsokoladébol (100 g) a hatdanyag
maximalisan kinyerheté mennyisége a MACs eljarassal 3,82 + 0,07 mg/g,
a MAE esetében pedig 3,78 + 0,07 mg/g volt.

4.3.3 Folyadékkromatografias modszerfejlesztés

A ndvényi szaraz kivonattal adalékolt étcsokoladébol MACs és
MAE atjan kinyert rozmaringsav analizisére forditott fazisq,
nagyhatékonysagu  folyadékkromatografias  (RP-HPLC)  eljarast
dolgoztam ki és validaltam, egy 150 mm hosszu, 3 mm atmérdjii és 5 pm
szemcseméretii mag-héj toltetii allofazison (Ascentis Express).

Ahogy azt a 2.9.1 alfejezetben is emlitettem a rozmaringsav
analizisénél dontd fontossagli az alkalmazott eluens pH-ja azéltal, hogy
ezen paraméter egyrészt befolyasolja a vegyiilet visszatartasat az
allofazison masrészt pedig, hogy hatast gyakorol a csucsalakra. A
rozmaringsav ionizaciojanak visszaszoritasa végett, azaz, hogy az elemzés
soran neutralis formaban legyen jelen, a pH hatdsat kiilonb6zo
tartalmaz6 rendszerekben vizsgaltam. A legjobb elvalasztasi teljesitmény
a 05v/v%, azaz korilbelil 0,07M koncentracioju (pH=1,72)

foszforsavoldat esetében mutatkozott meg. Az optimalizalas tovabbi
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szakaszdban vizsgaltam még az eluens aramlasi sebességének
(0,5-0,8 mL/min) és a minta injektalt térfogatanak (1 és 2 ul) a hatasat
is. Mig az utdbbi paraméter nem befolydsolta a rozmaringsav elvéalasztasat
és csucsalakjat, addig az el6bbinél a nagyobb aramlasi (0,8 és 0,6 mL/min)
térfogatoknak az alkalmazasa a rendszer felbontoképességének €s elméleti
tanyérszamanak csokkenését eredményezték. Ezen oknal fogva végiil
optimalis aramlasi sebességnek 0,5 mL/min-t, mintatérfogatnak pedig
2 nL-t valasztottam. A teljes elemzési id6 35 perc volt. Az optimalizalt
rendszerrel felvett kontroll, citromfii szarazkivonattal, illetve standard
rozmaringsavval adalékolt ¢étcsokoladé kromatogramjait a 18. abra

mutatja.

Rozmaringsav

Abszorbancia

000 T T T T

210 20 20 I 70
/ Hulldmhossz (nm)
A A A. o M
1

L b)

<)

T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
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..
.

18. abra Extrahalt étcsokoladék kromatogramja, ahol a) étcsokoladé citromfii
szarazkivonattal b) étcsokoladé standard rozmaringsavval c) kontrollcsokoladé.
Extrakcios kortilmények: MACs, 120 min, szobah6mérséklet

Az extrahalt csokoladé mintaoldatok kozvetleniil, mintaeloOkészités
nélkil keriiltek elemzésre. A 200 és 400 nm-es detektalasi

hullamhossztartomanyban felvett adatok elemzését kovetéen a
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rozmaringsav mennyiségi vizsgalatdhoz a legnagyobb jelintenzitéast
mutaté 330 nm-es hullamhosszt valasztottam. A 18. dbran tovabba jol
lathat6, hogy a rozmaringsav zavarasmentesen mérhetd, hiszen a citromfii
szarazkivonattal adalékolt étcsokoladéban jelenlévé egyéb kisebb
komponensekt6l jol elkiiloniil. A kontroll csokoladéban rozmaringsavat és
egy¢b fenolos savakat nem detektdltam. A tovabbi mindségbiztositas
érdekében a mintakomponens csucstisztasaganak (0,9987) ellenérzését a
korabbiakhoz hasonldan szintén elvégeztem.

A kromatografids  rendszer megfeleld6  miikodését a
rendszeralkalmassagi teszt alapjan kapott eredmények és azok RSD%

értékei (0,1-1,8%) bizonyitjak (10. tablazat).

10. tablazat A kifejlesztett RP-HPLC moddszer rendszeralkalmassaga

Matrix Elméleti RSD Szimmetria RSD Felbonts RSD Retenciés RSD
tanyérszam (%) faktor (%) (%) id6 (min) (%)

Standard oldat (ng/mL)

10 153 189 15 1,041 0,10 - - 15,17 0,42

100 150 155 1,8 1,071 0,85 17,63 1,8 15,18 0,66

400 141 017 1,8 1,150 0,31 17,21 15 15,16 0,36

Csokoladé (mg/g)*

Citromfl szarazkivonat 145 896 05 1,064 0,37 2,96 0,2 15,16 0,55

Standard rozmaringsav 155 926 04 1,075 0,31 16,23 2,7 15,18 0,53

A bemutatott adatok atlagértékek + RSD%; n=3; * — az adalékolt étcsokoladék
névleges koncentracidja 4 mg/g

Az adalékolt étcsokoldadék mg/g egységben kifejezett
rozmaringsav —mennyiségének meghatarozdsa a kordbbiakban is
alkalmazott kiils6 standard addiciés technikdval wvalosult meg. A
rozmaringsav 15,2 min retencios idével detektalhato, 0,0021 mg/mL LOQ
értekkel. Az 5-800 pg/mL koncentracidtartomanyban 8 pontra felvett
kalibracios egyenes meredeksége 5530 mL/pug, tengelymetszete pedig
2490 volt. Az 1,0000 determindcios egyiitthatd a modszer kitiind
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linearitasat bizonyitja. A moddszer érvényesitése soran ugyancsak jonak
talaltam az ismételhetdséget €s a reprodukalhatésagot, mivel a 10, 100 és
400 pg/mL koncentracioji standard rozmaringsav oldatok, tovabba a
standard rozmaringsavval ¢s a citromfii szarazkivonattal (Melissae folii
extractum siccum) adalékolt csokoladé mintaoldatok egy napon beliil,
illetve napok kozott mért koncentraciojanak relativ szordsai rendre 0,92%,

illetve 2,3% alatt voltak (11. tablazat).

11. tablazat A kifejlesztett RP-HPLC moddszer precizitasi paraméterei

Napon beliili Napok kozotti

Lo ismételhetoség ismételhetdség (3 nap)

Matrix
Mért konc. RSD(%) Mért konc. RSD(%)

Standard oldat (ng/mL)
10 9,30 0,72 8,97 1,82
100 100 0,83 98,9 2,34
400 400 0,45 379 2,17
Csokoladé (mg/g)*
Citromfii szarazkivonat 3,98 0,79 3,94 1,02
Standard rozmaringsav 3,82 0,92 3,77 1,54

A bemutatott adatok atlagértékek, n=3; *, az adalékolt étcsokoladék névleges
koncentracioja 4 mg/g

A modszer pontossagadnak meghatarozasahoz hasznalt szdzalékban
kifejezett visszanyerés értékek— melyek 95,4 + 1,2 és 94,6 + 0,9% voltak
rendre a MACs és a MAE esetében— szintén a modszer megfeleldsségét
tamasztottak ala. A fenti eredmények alapjdn Osszességében tehat
elmondhato, hogy a kifejlesztett RP-HPLC eljaras alkalmas az adalékolt
étcsokoladéban  1évé  rozmaringsav  mindségi  és  mennyiségi

meghatarozasara €és nyomonkdvetésére.
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4.3.4 Eltarthatésagi vizsgalat a rozmaringsav fiiggvényében

A 174 napos tarolas hatdsat a citromfli szarazkivonattal, illetve a
standard rozmaringsavval adalékolt étcsokoladék mg/g-ban kifejezett
rozmaringsav-tartalmanak mennyiségére, illetve valtozasara (A), tovabba

szazalékban (%) kifejezett bomlasi értékére a 12. tablazat tartalmazza.

12. tablazat Hiitott koriilmények kozott tarolt (5°C) adalékolt étcsokoladé
rozmaringsav komponensének stabilitasa

Csokoladé Tarolasi Rozmaringsav
id6 (nap) mg/g Ac (mg/g)  Bomlas (%)

Citromfii 0 3,98+0,072 -

szarazkivonat g 3,93+0,152 -0,05 13
58 3,94+0,102 -0,04 1,0
87 3,93+0,102 -0,05 1,3
116 3,91+0,152 -0,07 1,8
145 3,90+0,222 -0,08 2,0
174 3,89+0,122 -0,09 2,3

Standard 0 3,8140,10° -

rozmaringsav 29 3,85+0,15b 0,04 -1,0
58 3,8140,07° 0,00 0,0
87 3,83+0,07° 0,02 0,5
116 3,80+0,02° -0,01 0,3
145 3,82+0,10° 0,01 -0,3
174 3,79+0,22° -0,02 0,5

A bemutatott adatok atlagértékek + 95%-0s konfidencia intervallum, n=3;
a kiilonbozo indexek szignifikans kiillonbségeket jelolnek (p<0,05); Ac, a

koncentracio valtozas

A fenti tablazatbol jol lathatd, hogy a rozmaringsav kezdeti és
szarazkivonattal sem a standard rozmaringsavval adalékolt étcsokoladé
esetében nem mutatkozott. A legnagyobb hatéanyagbomlast ugyanis a

citromfi szarazkivonattal adalékolt étcsokoladé esetében konstataltam
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csupan 2,3%-os veszteséggel, mely elhanyagolhatonak tekinthetd a 10%-
os elfogadhatosagi szinthez képest, rdadasul a mért értékek kozott
szignifikans kiilonbségek (p<0,05) sem voltak kimutathatok. A
12. tablazatbol tovabba lathatd, hogy a standard rozmaringsavval adalékolt
étcsokoladé jobb  stabilitast mutatott. Ez esetben ugyanis a
3,81+ 0,10 mg/g kezdeti rozmaringsav-koncentracio csupan
3,79+ 0,22 mg/g értékre csokkent, mely 0,5%-0s hatéanyagbomlasnak
felel meg. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a mért értékek

statisztikailag (p<0,05) ebben az esetben sem kiilonboztek egymastol.
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5 EREDMENYEK MEGVITATASA ES KOVETKEZTETESEK

5.1 Extrakcios  modszerfejlesztés  folyékony  gyogynovény-

kivonatokban 1évo rozmaringsav kinyerésére

A novényekben 1évé rozmaringsav kinyerése ¢és kiilonféle
készitményekben torténd felhasznaldsa az elmult években egyre nagyobb
figyelemnek 6rvend, koszonhetden kedvezo tulajdonsagainak. E vegyiilet
ellentmondasos, raadasul a kiilonféle extrakcidos technikdknak a
rozmaringsavra  gyakorolt hatasdval kapcsolatos  Osszehasonlitd
vizsgélatok is hianyosak. A vegyiilet kinyeréséhez hasznalt modszereket
illetéen igencsak széles képet kapunk az irodalomban, hiszen a
hagyomanyos extrakcios technikdkon at (maceralas, perkolalas, Soxhlet-
extrakcio, stb.) az 0j extrakcios eljarasokig (MAE, szuperkritikus fluid
extrakcio, enzim segitett extrakcio, sth.) szamos példat talalunk (Ngo és
mtsai, 2018).

Az optimalis mintatomeg:kivondszer-térfogat arany tekintetében
az irodalmakban altalaban az 1:20 g/mL aranyt alkalmazzak, hiszen
szamos vizsgalat mutat ra arra, hogy ezen mintatdmeg:kivonoszer-térfogat
aranynak a nagyobb mértékben torténd alkalmazasa nincs szignifikans
hatassal a rozmaringsav kihozatalara. Ezen allitast Ondrejovi¢ és mtsai
(2009) is igazoltak. Citromfiivel végzett elemzéseik sordan ugyanis
optimalisnak az 1:20 g/mL és az 1:30 g/mL mintatomeg:kivondszer-
térfogat aranyt allapitottdk meg. Ezen adatok 6sszességében dsszhangban
allnak Zu és mtsai (2012) vizsgalataival is, hiszen 6k sem tapasztaltak
jelentds hatékonysag javulast abban az esetben, amikor a

mintatomeg:kivondszer-térfogat aranyt 1:20 g/mL-r6l  1:50 g/mL-re

Sik Beatrix — Doktori (PhD) Disszertacio 128



DOL: 10.15477/SZE.WAMDI.2021.009
Eredmények megvitatasa, kovetkeztetések

novelték. Ezzel szemben eredményeim azt mutattak, hogy az 1:20 g/mL
mintatomeg:Kivondszer-térfogat aranynak a novelése az 50°C-on végzett
MAE kivételével csak rovid extrakcios idok esetében nem eredményez
hatékonysag javulast. Az észlelt jelenség feltételezhetéen az irodalmi
attekintés c. fejezetben is emlitett telitési hatasbol adodott, ugyanis
hosszabb extrakcios iddtartamok mellett mar tobb esetben talaltam
novekedésbeli szignifikans kiilonbségeket (10. abra). Hasonld tendenciat
Huang és mtsai (2014) is megfigyeltek. Kinai bazsalikommal (Perilla
frutescens (L.) Britton) végzett vizsgalata soran ugyanis a legkisebb
rozmaringsav-tartalmat éppen az 1:20 g/mL mintatomeg:kivonoszer-
térfogat arany alkalmazasaval mérték, optimalisnak pedig az 1:45 g/mL
aranyt talaltak.

Ahogyan kordbban is emlitettem, a kotott fenolos savak esetében a
legjobb extrahalasi hozam érdekében javasolt a gyenge, vagy erds szerves
savak alkalmazasa. Mindezek ellenére kevés olyan tanulmanyt talalni az
irodalomban, amelyek a rozmaringsav extrahdldshoz savanyitott
Kivonodszert alkalmaznanak, noha jelen munkadm szintén megerdsitette
(11. abra) tobb szerz6 (Kosar és mtsai 2005; Putnik és mtsai, 2016) azon
megfigyelését, miszerint a Lamiaceae nodvényekbdl szarmazo,
természetben el6forduld rozmaringsav glikozidos forméja sosavval
savanyitott etanolos kivonatok esetében aglikonos formava alakul, ezaltal
novelve az extrakcids hozamot.

Az extrakcid tovabbi fontos tényezdje az alkalmazott kivonoszer
tipusa, mely a Kinyerési modszerektdl fiiggetleniil tobbnyire polaris
szerves oldoszer és viz keverékébdl all. A szerves oldoszer altalaban
metanol (Bandoniene és mtsai, 2005; Arceusz és Wesolowski, 2013), vagy

etanol (Peev és mtsai, 2011; Skowyra és mtsai, 2014). Ugyanakkor olyan
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egyéb szerves oldoszerek hasznalata is megfigyelhetd, mint példaul az
aceton (Lagouri és Nisteropoulou, 2009), vagy az etil-acetat (Dastmalchi
¢s mtsai, 2007). A két kivonoszerként leggyakrabban alkalmazott oldoszer
hatékonysagat illetéen azonban megoszlanak a vélemények, ugyanis mig
egyesek szerint a metanol (Paniwnyk és mtsai, 2009), addig masok szerint
az etanol (de Oliveira és mtsai, 2016, Fatma Ebru és mtsai, 2018)
hatékonyabb. Altalanossagban ugyanakkor elmondhaté, hogy a kutatok a
kozepes polaritasu kivondszer-rendszereket vélik optimalisnak. Durling és
mtsai (2007) példaul az 55-75 v/v kozotti EtOH-H20 elegyeket talaltak
megfeleldnek a szaritott orvosi zsalyaban 1év6 rozmaringsav kinyerésére.
Che Mansor és mtsai (2016) a vesetea (Orthosiphon stamineus Benth)
vizsgalata soran 50:50 v/v EtOH-H2O eleggyel nyerték a legnagyobb
rozmaringsav kihozatalt, de hasonlé etanol koncentraciot (60 v/v%)
talaltak optimalisnak Casoni ¢s mtsai (2017) is a borsikafi (Sateruja
hortensis L.) esetében. Ezen eredmények 6sszhangban allnak az altalam
kapott eredményekkel, hiszen vizsgalataim soran a legjobb rozmaringsav
kihozatalt az 50:50 és a 70 :30v/v EtOH-H20 elegyek esetében talaltam
(3. tablazat). Noha koztudott, hogy tiszta Kivonoszerként az etanol, vagy
metanol  kevésbé  hatékony a  rozmaringsav  extrakciojaban
(Id. 2.6.2 fejezet), e tipusu kivondszer-rendszerek hasznalatara is talalunk
példat. Ezesetben azonban a rozmaringsav természetébdl addddan
altalaban a polarosabb tulajdonsaggal rendelkez6 metanol hatékonyabb,
amit Paniwnyk ¢és mtsai (2009) is igazoltak munkajukkal, ugyanis
vizsgalataik soran a metanolos rozmaring-kivonatuknak a rozmaringsav
mennyisége (1,2 mg/g a szdraz ndvényi anyagra vonatkoztatva) hatszorosa

volt az etanolos kivonat¢hoz képest. Bar vizsgdlataim soran hasonld
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tendenciat tapasztaltam, ez a megallapitdas nem érvényesiilt minden
gyogynovény esetében (1d. Eredmények 4.1.2.2 alfejezet).

Az extrakcid6 homérsékletének a rozmaringsav kinyerhetd
mennyiségére gyakorolt hatdsaval kapcsolatosan ellentmondésos
informaciokkal talalkozhatunk. Ugyanis mig egyes kutatdsok szerint a
rozmaringsav meglehetésen széles hémérsékleti tartomanyban jo
stabilitdst mutat, kiilondsen alkoholos kivonatok esetében, addig mas
munkdk ¢épp az ellenkez6jérél szadmolnak be. A rozmaringsavnak
kavésavva torténd oxidaciojat Hossain és mtsai (2011) 150°C-nal nagyobb
hémérsékletek alkalmazéasanal figyelték meg, addig Dent és mtsai (2013)
90°C-on, Lau és mtsai (2014) pedig mar 70°C-on észlelték.

Dent és mtsai (2013), valamint Suhaimi ¢és mtsai (2019)
munkéjukban szintén kiemelik az altalam is tapasztalt jelenséget, vagyis,
hogy a kivonds idotartamanak jelentés hatdsa van a rozmaringsav
extrakcigjara, kiilonésen nagyobb hdmérséklet alkalmazdsa mellett.
Tanulmanyom tovabba ravilagitott arra a tényre is, hogy a hagyomanyos
maceralas id6tartamat, mely altaldban 7 nap, jelentés mértékben
csOkkenthetjiik, ha az eljarast a razas technikdjaval kombinaljuk
(5. tablazat). Ezen jelenség egyrészt a keverés miatt bekovetkez6 diffuzios
hatarréteg csokkenésével, illetve Fick II. torvényével (1d. (2) egyenlet)
magyarazhatd, mely kimondja, hogy bizonyos idd elteltével, egyensuly
beallta figyelheté meg a szilard matrixban 1év6é hatdéanyag és az oldat
koncentracioja kozott.

Osszességében ezen iranyn vizsgilataim eredményeként
elmondhato, hogy a rendelkezésre all6 nagyszamt szakirodalmi adat
ellenére elséként kézoltem egy olyan atfogd tanulményt (Sik és mtsai,

2020), mellyel bizonyitottam, hogy lehetséges egy extrakcios protokollnak
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a kidolgozasa a rozmaringsav kinyerésére fiiggetleniil a Nepetoideae

alcsaladba tartoz6 ndvényfajtol.
5.2 Tinktuarak eltarthatosaga

Az irodalomban ezen iranyt vizsgalatok a ndvényekben 1évo
polifenolos alkotokra — kiilondsen a Lamiaceae csalad esetében —
meglehetdsen korlatozott szamban allnak rendelkezésre. Ebbdl addddan
eredményeimnek  Osszehasonlitdsa mas szerzok eredményeivel
meglehetdsen bonyolult, mivel kevés olyan irodalmat taldltam, mely
hasonlé matrixban hosszi tdvon nyomon kovetné a rozmaringsavat. A
csalad marker vegyiiletének a novényi kivonatokban vald hossza tava
stabilitasar6l ugyanis, a legjobb tudomasom szerint, csupan Shafaei és
mtsai (2018) szamoltak be. Kisérletiikben a Lamiaceae csaladba tartozo
vesetea etanolos kivonataban a rozmaringsav, a 3'-hidroxi-5,6,7,4'-
tetrametoxiflavon, a szinenszetin €s az eupatorin vegyiileteket hataroztak
meg 6 honapig kiilonbozé hémérsékleteken (30-60°C). Kutatdsaik sordn
azt tapasztaltak, hogy a rozmaringsav stabilitasa gyengébb a tobbi vizsgalt
markeréhez képest, ugyanis e komponens esetében 30, 40, 50 és 60°C-on
25,52, 57 és 89%-0s veszteséget tapasztaltak. Eredményeim Gsszevetése
ezen ¢értekekkel meglehetdsen bizonytalan, ugyanis, mint ismert a
vegyliletek reakcidosebességét, ezaltal bomlasi értékét a homérséklet
nagymértékben befolydsolja. Eredményeim ezt az elvet alé is tamasztjak,
ugyanis a kerti kakukkfi €s az orvosi zsalya kivételével joval kisebb
veszteséget tapasztaltam. Vizsgalataim ugyanakkor azt is kimutattak, hogy
a rozmaringsav tiszta komponensként hosszu tarolasi idotartam mellett
joval stabilabb, mint egyéb kiséré komponensek jelenlétében (7. tdblazat).
Ezen megfigyelésem 0Osszességében Osszhangban 4ll Zhang és mtsai

(2012) altal kozolt eredményekkel, noha tanulmanyukban a tiszta
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rozmaringsavat, karnozolt és karnozinsavat, valamint ¢ harom antioxidans
tulajdonsagokkal rendelkezd vegyiiletnek az etanolos elegyét csupan 13
napon keresztiil vizsgaltdk. Eppen ezért nem meglepd, hogy a szerzok sem
a tiszta sem a keverék oldatban nem tapasztaltak a rozmaringsav bomlasat.
A ,valddi” novényi kivonatok esetében mindezekkel ellentétben azt
tapasztaltam, hogy a szoban forgd vegyiilet meglehetdsen instabil és
kezdetben gyorsan bomlik (7. tablazat). A transz-rozmaringsavnak
protikus poléris szerves kivondszerekben torténd gyors bomlasat
Razborsek (2011) is megfigyelte. A 7.tablazatban ugyanakkor az is
lathatd, hogy a rozmaringsav bomlasdnak mértéke ¢és a kavésav
mennyiségének ndvekedése kozott linearis kapesolat nem all fenn. Ezen
jelenség egyik magyarazata, melyet vizsgalataimmal ald is tdmasztottam,
hogy a rozmaringsav nem csupdn kavésavra, hanem egyéb vegyiiletekre is
bomlik (12. abra). Tovabbi lehetséges ok, hogy a keletkez6 kavésav
meglehetdsen instabil és szintén tovabbi komponensekre bomlik.

Az eltarthatosagi vizsgalatok soran a spektrofotometrias eljarasok
altalaban nem kielégitéek melynek egyik oka, hogy ezen méodszerek nem
specifikusak, azaz a minta egészére nem pedig az ICH Q1A (R2) Guidline
eldirasa alapjan elvart marker, vagy terapids hatassal rendelkezd
vegyiiletre/vegyiiletekre vonatkozoélag nyujtanak informéciot. Legfébb
problémat azonban egy, vagy tobb komponensnek az 10j antioxidans
jellegi vegyiiletekké valé bomlasa, illetve ezeknek a Folin-Ciocalteu
reagenssel valo reakcioja okozza, ezéltal torzitva az eredményeket
(Castro-Lopez ¢és mtsai, 2016). Ezen jelenségbdl fakado osszes polifenol-
tartalom novekedést vizsgalataim soran a rozmaring, a borsosmenta és a
citromfii esetében is konstataltam (8. tablazat). Mig a citromfiinél a

jelenséget feltételezhetéen a kavésav nagyobb mértékli novekedése
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okozta, addig ugyanez a rozmaringnal és a borsosmentanal nem mondhatd
el, hiszen ahogy az a 12. abran is lathatd ezen gyogyndvények esetében a
kavésav mellett egyéb azonositatlan vegyiiletek kromatografias cstics
alatti teriiletének novekedését is megfigyeltem. Mindezek ellenére a
spektrofotometrids  eljardsok  szamos  kiegészitd  informéacioval
szolgalhatnak egy-egy eltarthatosagi vizsgalat folyaman, hiszen ezen
modszerek segitségével megallapithatjuk egy ndvényi kivonat jotékony
hatassal rendelkez6 vegyiiletének, valamint 6sszes polifenol-tartalma és a
DPPH gyokfogo aktivitasa kozti Osszefiiggést. A kiillonbozd ndvényi
tinktarak Osszes polifenol-tartalma és DPPH gyokfogd aktivitas kozti
linearis Gsszefliggés tekintetében (14. abra) eredményeim Osszhangban
alltak Chrpova és mtsai (2010) altal talaltakkal. Vizsgalataimmal tovabba
alatamasztottam, hogy a tinktirak rozmaringsav-tartalma és DPPH
gyokfogd aktivitasa kozott linearis kapcsolat all fenn (13. dbra). Ezen
eredményeimet Fletcher és mtsai (2005) is igazoltak (R?=0,64) kiilonbdz6
menta fajokndl, de hasonld Osszefiiggést figyelt meg Lagouri és
Nisteropoulou (2009) is szurokfii, kakukkfii és bazsalikom fajok esetében
(R?=0,85). Lamien-Meda és mtsai (2010) ugyanakkor velem ellentétben
nem talaltak szoros Kkorrelaciot kiilonb6z6 orvosi zsalya kivonatok
esetében (R?=0,34).

Mindent egybevéve, kisérleti adataim azt mutatjak, hogy mig a
kerti kakukkfii tinktGra eltarthatosagi ideje kevesebb, mint 27 nap az
EMA-HMPC iranyelve alapjan, addig a citromfii, a szurokfli és orvosi
zsalyabol  készitett kivonatok akadr 55 napig is tarolhatok
szobahOmérsékleten, fénytdl védett helyen. A legjobb eltarthatosagi

idotartammal (<113 nap) a borsosmenta €s a rozmaring rendelkezett.
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5.3 Rozmaringsavat tartalmazé  étcsokoladék  elemzéseivel

kapcsolatos eredmények

Manapsag a kutatok egyre nagyobb figyelmet forditanak a
természetes Osszetevok (fenolos savak, flavonoidok, vitaminok stb.)
funkcionalis tulajdonsagainak kiaknazasara. Ebbol adoddan egyre tobb
olyan vizsgalattal talalkozhatunk ahol ezen komponensek a kiilonb6z6
¢lelmiszerekben, mint funkcionalis dsszetevok jelennek meg (Caleja és
mtsai, 2017b). Kutatasom soran egy olyan teljesen uj, innovativ
funkciondlis étcsokoladét fejlesztettem ki, mely elsdsorban a kognitiv
funkciokat befolyasoldo kronikus betegségben szenvedd egyének

A csokoladétermék fejlesztése soran a fogyasztdi szempontbol
nem kivanatos organoleptikus tulajdonsagok (keserti iz elkeriilése) mellett
nagy hangsulyt fektettem a rozmaringsav bevitelébdl esetlegesen fellépd
karos human egészségi hatasok elkeriilésére is. Ennek szellemében az
ajanlott napi fogyaszthatd csokoladé mennyisége (25 g) olyan mértékben
tartalmazott rozmaringsavat (100 mg) mellyel korabbi vizsgalatok szerint
kedvez6 hatdsokat lehet elérni kiillonbozd kognitiv kdrosodasok esetén,
artalmas mellékhatasok fellépése nélkil (Tal Friedman, 2015).
Mindazonaltal fontos ismét megjegyeznem, hogy Noguchi-Shinohara és
mtsai (2015) napi 500 mg ADI értéket allapitottak meg a rozmaringsav
esetében. Ezen érték alapjan elvégzett kockazatbecslés szerint 125 g
adalékolt étcsokoladé elfogyasztasa feltételezhetden még nem okoz karos
hatasokat tartos fogyasztas esetén sem. Ennek ellenére ilyen mértéki napi
csokoladé bevitel semmiképp nem ajanlatos, hiszen olyan problémakhoz
vezethet, mint az elhizas vagy a 2-es tipust diabetes mellitus (Shah és

mtsai, 2017). Az irodalomban rozmaringsavat tartalmazé novényi
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szarazkivonattal adalékolt étcsokoladé vizsgalatdra nem talalunk példat.
Ezen oknal fogva annak igazoldsara, hogy a bizonyitottan nagy
rozmaringsavat tartalmazo citromfii (5. tablazat) alkalmas az étcsokoladé
funkciondlis tulajdonsagainak novelésére HPLC vizsgalati moddszert
kellett kidolgoznom. Eredményeim minden esetben a kidolgozott RP-
HPLC eljaras  alkalmassdgat tamasztottdk ald. A vizsgalt
rendszeralkalmassagi paraméterek (10. tablazat) ugyanis megfeleltek azon
kritériumoknak, melyeket az anyag és modszer 3.8.2 alfejezetében Seo és
mtsai (2016) altal megfogalmazottak szerint felallitottam.

A rozmaringsav megfeleld extrakcids hatékonysaganak elérése,
illetve a HPLC elemzés soran alkalmazott allofazis védelme érdekében a
mintaelOkészités soran biztositani kellett a csokoladé lipid fazisanak
eltavolitasat. Ehhez azonban dontd jelentdségiinek bizonyult egy olyan
kivonodszernek az alkalmazasa, mely nem befolyasolja a csokoladéhoz
adott rozmaringsav mennyiségét. Mivel koztudott, hogy a fenolos savak
jol oldodnak kozepes, illetve nagy polaritast szerves kivonoszerekben, a
csokoladé lipid fazisanak eltavolitdsahoz az apoléaros tulajdonsagokkal
rendelkezd n-hexant valasztottam.

Mivel tobben beszamoltak (Jakobek, 2015, Alu’datt és mitsai,
2017) a polifenolok és az €élelmiszer-Osszetevok (szénhidrat, fehérje, zsir,
stb.) kozotti kolesonhatasokrodl, célul tiiztem ki annak vizsgélatat, hogy a
csokoladé Osszetevéi milyen mértékben befolyasoljak a rozmaringsav
mennyiségét. Ehhez azonban egy hatékony extrakcios modszer
kidolgozasara volt sziikség, ugyanis egy nem optimalizalt modszerrel
kinyerhetd hatdéanyag mennyisége akar joval kevesebb is lehet, mint
amennyi valdjdban a termékben megtalalhato. Ezt a feltételezést

eredményeim is alatamasztottak, hiszen az alkalmazott kivonoszer
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tipusatol fiiggben az extrakcid hatékonysaga 16,3% ¢és 99,5% kozott
valtozott. Noha az irodalomban talalunk tobb olyan vizsgélatot (BelS¢ak
és mtsai, 2009, Tuenter és mtsai, 2020) melyek a csokoladéban 1évo
fenolos savak meghatarozasara iranyulnak, arra vonatkozolag, hogy a
kivonatolas soran alkalmazott kivondszerek hogyan hatnak a
csokoladéban 1év6 hatdéanyag kinyerheté mennyiségére, nincs adat. Az
adalékolt étcsokolddéban 1évé rozmaringsav vizsgalata soran ugyanakkor
hasonld tendenciat véltem felfedezni, mint amelyet a ndvényi
kivonatokban 1év6 rozmaringsav elemzésénél is tapasztaltam, s melyet
Durling és mtsai (2007), valamint Paniwnyk és mtsai (2009) is
megfigyeltek vizsgalataik soran. Az extrakcids id6 a csokoladé matrix
esetében kevésbé bizonyult meghatarozé tényezének. A szazalékban
kifejezett extrakcios hatékonysagok ugyanis a MACs és a MAE esetében
rendre 93,5%, illetve 98,7% felett voltak. Azon korabban tapasztalt
jelenség, miszerint a MAE csupdn az extrakcios i1d0 tekintetében
produktivabb a hagyomanyos kivonatolasi eljardsokhoz képest a
csokoladé matrix esetében is megmutatkozott (9. tdblazat). A jelenséget
Dragovi¢-Uzelac ¢és mtsai (2012) is megfigyelték az orvosi zsalyanak a
MAE ¢és a forraldsos visszafolydztatassal végzett extrakcidja soran.

A kifejlesztett csokoladétermék esetében a tinkturdkhoz hasonléan
eltarthatosagi vizsgalatokat is végeztem, mely soran igazoltam, hogy az
étcsokoladé megfeleldé hordozématrix a novényi kivonatokban 1€vo
fenolos komponensek, jelen esetben a rozmaringsav szamara. Hasonlo
megallapitasra jutott Muhammad és mtsai (2021) a fahéjjal, illetve
Loncarevi¢c és mtsai (2018) a szederlével adalékolt fehércsokoladé
esetében is. Vizsgalataim ugyanakkor a csokoladématrix esetében is

alatamasztottdak azt a tényt, miszerint a rozmaringsav tiszta
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komponensként hosszu tarolasi idétartam mellett joval stabilabb, mint
egyeb kiséré komponensek jelenlétében (12. tablazat).

Ezen iranyu vizsgalataim alapjan 6sszességében elmondhatd, hogy
a kifejlesztett termék hiitve tarolasa soran megtartotta a funkcionalitasat
fokoz6 és egyben terapias hatasat biztositd rozmaringsav mennyiségét.
Ennek alapjan eltarthatdsagi ideje hiitott koriilmények kdzott minimum fél

év.
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6 OSSZEFOGLALAS

A rozmaringsav kedvez6 élettani hatasai (antioxidans, antikarcinogén,
antiallergén, gyulladascsokkentd, stb.) mellett a neurodegenerativ
rendellenességek (Alzheimer- és Parkinson-kor) kialakulasat gatld
tulajdonsagai miatt keriilt napjaink farmakologiai kutatadsainak
kozéppontjaba.

A fenti szemlélet alapjan a doktori képzésben végzett kutaté munkam
alapvetd célkitlizése a Lamiaceae csalad Nepetoideae alcsaladjaba tartozo
novények (M. officinalis, M. piperita, T.vulgaris, O. vulgare,
R. officinalis,  S. officinalis)  rozmaringsav-tartalmanak  maximalis
kinyerése ¢és felhasznalasa volt kilonféle, étrend-kiegészitd és
funkcionalis  élelmiszerek fejlesztéséhez. Ehhez elsé 1épésként
HPLC - DAD moddszerrel vizsgaltam a kivalasztott névényekbdl MACs,
HRE ¢és MAE utjan eldallitott kivonatok rozmaringsav Osszetételének
valtozasat  kiilonféle extrakciés paraméterek bedllitisa mellett.
Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a hatdanyag mennyiségét a
kivonodszer tipusa és Osszetétele mellett annak pH-ja is befolyasolja.
Tovabba, hogy az extrakcios id6 helyes megvalasztasa dontd jelentéséggel
bir kiilonésen nagyobb extrakciés homérsékletek alkalmazasa esetén.
Mindemellett ezen vizsgalataim alapjan azt taldltam, hogy leginkabb a
szurokfii (O. vulgare) és a citromfii (M. officinalis) leveleib6l készitett
kivonatok lehetnek alkalmasak funkcionalis élelmiszer Osszetevoként,
nagy rozmaringsav-tartalmuknal fogva.

Masodik {6 célkitlizéseim kozott a vizsgalt ndvényekbdl eldallitott
tinkturak stabilitasanak elemzése szerepelt, ugyanis ezen tipust
vizsgalatok meglehetdsen alulreprezentaltak a farmakognozia tertiletén,

noha egy termék altal kozvetitett megfelelé hatékonysag biztositasa
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érdekében fontos a hatdanyag megfeleldé mennyiségének garantalasa az
egész eltarthatosadgi idStartam alatt, kiilondsen olyan készitmények
esetében, ahol nem torténik hatéanyag-tartalom beallitas. A 6 honapos
,,otthoni” tarolasi koriilményeket szimulalod vizsgalatok soran a terapias
hatassal bir6 marker komponensen (rozmaringsav) kiviil a tinktarak
kavésav, 0Osszes polifenol és antioxidans tulajdonsagait is nyomon
kovettem. Eredményeim igazoltak azon korabbi megfigyeléseket, melyek
szerint a tinktardkban 1évo biologiailag aktiv hatdbanyagok meglehetdsen
rovid id6 alatt bomlasnak indulnak. HPLC-DAD modszerrel ugyanis
megallapitottam, hogy szobahémérsékleten a Lamiaceae novényekbdl
szarmazd rozmaringsav meglehetdsen instabil és tinktira forméjaban csak
rovid idejii mindségmegdrzési idovel tudja kozvetiteni az altala elvart
kedvezo élettani hatasokat. A kisérletbe bevont spektrofotometrias
vizsgalatokkal tovabba ravilagitottam arra, hogy a tinktirdk Osszes
polifenol-tartalma ¢s antioxidans tulajdonsagai linearis kapcsolatban
allnak rozmaringsav-tartalmukkal.

Harmadik f6 célkitlizésem egy Ujonnan Kkifejlesztett novényi
kivonattal adalékolt funkcionalis élelmiszer rozmaringsav profiljanak a
vizsgélata volt sajat fejlesztési RP-HPLC modszer segitségével. A
kidolgozott és érvényesitett modszer megfeleldsségét az analitikai
teljesitményjellemzdk igazoltdk. A rozmaringsav kinyeréséhez a kordbban
is alkalmazott extrakcidos moédszereket adaptaltam, vizsgalva azon fobb
extrakcids paraméterek hatasat melyek befolyasoljak a rozmaringsav
maximalisan kinyerhetd mennyiségét. Munkdm utolsé szakaszaban az
étcsokoladéhoz adalékolt rozmaringsav stabilitdsat vizsgaltam. A kapott
eredmények alapjan megallapitottam, hogy az étcsokoladé homogén

hatoanyag-eloszlast mutatott ¢&s alacsony homérsékletli tarolasi
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koriilmények kozott ,,megtartotta” a funkcionalitdsat fokoz6é ndvényi

kivonatban 1év6 rozmaringsav mennyiségét.
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1.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Megallapitottam, hogy a hagyomanyos (maceralas kevertetéssel,
forralas visszafolyoztatassal), valamint a mikrohullimmal segitett
folyadék extrakcio paramétereinek helyes megvalasztasaval a novényi
kivonatok rozmaringsav-tartalma, ezaltal minésége is nagymértékben
novelheté. Ehhez kisérletekkel igazoltam, hogy a kihozatalt elsGsorban
az alkalmazott kivonoészer tipusa, osszetétele és pH-ja, valamint kisebb
mértékben az extrakcio idStartama befolyasolja. Mindemellett
megallapitasra keriilt, hogy a rozmaringsav novényekbdl torténd

kinyerésére a legjobb kivondszer a 70:30:1 v/iviv EtOH-H>0O-HCI
elegy.

Vizsgalataimmal alatdmasztottam, hogy a rozmaringsav kinyerését
illetden a mikrohulldimmal segitett extrakcios technika a legtobb
gyogynovény esetében csupan az extrakcios id6 tekintetében (5 min)
produktivabb a hagyomanyos kivonatolasi eljarasokhoz (maceralas

kevertetéssel (120 min), forralas visszafolyoztatassal (15 min)) képest.

Igazoltam, hogy szobahémérsékleten a névényekbdl szarmazo, terapias
hatassal rendelkezd rozmaringsav meglehetdsen instabil, ennél fogva a
komponens tinktura formajaban csak révid idejii mindségmegdOrzési
idovel (<113 nap) tudja kozvetiteni az altala elvart kedvezd élettani
hatasokat. Linearis korrelaciot tartam fel ugyanakkor a tinkturak
antioxidans aktivitasa, osszes polifenol (R?=0,92) és rozmaringsav

(R?=0,85) tartalma kozétt.

A citromfli szarazkivonattal adalékolt étcsokoladé rozmaringsav-
tartalmanak kinyerésére szilard-folyadék extrakcids eljarast dolgoztam

ki. Bizonyitottam, hogy az eredetileg novényekbdl torténd,
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rozmaringsav kivonasara kidolgozott maceralas kevertetéssel (120 min,
szobahémérséklet, 120 rpm) és mikrohullammal segitett extrakcid

(5 min, 400 W, 60°C) a csokoladé esetében is alkalmazhatok.

5. Forditott ~ fazisi  folyadékkromatografidss  UV-spektrometrias
(RP - HPLC-DAD) eljarast dolgoztam ki étcsokoladé matrixban 1év6
rozmaringsav nagyérzékenységli szelektiv meghatarozasara. A
kifejlesztett analitikai modszerem alkalmazhatosagat a
rendszeralkalmassagi vizsgalatok elvégzése mellett a kovetkezd
teljesitményjellemz0k  meghatdrozasaval  igazoltam: linearitas
(5 - 800 ug/mL), visszanyer¢s (R%=>94,6), precizitas
(0,5 - 2,4 RSD%), valamint meghatarozasi hatar
(LOQ=0,0021 mg/mL).

6. A Kkifejlesztett RP-HPLC-DAD eljarassal igazoltam, hogy az
étcsokoladé funkcionalitasa fagyasztva szaritott citromfiikivonattal
fokozhato. Megallapitottam tovabba, hogy a kivald hatéanyag eloszlas
¢és stabilitds miatt (=6 honap) a csokoladé idedlis hordozé matrix
szerepet  tolthet be a  ndvényi  kivonatok  bioaktiv

komponensének/komponenseinek szervezetbe torténd juttatasahoz.
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