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BEVEZETES

A Calendula officinalis L. antimikrobidlis, fert6tlenitd, seb- és fekelygyogyito
tulajdonsagai miatt jol ismert gyogyndvény, nagy elismerésnek Orvend a
természetgyogyaszatban, vérnyomascsokkentd hatasa is kozismert. Ez a gydgyndveény
sz¢les korben megtalalhato a gyogyszertarak polcain, szépségapolasi termékekben és étrend-
kiegészitokben egyarant. Ezen okok miatt tartottam fontosnak, hogy ebben a témakdrben
végezzek kutatasokat.

A kutatas 6 célja: megvizsgalni milyen hatassal van a megndvekedett UV-B fény
expozicidja a Calendula officinalis L. flavonoid-, és antioxidans termelésére.

A kutatas soran végzett feladataim a kovetkezok voltak:

. Szakirodalombol Gsszegylijteni mindazokat a modszereket, és miiszereket, amelyek
alkalmazhatok a flavonoid tartalom kimutatdsara.

2. Elozetes kisérletek elvégzése.

3. A Calendula officinalis L.szabadfoldi termesztése a szaraz anyag elokészitése.

4. A Calendula officinalis L.termesztése laboratoriumi koriilmények kozott, UV lampaval
torténod megvilagitasa a flavonoid tartalom novelése érdekében.

5. A mintak eldkészitése a vizsgalatra.

6. A vizsgalatok elvégzése nagy hatékonysaga folyadékkromatografiaval (HPLC).

7. A kvercetin tartalom kimutatasa.

8. A kapott eredmények kiértékelése.



L. IRODALMI ATTEKINTES

Az irodalom feldolgozasa soran részletesen megismerkedtem a Calendula officinalis
L. jotékony ¢és gyogyhatasaival, a benne talalhato flavonoidokkal. Tanulmanyoztam, hogy
mely vegyiiletek felelosek a viragzat szinéért, hogyan névelheto a flavonoid tartalom, milyen
tényezOk befolyasoljak ezt. Tovabba attekintettem a flavonoid tartalom kimutatasara
alkalmazhatd muszereket és modszereket is.

A munkamban szeretnék részletesebb leirast nydjtani a HPLC analitikai miiszer
fontosabb alkotd elemeinek sajatossagairdl, amely képes kimutatni, elkiiléniteni ¢s
mennyiségileg meghatarozni a vizsgalt mintaban talalhaté kromofor egységgel rendelkez6
szerves molekulakat.

A Calendula officinalis L. masnéven kordmvirag a népi és tudomanyos gyogyaszat
egyik legnépszeriibb névénye. A virag eléfordulasa a természetben sargatol narancssargaig
terjedo szinekben pompazik. A virdg szine tobbnyire a természetes pigmentektol:
karotonoidoktol és flavonoidoktol fligg. (PIENTEA, MTSAL., 2003)

A karotin felelds a novény sarga, narancssarga és piros szinéért. A vizsgalt novény
flavonoidjai jelent0s szerepet tdltenek be az oxidativ stressz elleni védekezésben. A
flavonoidok ¢és karotinoidok természetes szinezékként hasznalhatok. Ezeknek a
pigmenteknek a mennyisége ¢s tulajdonsagai alapvetden befolyasoljak a korémvirag szinezé
képességét. (PICCAGLIA MTSAL, 1997; SIMONOVA, 2010 ES HONORIO, MTSAL, 2016) A
flavonoidok osztalydba tartoznak az antocianinok — fontos pigmentek a viragokban,
gyiimolcsokben és levelekben, vizualis jelként szolgalnak a beporzok szamara. Az
antocianin pigmentek feleldsek a viragok voros, lila és kék szinének tobbségéért. (JAAKOLA
ES HOHTOLA, 2010)

A szakirodalombol ismert, hogy a Calendula officinalis L. egy olyan gydgyndvény,

amely nagy mennyiségben halmoz fel karotinoidokat a viragzataban.

% V2 Vo V2 VN 25 W

1.4bra: B- karotin szerkezete



A viragban, a leveleiben, a magjaban, a gy0kérzetében ¢€s a viragzataban, tobb mint
4000 flavonoidot azonositottak. Ezeket az anyagokat a biologiai aktivitasuk miatt
tanulmanyoztak. (HEIM MTSAL., 2002 ES (PICCAGLIA MTSAL, 1997)

A Sharovo ¢s kollégai (2007) azt tapasztaltadk, hogy a ndvénynek a flavonoid
Osszetétele az irodalmi forrasokban ellentmondasos: az egyikben a rutin, a masikban az

izorhamnetin-digliikozid a dominans komponens.

1.1.Flavonoidok altalanos jellemzése
A novényeknek a flavonoidok védelmet nytjtanak az ultraibolya sugarzas, €s a korokozok
ellen. A flavonoidok a masodlagos névényi fenolok egy osztalya, amelyek jelentos
antioxidans ¢s kelatképzd tulajdonsagokkal rendelkeznek. Piccaglia és munkatarsai (1997)
kutatasaban azt irja, hogy a flavonoidok valdjaban nagy kémiai stabilitassal rendelkez6
anyagok. A flavonoidok glikozidokkal vannak kovalens kotéseben, ami azt jelenti, hogy egy
azonos vagy tobb kiilonb6zé cukormolekulabol és nem cukor jellegi molekulabol —

aglikonbol — épiilnek fel a flavonoidok. (HEIM ES MTSAL 2002; BLIGH MTSALI., 2003)

2. abra: Flavon (A) és Flavan (B) szerkezeti képlete
Mivel ezek a vegyiiletek a flavan vazon alapulnak, a hidroxil és szénhidratok a pozicioi
¢és a szamuk befolyasoljak a gyokfogo ¢és kelatképzo aktivitast. A tobb hidroxilcsoport
jelentés antioxidans ¢s kelatképzd hatast biztosit a molekulanak. A metoxicsoportok
kedvezotlen sztérikus hatast fejtenek ki, viszont novelik a lipofilitast. Egy kettds kotés és
karbonil funkcio6 (kiilonbség a flavon ¢€s a flavan kozott 2. abra) a heterociklusban vagy a
szerkezet polimerizacidja, noveli az aktivitast azaltal, hogy stabilabb flavonoid gyok

konjugacid johet 1étre az elektrondelokalizacio révén.
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1.2. A flavonoidok szerepe és jotékony hatisai az emberi szervezetben
A koromvirag jotékony hatassal van az emberi szervezetre és egészségére. A viragain
alapulo keszitmények széles korli biologiai aktivitassal rendelkeznek. Gyulladascsokkento,
gorcsoldo, choleretikus, antimikrobialis, nyugtatd, antiedermatikus, antitoxikus,
hiposzenzitizalo, antimitotikus, helyreallitd, virusellenes ¢s sebgyogyitd hatasokat. A
koromvirag gyogyaszati tulajdonsagai annak koszonhetdek, hogy az alapanyagokban
biologiailag aktiv vegyiiletek komplexei jelen vannak, nevezetesen: karotinoidok,
flavonoidok és szamos rokon anyag. Igy fontos alkotoelemei élelmiszereknek és étrend-
kiegészitoknek. (SHAROVO, MTSAL 2007 ES RAAL, KIRSIPUU, 2011)

Az emberi taplalkozasban ezek a leinkabb a gylimolcsdkben, zéldségekben, borokban,
teaban ¢és kakaoban vannak jelen. A flavonoidok az élelmiszerekben elsosorban, mint
glikozidok és polimerjeik talalhatoak, amelyek az emésztérendszerben valtozo mértékben
lebomlanak. (HEIM ES MTSAL, 2002)

A flavonoidokban antioxidansokként hatnak. A flavonoidokat alkalmazzak még a
fesziiltség kezelésére és nehéz elalvasra is. Szivveédd hatasuk a lipidperoxidaciot gatlo
képességilikbol fakad, redox-aktiv fémeket kelatoznak és mas, reaktiv oxidacios
folyamatokat gatolnak. Az epidemiologiai és természetes vizsgalatok is bizonyitjak, hogy
fogyasztasuk bizonyos rakos megbetegedések ¢€s sziv- ¢€s érrendszeri betegségek

kockazatanak csokkenésével jar. (HEIM ES MTSAL 2002; NUUTILA MTSAL, E.N.)

1.3. Fénymindség és a fény hatisa a novényekre
A sugarzas mindsége ¢s idotartama a Fold kiilonbozo teriiletein eltérd. A fénymindség
hullamhossz &sszetétel nem stabil, sok tényezd miatt valtozo, még ugyanazon a teriileten
is. A fény mindségét (azaz a fény spektralis eloszlasat) befolyasolja a nap szoge, amely a
sz¢lességtol és a napszaktol fiigg. Emiatt az idojarasi tényezOk nagy hatassal vannak a
noveény novekedésére. A Nap sugarzas szabalyozza a mag csirazasat ¢s bioszintézisét. A
tulzott napsugarzas egyértelmiien befolyasolja a flavonoid dsszetételt. Osszehasonlitottak a
napsiitotte és arnyékban nevelt novényt, €s a tobb napsiitésben részesiilt levelek flavonoid
glikozidjainak jelentdsebb ndvekedését tapasztaltak. Tovabba a flavonoidok lokalizacioja
kiilonbs¢geket mutatott a napos és arnyckos levelek k6zott. Antocianinokat csak a kézvetlen
napsiités hatasara novekvo noveény (fekete afonya) leveleiben mutattak ki. Azonban annak
ellenére, hogy az antocianinok altalaban felhalmozodnak a fényfeleslegben, lehetséges

szerepiik a fényvédelemben nem egyértelmti. A flavonoidok emellett a reaktiv oxigén
11



hatékony megkotol, €s igy megakadalyozzak a lipidek peroxidaciojat a novényi
szovetekben. Szamos tanulmédnyban arrél szamoltak be, hogy a flavonolok, kiiléndsen a
kvercetin vagy kaempferol felhalmozdédnak a megndvekedett UV-B sugdrzas hatasara.

(JAAKOLA ES HOHTOLA, 2010)

1.4. Az ultraibolya fény
Az ultraibolya sugarzast hagyomanyosan harom savra osztjak:

- UV-C (200-280 nm), amely a spektrum koriilbelill 1%-a, és veszélyes a novényekre, de
normal koriilmények k6zott nem éri el a Fold felszinét;

- UV-B (280-320 nm) - a napsugarzas 1,5%-a, és altalaban negativ hatassal van a ndvények
novekedésére ¢és fejlodésére, azonban egyes novényfajok normalis fejlodéséhez ebben a
tartomanyban kis mennyiségli sugarzas sziikséges;

- UV-A (320-400 nm) - a napsugarzas hozzavetdlegesen 6,3%-a, és biztonsagos az €l
szervezetek szamara, szabalyozo szerepet jatszik a novények fejlodésében, ezeért célszert kis
mennyiségli sugarzast tartani ennek a tartomanynak a spektrumaban.

A Fold 6zon rétege teljesen elnyeli a 280 nm-nél kisebb hullamhossza rovidhullamu
UV-sugarzast. Az 6zon UV-sugarzas abszorpcios egyiitthatdja a 280 nm-nél nagyobb
hullamhossz novekedésével gyorsan csokken és 330 nm-en egyenlé a nullaval. Valojaban
csak a 290 nm-n¢l nagyobb hulldmhosszi sugarzas éri el a Fold felszinét. (SEMENOV, MTSAL,
2017)

Az UV-hatdsokat az 1950-es évek oOta vizsgaljak. A felvidéki természetes
novényzetben, amely magas UV-sugarzasban kiilonbozik a siksagtol. Viszont a
késdbbiekben szigoribb dontések 1étrehozasa révén sziikségszerti lett a kisérletek alatt az

UV lampa. (SEMENOV, MTSAI, 2017)

Ezek az UV lampak alacsony nyomdsu indukcios higanykisiilési plazmaja (~10-2
Hgmm) hatékony forrdsa az ultraibolya (UV) rezondns sugarzasnak 185 és 254 nm
hullamhosszon, mind a fénycsovek, mind a lampak baktériumolé hatasuak, viz és levegd
fertotlenitésére s tisztitasara hasznalnak. A belso elektrodak hianya miatt a lampak a puffer
inert gaz viszonylag alacsony nyomasan mikodhetnek (pi. = 0,05 ...0,5 Hgmm), amelyen
az alacsony nyomasu higanyplazma UV-rezonans sugarzadsanak maximalis generalasa
¢rhetd el. Ez a kialakitas elkeriili a draga és térékeny magneses aramkorok hasznalatat,

amelyek csokkentik a lampa megbizhatosagat, novelik annak koltségeit. Gyakorlati
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szempontbol nagy érdeklddésre tartanak szamot az UV elektrodaldmpakban hasznalt, zart
kvarccsdves, 16 és 25 mm atmérdjli indukcios UV lampak, amelyek a berendezés jelentos
modositasa nélkiil helyettesithetik az U alaki elektrodalampakat. (STARSHINOV, MTSAL,
2019)

A Foldon a novényi élet fo energiaforrasa a Nap, ezért feltételezhetjilk, hogy a
vadnovények dsszes ¢€lettani sziikségletének megteleld mesterséges fényforrassal a Naphoz
kozeli sugarzasi spektrum sziikséges. (SEMENOV, MTSAIL 2017)

A nagy mennyiseégli UV-sugarzas karosithatja a makromolekulakat, példaul a DNS-t.
Egyre tobben kezdtek el foglalkozni az UV-sugarzasnak a masodlagos anyagcserére,

kiiléndsen a flavonoidokra gyakorolt hatdsaval. (JAAKOLA ES HOHTOLA,2010)

1.5. A folyékonykromatograifiarél altalinosan
Napjainkban a folyadékkromatografias modszerek széles korben elterjedtek. Ezek nemcsak
kiilonbozo vegyliletek szétvalasztasara alkalmasak, hanem mennyiségi €s mindségi
elemzésekre is hasznalhatok.

A kromatografia a XIX. szazadban vette kezdetét. A jelenlegi nevét Mihail
Szemjonovics Cvett orosz szarmazasu botanikus adta a XX. szdzad els6é felében. Aki
novenyek pigmentjeivel a szinanyagok szétvalasztasaval foglalkozott, ezzel kezdodott a
kromatografia. Az évek hossza soran létesitett kromatografias eljarasok és berendezések —
az analitikai kémia nélkiilozhetetlen részéve valtak. (ILISZ, E.N.; WIKIPEDIA, 2020)

A folyadékkromatografiat, HPLC-nek (High Performance Liguid Chromatography)
roviditik. Ez egy olyan analitikai eszkoéz, amely képes kimutatni, elkiiloniteni ¢&s
mennyiségileg meghatarozni a mintat. A berendezés az alabbiakbol épiil: eluensedény,
pumpa, nyomas- és aramlas szabalyozo, injektalo egység, kromatografias oszlop, detektor,

adatrogzito.
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3.4bra: A folyadékkromatografia elvi felépitése
Forras: https://sites.google.com/site/folyadekkromatografial /home

Ennél a miiszernél meghatarozo az, hogy gondosan valasszuk ki az allo- és mozgotazis
mindségét (allofazis: szilard; mozgofazis: folyadék). A molekularis kdlcsonhatasokra a
minimalis varialas hatdssal van az anyagokban. Oda kell figyelni arra, hogy varhato, a
bevizsgalando minta interakcidja a mozgofazissal, ezért az id6 valtozo lehet.

Azt, hogy miként valasszunk mozgdfazist az allé fazis polaritasan alapszik.
Kovetkezéskeppen az allofazis polaris — normal fazisi kromatografiarol beszéliink. Az itt
alkalmazhato apolaris oldoszerek a kdvetkezok: diklor-metan, karbonsav (hangyasav), etil-
acetat, furan stb. Amikor a fazisunk apolaris (pl: C18), ekkor viszont polaris szolvenssel —
vizzel, metanollal, metil-cianiddal (acetonitrillel) stb. kell dolgozni.

A folyadékkromatografianal elGciordl beszeéliink, amikor kimosas torténik. Tehat
anyagok szétvalasztasa adszorbens altal egy azonos oldatban. Masképpen fogalmazva
adszorbensrol folyadékkal (eluenssel) mossuk le az adszorbealt anyagot. Szoktak beszélni
1zokratikus eluciorol, amikor a folyadék Osszetétele a szétvalasztas soran allando. Ennek
ellentéte, ha valtozik — gradiens eltcio lesz. (TOPSZOTAR; GRUBITS, E.N.)

A HPLC modszerek megvalasztasanal, jelentds fontossaggal bir a vizsgalando anyag

elokeészitése, ugyanis egynemti oldatok vizsgalhatok.
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1.6. A folyadékkromatografias médszerek
Az ide tartozd kromatografias modszerek, amikor folyadékot hasznalnak. A legfontosabb
eljarasmodok: adszorpeids, megoszlasos, ioncserés ¢és gélkromatografias. A neégyfeéle
metodust egymads kiegészitésére is hasznalhatd. Szemléltetésiil adszorpcid mellett ioncsere
vagy gélszlirés mellett adszorpci6. Megoszlik a modszerek alkalmazasa. Adszorpcids
kromatografias eljarast a legalkalmasabb az apolaris szerkezetii izomerek szeparalasanal,
azonkiviil csoportvalasztasnal. Vannak esetek, mikor ionos minta elvalasztasa a cél, igy
ionkromatografiat észszerli valasztani, ha nagymolekulat tartalmazé mintat kell bevizsgalni

tanacsos a gélkromatografiat hasznalni. (GRUBITS, E.N)

A soron kovetkezo abra segitségével egyszeriibben értelmezhetjiik a feljebb leirtakat:

Az elvalasztandé anyag
tulajdonsdgainak vizsgalata

Nagymoleku-
13jG anyag?

Kismolekulaji
polaros anyag?

Avegyiletek
ionosak?

Apolaros szerke-
zeti izomerek?

Igen

r v v

Gélkromatografia Megoszlasos kromatografia lonkromatografia

Adszorpcids kromatografia

Mennyiségi és mindségi analizis

4.abra. Sematikus abra, amely alapjan kivélasztjuk a vizsgalati modszert
Forras: https://sites.google.com/site/folyadekkromatografial /home

1.6.1. Adszorpcioés kromatografia
Az adszorpcids kromatografiat LSC-nek roviditik, a szakirodalomban folyadék-szilard
kromatografianak is hivjak. Az adszorpciés kromatografia: az anyagkeverékek

szeétvalasztasan alapul, egy adott adszorbens (allo fazis) eltérd adszorbeald képesseéggel
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rendelkezik. Az allofazis lehet aluminium-oxid (Al2O3) vagy szilicium-dioxid (S102).
Befolyasolja a funkcios csoport a molekula szerkezetét és annak térbeli elhelyezkedését, a
kotodes erdsségét, ezaltal az elucios sorrendet. Példaként némely esetben a cisz- €és transz—
izomerek is kiillonvalaszthatoak. (MED-CHEMISTRY, E.N., 3.0.; GRUBITS, E.N)

Az abszorpcios folyamat akkor kovetkezik be, ha az abszorbealt komponens parcialis
nyomasa (pl. gazkeverékben) nagyobb, mint az ezzel a gazzal érintkezd folyékony
abszorbensben, azaz az abszorpcio lefolyasahoz sziikséges, hogy a gaz és az abszorbens ne
keriiljon érintkezésbe. Az adszorbens lehet szilard vagy folyadék szorbens, amely
terfogataban gazokat, gozoket vagy folyekony keverékek komponenseit oldja. Olyan
anyagok, amelyek képesek abszorbealni, azaz elnyelni barmely mas anyagot oldatbol vagy
gazbol annak teljes tomegevel.

Az LSC legfobb felhasznalasa a kis mértékben apolaris jellegli anyagok szétvalasztasa.
A legegyszeribben az anyagok szétvalasztasahoz ez a modszer szolgal segitségiil
munkankban, melyek apolaris oldatokban maximalisan, csakhogy vizes olddszerekben
mérsékelten oldodnak. Az izomerek szétvalasztasara is az egyetlen mod az adszorpcids

kromatografia. (GRUBITS, E.N)

1.6.2. Ionkromatografia

Az ionkromatografia (IC) analitikai modszerek egyike, amely az allofazis és mozgdfazis
kozt 1onok kicserélodéseén-egyensulyan alapszik. Ez a metddus kivitelezése foleg elucios
oszlop igénybevételével, ezenkiviil alkalmanként kiszoritasos analizis utjan zajlik. Amde a
szakirodalomban a mai napig tébbféleképpen definialjak, bo értelemben mindent
idesorolnak, amely kicsit is az ionok kromatografias elméletén alapszik. Egy masik forras
alapjan, azokat az eljarasokat értik ezalatt, melyek anionokat, kationokat, hidrofil savakat ¢s
bazisokat kiilonitenek el. (ILISZ, E.N.; SZABO, E.N.)

Az ionkromatografia lényegében egyezik a folyadékkromatografia szerkezetével, a
kovetkezo fObb részekbol all: eluensedények, pumpa, adagolo, kolonna, detektor. Az ionok
az egyes iontipusokra jellemz6 ioncsere reakciok eredményeként valnak szét. (ILISZ, E.N.;
SZABO, E.N.)

Az ioncserelo kromatografia lehetové teszi a molekulak ionos kdlecsonhatasok alapjan
torténo  elvalasztasat. Az allofazis toltott funkcios csoportokat tartalmaz, amelyek

kolcsonhatasba 1épnek az elemzett ellentétes toltésti ionizalt molekulakkal. A
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kromatografianak ezt a valtozatat két tipusra osztjak: kationos ¢€s anioncsereld
kromatografiara.

Kationos ioncserélo kromatogrdfia: megtartja a pozitiv toltésu kationokat, mivel az allofazis
negativ toltést funkcios csoportokat tartalmaz.

Anion-ioncseréld kromatogrdfia: megtartja a negativ toltésii anionokat, mivel az allotazis
pozitiv toltésli funkcids csoportokat tartalmaz.

Az ioncseréld kromatografia gyakorlati alkalmazasi modszereit elsdsorban az ionok
szétvalasztasara alkalmazzak. A komponensek elvalasztas utani mennyiségi meghatarozasa,
barmilyen alkalmas modszerrel elvégezheto. Az ioncseréld szétvalasztas legegyszeribb
technikdja az, hogy a keverék komponenseit ioncserélével abszorbealjak ¢s az egyes
komponenseket egymas utan megfeleld oldoszerrel elualjak. Az ioncseréld kromatografias
modszerek sok aniont hataroznak meg az ivo- €s ipari vizben, az élelmiszer-, gyogyszer- €s
egyeb iparagak technologiai feldolgozasi termékeiben. Az ioncseréld kromatografia
modszerei elsdsorban az alkali- ¢s alkalifoldfémek kationjait, valamint a helyettesitett

ammoniumsok szerves kationjait hatarozzak meg. (BOPUYEBCLKHIA, E.N.)

1.6.3. Megoszlasos kromatografia

Ez a modszer a kromatografias elemzés egy kiilon tipusa, amely az alléfazis (folyékony) €s
a mozgo (gaz vagy folyadék) kozott eloszld anyagok tulajdonsagain alapul, megoszlasi
hanyadosuknak megfeleloen. A megoszlasi kromatografia nagy elonye, hogy az egyes
komponensek mozgasa az oszlopban szinte fiiggetlen mas anyagok jelenlététol, ami nagyban
megkonnyiti a folyadék-kromatogrammokon [évé komponensek azonositasat. Ezt a
modszert széles korben hasznaljak aminosavak, tanninok (cserzoanyagok) és egyéb anyagok
elvalasztasara. (MED-CHEMISTRY, E.N., 3.0.; PERCEV ES MTSAI, 1962)

A megoszlasi kromatografia a papiron végzett kromatografia formajaban érte el a
legnagyobb  sikerét. A papirkromatografianak  megvannak az elonyei az
oszlopkromatografiaval szemben, mert rendkivill kis mennyiségii Osszetett keverék
meghatarozasara alkalmas. A mozgotazis mozgasa soran feloldja a lerakodott anyagokat a
papiron és azzal egyliitt mozgatja, a mozgd ¢s allofazis kozotti anyag folyamatos
ujraelosztasaval. A megoszlasi hanyados pedig az anyag oldhatosagatol fiigg mindkeét
fazisban.

Egy anyag papiron vald mozgasi képességét az Rf értékkel jellemezzikk. Ez

elsosorban az oldoszerrendszertdl, a homérséklettol €s a papir mindségétol fligg. Az azonos
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koriilmények kozott végzett kisérlet soran az Rf érteke egy adott anyagot jellemzo
allandonak tekinthetd. A papirkromatografia nagy pozitiv tulajdonsaga, hogy Kkis
mennyiségben (tized- ¢s szazadmilligrammban) 1évé anyagok elemzésére is
hasznalhat6. Masrészt elOkészitd célra nem hasznalhaté. A papiron végzett
kromatografiaval nyert adatok felhasznalasaval azonban lehetéség nyilik ennek a
folyamatnak a nagy 1éptékii reprodukalasara celluldzoszlopon, €s igy a kivant komponensek

megfeleld mennyiségben torténd izolalasara. (PERCEV ES MTSAL 1962)

1.6.4. Gélkromatografia

A gélkromatografias modszer lényege, hogy a vizsgalt keverék oldatanak sziirésekor a gél
porusaiba behatol6 kisebb molekulak az ezekben a porusokban 1évé oldoszerben elhizédnak
¢és lassabban mozognak a gélréteg mentén, mint a nagy molekulak, amelyek nem képesek
athatolni a porusokon. Igy a gélkromatografia lehetdvé teszi az anyagok keverékének
szétvalasztasat az anyagok részecskéinek méretétdl ¢s molekulatomegétol fiiggden. Ez az
elvalasztasi modszer meglehetOsen egyszerl, gyors, ¢s ami a legfontosabb, lehetové teszi az
anyagok keverékeinek enyhébb korilmények kozotti szétvalasztasat, mint a tobbi
kromatografias modszer. Az adszorpcios kromatografiaval ellentétben a gélsziirésnél az
allofazis kémiailag inert marad és nem lép kolcsonhatasba az elvalasztand6 anyagokkal.
(MED-CHEMISTRY, E.N., 3.0.; BOPUUEBCBHKUIA, E.N., 3.0.; PEICKUTA, 2015, 22.0.)

A kromatografias oszlop gélgranulatummal (sephadex) van megtdltve, amely
bizonyos meéretii porusokkal rendelkezik. A fehérjék keverékét adjuk az oszlophoz. A
fehérjék, amelyek mérete kisebb, mint a sephadex porusainak mérete, az oszlopban
megmaradnak, mivel "beleakadnak" a porusokba, a tobbi pedig szabadon elhagyja az
oszlopot. A fehérje meérete a molekulatomegeétol figg. (PoickuTA, 2015, 23.0.;
BOPUUYEBCBKUIA, E.N., 4.0.)

A geélkromatografias alkalmazasa: makromolekularis vegyiletek keverékeinek
szétvalasztasara €s polimerek molekulatomeg-eloszlasanak meghatarozasara; kozepes
molekulatomegii és kis molekulatomegli vegyliletek keverékének; anyagkeverékek
szétvalasztasara, ha a vizsgalt anyagok molekulatomege nagyon koézel van, vagy akar

egyenld hasznaljak. (BOPUYEBCBHKHIA, E.N., 9.0.)
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II. ANYAG ES MODSZERTAN

A kutatasunk soran azt vizsgaltuk, hogy milyen modon befolyasolja a kéromviragra
gyakorolt nagyobb mennyiségii UV B sugarzas a ndvényvédekez0 mechanizmusat. A
védekezé mechanizmus egyik fontos eleme az antioxidansok, kiilondsen a flavonoidok
termelése. Ezen mechanizmusok vizsgalatahoz a kéromvirdg szarazanyagot hasznaltunk.

A 2021-2022 tanévben harom kisérletet végeztiink el a II. Rakoczi Ferenc Karpataljai
Magyar Foiskola Biologia és Kémia Tanszék szerves €s biokémia laboratoriumaban, HPLC
miszeren. A mintak két forrasbol szarmaztak. Az elézetes kisérleteinkhez Molnar Ferenc II.
Rakoczi Ferenc Karpataljai Magyar Foiskola 11/4 MSc-s hallgatoja szolgaltatta a szaraz
anyagot.

A tobbi kisérlethez a 2022-2023-as tanévben az altalam termesztett szaraz anyagot
hasznaltuk.

A 2023-2024-ben végzett kisérlethez a Il RF KMF Biologia és Kémia Tanszék
mikroszaporité laboratériumanak fényszobdjaban termesztett novényeket hasznaltuk. Az
UV-B megvilagitast a LN 090 Niive laminaris boxban végeztiik.

A mintdkban lévoé értékes hatdanyagok kimutatdsa bonyolult folyamat. Jelem
munkankban csak a kvercetin tartalmat vizsgaltuk. Mivel nem rendelkeztiink standarddal, a
laborban 1évé kvercetint (quercetin) hasznaltuk alapul. A kvercetin cimkéjén feltlintetett
98%-0s tisztasagnal alacsonyabb tisztasagot mértiink 360 nm-en. A 360 nm-es
hullamhosszon mért kromatogram alapjan a tisztasaga koriilbeliil 90%-os lehet. Mivel a
kvercetin protonaltsaga befolyasolhatja a polaritasat, ami eltér6 retencios 1d6hoz vezethet,
ezert a vasarolt mintdhoz sosavat adtunk, hogy azonos koriilményeket teremtsiink a HPLC
analiziséhez. A protonalt kvercetin adszorpcios maximuma koériilbeliil 375 nm-en talalhato.
(ASADOLLAHI MTSAL., 2015)

A laborban lévé kvercetint HPLC miiszeren segitségével vizsgaltuk. Ennek
eredményét hasznaltuk a tobbi vizsgalathoz standardnak. A vizsgalat soran a
kromatogrammon egyértelmiien lathaté a 360 nm-es hullamhossznal a 15.009 és 15.510
perces csucspontnal van, amely valosziniileg a kvercetin jelzi (lasd 71.4bra). Lehetséges,
hogy mas polifenolok is ugyanezen a helyen mutatjdk maximalis abszorbancidjukat,
azonban a kvercetin esetében két csucs figyelheté meg. A nagyobb csucs egy keverékre
jellemzd, mig a kisebb csucs a kvercetin specifikus jellemzdje. Annak ellenére, hogy a
kisebb csucs alacsonyabb intenzitast, pontosabban reprezentalja a kvercetin jelenlétét. Ezen

teszt eredményeit standardként alkalmaztuk.
19



DAD1 F, 5ig=360,4 Ref=460,100 (20200612V...dok 2020-06-12 11-18-33Wlavonoidok-2-P2-B7-quercelin-10x5 D)
mAU 3 2

800 4
700
600 4
500 5

4003 |
3004 [

oo
200 = 2 g |[|le@m
100 3 % s 2 & SJ‘ZE-@
04— AT SRS SV Ry A

T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 mi

71. abra: A standard kvercetin kimutatdsa HPLC segitségével
Forras: HPLC eredménye

3.tablazat: A standard kvercetin kimutatasa szazalékos aranya

Peak | RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

11 15.009 BV R 0.2471 1.47588e4 865.00690 82.7034
12 15.510 VB E 0.1754 58.49069 4.75890 0.3278

Forras: sajat szerkesztés

A 25 mintat megvizsgaltuk négy kiilonb6z6 nanométer hullimhossz tartomanyban
(250 nm, 280 nm, 360 nm, 375 nm). Minden egyes kromatogram felvétele kiilon-kiilon 35
percet vett igénybe.

A kvercetin optimalis abszorpcios hullamhossza 360 nm, ezért minden minta esetében
ezen a hullamhosszon vettiik fel a kromatogramokat. A kapott kromatogramokon a tizenotos
retencios idohoz tartozd értékeket hasonlitottuk Gssze a standard kvercetin megfeleld
értékével. Mivel nem rendelkeztink HPLC tisztasdgi standarddal, csak kvercetin
referenciaanyaggal, ebbdl egy mintat futtattunk le. Az eredmények szerint a kvercetin
retencids ideje 15.5 perc, és az analizis 80-90% pontossagl. Emiatt nem tudjuk a kvercetin
kiilonboz6 higitasokra lenne sziikség. Ezért szazalékos becsléseket fogunk alkalmazni az
értekek meghatarozasahoz. Nagyon sok esetben a kvercetin mellett egyéb polifenolok is
jelen vannak, amit nem tudunk eltavolitani. Emiatt a kvercetin mennyiségét csak szazalékos

formaban hatarozzuk meg.

2.1. A Calendula officinalis L. jellemzése:
A Calendula officinalis L az Asterales rend Asteraceae csaladba tartozo faj. A koromvirag
egy éves, torpendveést (30 cm), gyogy- ¢€s disznévény nagy €lénk narancssarga szinii telt
viragzattal. Fényszeretd (a virdga arnyékos helyen kevésbe szép). Hidegtliré: -5 °C-ig

fagytiiré és nem igényes noveény. Leggyakrabban marcius — aprilis kozott vetik 2-3 cm
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melyen a foldbe. Konnyen tiiri a pikirozast €s az atiiltetést. Az els6 viragzasa 45-50 napra
varhato kiiiltetése utan. Altaldban kés6 6szig nyilik. Felhasznalasa sokrétii, alkalmas

diszndévénynek jardaszegélyek mell¢, viragagyasokba, fontos gyogynovény.

2.2, Els6 szamu elézetes kisérletek:
Molnar Ferenct6l kapott szaraz anyagon harom kilonb6z6 modszerrel vizsgaltuk a
kvercetint. Az elozetes kisérletek soran az alabbi cikkek altal ajanlott modszereket
alkalmaztam:

I. Souza, C. — Bott, R. — Oliveira, W. (2007): "Optimization of the extraction of
Flavonoids Compounds from Herbal Material Using Experimental Design and Multi
— response Analysis." Latin American Journal of Pharmacy 26:5, 682-690.0.

2. Vidal-Ollivier, E.- Elias, R.-Faure, F.-Babadjamian, A.-Crespin, F.-Balansard, G.-
Boudon, G. (1989): "Flavonol Glycosides from Calendula officinais Flowers." Planta
Medica 55, 73-74.0.

3. Nuutila, A. M., Kammiovirta, K., & Oksman-Caldentey, K.-M. (2002): "Comparison
of methods for the hydrolysis of flavonoids and phenolic acids from onion and
spinach for HPLC analysis." Food Chemistry 76, 519 — 525.0.

4. Raal, A., & Kirsipuu, K. (2011): "Total flavonoid content in varieties of Calendula
officinalis L. originating from different countries and cultivated in Estonia." Natural
Product Research, 25(6), 658—662.0.

Ezen cikkekben leirt moédszertani javaslatok alapjan végeztem el az elozetes kisérleteket.

2.2.1. Elozetes kisérlet
2021. november 16. és 2021. november 23. kézott végeztem. A szaraz viragot (szarastol,
magvakkal ¢és szirmokkal egyiitt) felapritottuk. 4 g novényi anyagot mértiink ki harom
ismétlésben, és koromvirag tinkturait készitettiink, amelyek széles korben elterjedtek. Az

oldatok 1:2, illetve 2:1 aranyt (% v/v) etanolos vizzel, valamint tiszta etanolal késziiltek,
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5.abra: Calendula tinktarak.
Az 1. szamu livegeseben 1évo oldat (viz és etilalkohol, 2:1),
2. szamu (viz és etilalkohol, 1:2) és a 3. szam( (csak etanol) (2021.11.16)

Forras: sajat fotod

A vizsgalat célja a tinktirdk Osszetevoinek azonositasa, annak megallapitdsara melyik a

legjobb oldoszer a gyogyndvény hatdanyag kivonashoz.

6.abra: Calendula tinktirak lesziirése (2021.11.23)

Forras: sajat fotod

Egy hét mulva az 1. szdmu tivegesében lévo oldat (viz és etilalkohol, 2:1 ardnyban)
er0s barna szint mutatott, a 2. szamu tivegcsében 1évo oldat (viz és etilalkohol, 1:2 aranyban)
vilagosabb aranybarna szinli volt, mig a 3. szamu livegcsében lévo oldat (csak etanol)
aranysarga szinlive valt. Az 1. szamu livegesébol kivettilk az oldatot, amelyben a viz ¢€s
etilalkohol 2:1 ardnyban volt jelen, és lesziirtiik. Egy 50 ml-es gdmblombikba 10 ml mintat
toltottink, majd hozzdadtunk 4 ml 12%-o0s soésavat. Az eszkozt Bunsen allvanyba
rogzitettiik, és egy hitérendszerrel ellatott vizfiirdd felé helyeztiik. Az oldatot két oran at
forraltuk az elomelegitett, 80 °C-os vizfiirdon. (VIDAL-OLLIVIER MTSAL, 1989; NUUTILA
MTSAL, 2002; RAAL ES KIRSIPUU, 2011)
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Miutan letelt a két ora, az oldatot levettiik a Bunsen allvanyrol és hagytuk lehiilni
szobahdmérsékletre. Ezutan 1 ml oldatot kimértiink egy 2 cm?-es pipettaval egy poharba,
amelyet félretettiink ¢s allni hagytunk. A maradék oldatot egy elvalaszt6 télcsérbe ontottiik,
majd hozziaadtunk 10 ml hexant (CsHis). A hexan nem elegyedik a vizes oldattal, ezért
szilkséges az Osszerazas. Az oldat és hexdn Osszerazasa sordn az illékonyabb oldoszer
gbznyomasa miatt tobbszor is meg kellett nyitni a tdlcsér csapjat. A felrdzas utan a hexan és
a vizes oldat kozatt jol lathato hatarfeliilet alakult ki. Leengedtiik a vizes oldatot, majd egy
masik poharba a hexant. Ezt a folyamatot még haromszor megismételtiikk. A végén a szines
oldatot (hexanos oldatot) visszatoltéttiik az elvalasztéd tolcsérbe, hozzaadtunk ismét 10 ml
hexant és megismételtiik az eljarast, mivel az oldat szennyezett maradt. Ismét leengedtiik a
vizes oldatot, a hexdnos oldatot pedig kiilon gytjtottiik. A szines oldatot jra az elvalasztod
tolesérbe toltottiik, 10 ml hexant adtunk hozza és Osszeraztuk. Az oldatokat kiilon-kiilon
leengedtiik. Az oldat szine arra utalt, hogy a benne 1év6 anyagok bomlani kezdtek. A szerves
fazishoz MgSOs sot adtunk, hogy megkdsse a benne maradt vizet. A minta Osszetételét

HPLC miiszerrel vizsgaltuk meg.

2.2.2. Masodik szamu el6zetes kisérlet
2021. november 18-an szaraz Calendula officinalis L. virdgot (szarastol, magvakkal és
szirmokkal egyiitt) apritottunk fel. A felapritott ndvénybdl kétszer 4 g-ot kimeértiink
zsirpapirra. Egy 250 cm?® mintatarold edényt hasznaltunk, amely az 1. jeldlést kapta, és ebbe
szortuk a kimért ndvényi anyagot. Pipettaval 20 ml etilalkoholt és 10 ml desztillalt vizet
mértiink be az edénybe, majd lezartuk és fénytdl elzart helyen taroltuk 96 napig. Ezutdn az

oldatot leszlrtiik, és a leszlrt folyadékot visszahelyeztiik az tivegbe.

7.4bra: Calendula tinktara (2:1 (% v/v) alkohol viz aranyban) (2021.11.18)

Forras: sajat fotd
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8.abra: Calendula tinktira lesziirésének folyamata

Forras: sajat fotod

Az extrakcios modszert az alabbi Souza, C. — Bott, R. — Oliveira, W. (2007) cikk
alapjan vélasztottuk, mivel egyszerlisége és kezelhetosége kiemelkeddnek bizonyult az els6é
elovizsgalat sordn. A masodik adag szdritott és poritott ndvényi anyagot (4 g tételt)
vizfiirdovel extrahaltuk 50 °C-on. Egy 50 cm®-es gdmblombikba szoértuk a szaraz
korémviragot, majd 20 ml etilalkoholt és 10 ml desztillalt vizet mértiink bele. A flavonoidok
kivonasahoz 55 °C-os vizfiirds extrakciot alkalmaztunk, a gomblombikhoz pedig Bunsen
allvanyba rogzitett csiszolatos hiitdallvanyt hasznaltunk. Az extrakcidés idot 2 Orara

allitottuk. Ez a II. jel6lt minta lett.

.

9.4bra: A minta melegitési folyamata

Forras: sajat fotod

2.2.3. Harmadik szamu elozetes kisérlet

2021. november 22-¢én a 2. szamu oldatb6l 10 ml-t mértiink be, amit egy 50 cm?-es
gomblombikba toltottiink. Ehhez a mintdhoz 4 ml 12%-0s sosavat adtunk. A mintat
elomelegitett, 80 °C-os vizflirdore helyeztik, ¢és 2 oran at foztik, mikoézben

hitéberendezéssel ellattuk. Ebbol a folyamatbol szarmazott mintat jeloltilk meg 2a-ként.
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Ugyanezt a folyamatot ismételtilk meg a 3. szammal jelolt mintaval is. 10 ml oldatot
bemértiink egy gdmblombikba, hozzaadva 4 ml s6savat (12%), majd ezt is foztiik 2 6ran at

vizflirdon, hiito berendezéssel ellatva. Ez lett — 3a.

10.4bra: A vizfiirdore felhelyezett tinktura fézetek (2a és 3a mintak)

Forras: sajat fotd

2.3. Sajat termesztésii Calendula officinalis

2022. februar 11-én Benében elvetettiikk 270 Calendula viragmagot sejttalcaba. A magokat
foliasatorban melegben tartottam, hogy eldsegitsem a gyors csirazast. Tobb fajta kertilt
kivetésre:a Calendula officinalis L. dwarf Candyman (rétes), Calendula officinalis L. deja
vu (rétes), Calendula officinalis L. ,,Pozoeuti ctopnpus” fajtakat, a legnagyobb hangsulyt a
Calendula officinalis L. dwarf Candyman viragra fektettem. Sajnos a magok kikelési aranya

nem volt jo.

KANEHAYNA
HEXABIO

(rétes),Calendula officinalis L. deja vu (rétes), Calendula officinalis L. ,, Po3oesuii
cropnpuz”

Forras: sajat fotd
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12.abra: Calendula Officinalis L. virag vetésének
elso fazisa sejtalcaba. (2022.02.11)

Forras: sajat foto

13.4bra: Calendula viragok kikelési aranya a sejttarcaban (2022.03.05)

Forras: sajat fotd

2022. marcius 15.-kén atiiltettiik a viragokat sejtalcabol cserépladakba, igy megtortént
a pikirozasi fazis. A kifejlet Calendula officinalis L. dwarf Candyman (rétesbol) fajtabol 20
virdgpalanta keriilt egy cserépladaba, amit 6sszesen 3 cserépladaval iiltettem be. Calendula
officinalis L. deja vu (rétesbol) fajtabol csak 22 palanta volt, ami 1 cserépladat jelentett.
Calendula officinalis L. ,, Pozosuit ciopnpuz”-bol pedig 17 virdgpalantat Gltettem, szintén 1
cserépladaba. A novények folyamatos gondozast igényeltek: amikor még nem voltak
megfelelden fejlettek, foliasatorban tartottam Oket, de ¢jszaka, amikor fagyott, a névényeket
fiitott meleghdzban tartottam. Mindennap ontoztem. Az elsé virdgok megjelenése a
Calendula officinalis L. deja vu (rétes) fajtanal volt megfigyelhetd leghamarabb, majd
harom nap mulva a Calendula officinalis L. dwarf Candyman (rétes), Calendula officinalis

L. ,, Poszosuii ciopnpus” fajtak is elkezdtek virdgozni.
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14.abra: Az elsé viragok (2022.05.03)
Forras: sajat foto
A viragok nagy részeét szabad téren neveltem, ahol egész nap kitéve voltak a Nap UV
fényének. Megfigyeléseim alapjan a két féle rétes virdg nagyobb virdghozammal
rendelkezett, mig a kdzonséges minimalis, viszont ez a fajta jobban birta a szdrazsagot. A
cserépladaban lévo viragokokat majus végére, naponta akar négy alkalommal 1s ontdzni
kellet, mivel a cserépladaban 1évo fold kevésnek bizonyult szdmukra. Célszerii kevesebb

viragot iiltetni egy cserépladaba, hogy a nedvesség hosszabb ideig megmaradjon benne.

A harom kiilonb6z6 fajta magbol kinevelt virdgoknak megmértem a virdg fejek
atmérdjét. A Calendula officinalis L. dwarf Candyman rétesnek 5-6,5 cm volt, mig a szintén

rétes Calendula officinalis L. deja vunek 4,5-5,5 cm ¢s a kozonséges Calendulanak 5 cm.

15.abra: Calendula officinalis L. dwarf Candyman (rétes)

Forras: sajat fotod
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16.4bra: Calendula officinalis L. deja vu (rétes)

Forras: sajat foto

17.abra: Calendula officinalis L. ,,Po3oesuii ctopnpus” (rétes)
Forras: sajat foto
2022. majus 25-én elkezdtem begytjteni a kinyilt viragokat, minden fajtat kiilén
szortiroztam ¢€s szaritottam. Emellett a virdgok szarait is gytlijtéttem ¢és szdritottam, hogy

azok is rendelkezésre alljanak a késobbi analizishez.

18.abra. A begytjtési folyamat (2022.05.25), A) Calendula officinalis L. dwarf Candyman
(rétes); B) Calendula officinalis L. deja vu (rétes);

C) Calendula officinalis L. ,, Pozosuil cropnpus” (rétes)

Forras: sajat foto
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19.abra: Calendula szortirozasa és szaritasa (2022.05.25), A) Calendula officinalis L.

dwarf Candyman (rétes); B) Calendula officinalis L. deja vu (rétes);

C) Calendula officinalis L. ,, Pozoeuii ciopnpuz” (rétes)

Forras: sajat fotod

VSIS0 G By <0 CINTEIEN

20.4bra: Calendula szarak begyiijtése ¢s szaritasa (2022.05.25),
A) Calendula officinalis L. dwarf Candyman (rétes); B) Calendula officinalis L.deja vu
(rétes); C) Calendula officinalis L.,, Pozoasuti ciopnpus” (rétes)

Forras: sajat fotod

A viragok begyljtése 2022. jinius 11-én zarult, a terméséréssel. A tanév soran
kittizott célok egy részét sikeriilt megvalositani, igy a tovabbi kutatast és kisérleteket a

kovetkezo, 2022/23-as tanévben folytattam.

2.4. Altalam termesztett viraganyagon végzett kisérletek

A kisérletnek ebben a szakaszaban az altalam termesztett anyagot UV-B sugirzasnak

vetettem ala.
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A 2022-2023 tanévben megismételtem a vetést december 1-én. Mindenbdl ugyan
annyit vetettem, mint februarban. 60 db Calendula officinalis L. dwarf Candyman, 22 db
Calendula officinalis L. deja vu és 17 Calendula officinalis L. ,, Pozosuiti ciopnpuz”-t. A
vetési idopontot elére hozatala nem bizonyult sikeresnek, mivel a magok csirdztatisa csak
bizonyos kedvezd feltételek mellett lehetséges. A haborts helyzet miatt, gyakori volt az
dramkimaradas — napi szinten 6-7 orat volt aram. Ugyan a fény nem befolyasolja a faj

csirazasat, de jelentOs szerepet jatszik csirazasat kovetd novekedes soran. (SULYHA, 2020)

21-24.abrak: Sejttalcak elokészitése a veteményezéshez, Calendula magok elvetése és
beszorasa folddel, locsolas (2022.12.01)

Forras: sajat fotd

25.-27.abrak: (Els6 vetés) Calendula viragmagok kelési aranya:
A) Piros jeldlés- Calendula Officinalis dwarf Candyman;
B) Sarga- Calendula officinalis L. deja vu;
C) Zold — Calendula officinalis L. ,, Pozosuii ciopnpuz” (2022.12.04)

Forras: sajat foto

A sejttalcdk ez esetben az ablakparkanyra keriiltek, mivel otthon a foliasatorban nem
kezdddott meg a szezon. A felnyurgulds miatt kialakult térothadds tovabb rontotta a
helyzetet, bar a palantakat "Previcur" gombadld szerrel kezeltem (28.-29.4bra). A masodik

vetés 1s sikertelennek bizonyult (30.4abra), igy 2023 januar 3-a4n (jabb adag kéromvirag mag
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kertilt elvetésre, ami harom napon beliil viszonylag jol kelt (31.-32.4bra). Bebizonyosodott,
hogy a Calendula officinalis L. dwarf Candyman fajta strapabirébb, mint a Calendula

officinalis L. deja vu és Calendula officinalis L. ,, Poszosuii ctopnpuz” ezek igényesebbek.

28.-29.4bra: (Elso vetés) a) Calendula palantak felnyurgultak. (2022.12.15)
b) Calendula palantdk, amelyek meg maradtak.
A) Piros jeldlés-Calendula officinalis L. dwarf Candyman, B) Sarga- Calendula officinalis
L. deja vu, C) Zold — Calendula officinalis L. ,, Pozosuii ctopnpus™ (2023.01.06)

Forras: sajat fotod

30.4bra: (Masod vetés) Calendula palantak elpusztultak
a nem megfeleld koriilmények hianyaban. (2023.01.03)

Forras: sajat fotd

31-32.abrak: (Harmadvetés)

Calendula virdgok csirdzasa ¢s novekedése (2023.01.06.)

Forras: sajat fotod
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2023. januar 6.-an cserépladaba atiiltettem az elsé vetésbol megmaradt 13 szal palantat.

33.abra. (Els0 vetés)
Calendula officinalis L. dwarf Candyman cserépbe iiltetése (2023.01.10.)

Forras: sajat fotd

A harmadvetés szépen fejlodott, mivel hosszabbodtak a nappalok.

34.-35.4abra. (Harmadvetés) Calendula palantak: A) Piros jelolés- Calendula officinalis L.
dwarf Candyman; B) Sarga-Calendula officinalis L. deja vu;
C) Z6ld — Calendula officinalis L. ,,Po3oBuii cropnpuz’(2023.01.17.)

Forras: sajat foto

2023. januar 18.-an sikeriilt a cserépladaba eliiltetett €s sejttalcas palantakat bevinni
a II. Rakoczi Ferenc Karpataljai Magyar Foiskola mikroszaporitd laboratoriumaba
(fényszobajaba). Ahol a koriilmények megfeleldek voltak, volt allandé mesterséges fény és
stabil 23 C fok. Elhelyeztem az allvanyon és meglocsoltam.

Y A

n

—

36.-37.4brak: a) (Harmadvetés) €s b) (Els6 vetés) Calendula viragpalantak (2023.01.18.)
Forras: sajat foto
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Rendszeresen ontdztem.

l ' : & |
38.-39.abrak: Calendula viragok fejlodése (2023.01.24.)
1) (Els6 vetés) Calendula officinalis L. dwarf Candyman

2) (Harmadvetés) Calendula viragpalantak

Forras: sajat foto

40.4bra: Koromviragok fejlodése (2023.02.02.)

Forras: sajat foto

Februar 6.-an a Candyman fajtat atiiltettettem két azonos viragladaba, elosztottam 20
— 20 palantara. Az egyik lett az UV-B sugarzassal kezelt, a masik pedig a kontrol csoport. A

tobbit nem tudtam atiiltetni, mert nem volt még erds a gydkérzete, igy azt hagytam erdsddni.

41.-42.abrak: (Harmadvetés)
Calendula officinalis L. dwarf Candyman kiiiltetése cserépladakba (2023.02.06.)
Forras: sajat fotd
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43.-44 abra: Az atiiltetett koromviragok elhelyezése, megontozése ¢s a megmaradt

koromviragok: Calendula officinalis deja vu, Calendula officinalis ,, Pozoeuii cropnpusz”,

amelyeket hagytam erésddni (2023.02.06.)

Forras: sajat fotd

Februar 7.-én és 8.-an ,,Previcur”-os vizzel meglocsoltam a szarat, hogy fert6tlenitsem

a gomdasodastol. Az elsé vetésbdl megmaradt viragokom az elsé bimbok februar 20.-an

jelentek meg, a harmadvetésen - februar 23.-an. Mihelyst megerdsodott és megfogant a

cserépladakban a virag, a laminaris boxban 15 perces UV sugarzast kapott. Ennyire van

bedllitva a berendezés ido6zitdje.

Az elsO megvilagitast 2023.februar 27. kezdtiik a harmadvetésbol kelt Calendula

officinalis dwarf Candyman fajtan. A 15 perc elteltével nem volt szemmel lathatd valtozas

(46.abra). Kovetkezo nap ismételten megtortént a besugarzas, miutan kivettem a cserépladat

a boxbdl, a kontrol csoporttal egyiitt boségesen meglocsoltam. A besugarzasi 1d6rol

készitettiink egy dsszefoglalo tablazatot (1.tablazat) :

1. tablazat: Besugarzasi 1d6 a Calendula officinalis dwarf Candyman fajtara

Besugarzasi 1d6

Besugarzasi 1d6

Besugarzasi id6

fényszoba fénnyel UV fénnyel fényszoba fénnyel
Datum
(A csoport) (B csoport) (B csoport)
X ora Y ora X-Y ora
2023.02.27. 10 15 perc 9 6ra 45 perc
2023.02.28. 10 15 perc 9 ora 45 perc
2023.03.01. 10 15 perc 9 ora 45 perc
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45.-46.abra: (Harmadvetés) Calendula officinalis dwarf Candyman
elsé megvilagitidsa utan a Laminaris boxban (2023.02.27.)

Forras: sajat fotd

47.abra: (Harmadvetés) Calendula officinalis dwarf Candyman
masodik megvilagitas utdn a Lamindris boxban (2023.02.28.)

Forras: sajat foto

A 48.abran egymas mellett latjuk bal oldalt az UV besugarzott kéromviragot és jobb
oldalt a kontroll csoportot, de valtozas még mindig nem volt megfigyelhetd. A levelek szép
zoldek, talan a megvilagitott ndvények levele nagyobb, szebb, mint a kontroll csoporté.

Viszont azon megjelentek az elsé viragok.

48.-49.4brak: (Harmadvetés) Calendula officinalis L. dwarf Candyman viragok:
a) UV besugarzott; b) Kontroll csoport

Forras: sajat foto

Marcius 1.-re a besugarzott virdgon jol latszottak a levélégés jelei, olyan volt, mint
ami le lenne forrazva. Az alanyok szinte 50% nem ¢lte tal, 11 egyed maradt. A

megfigyelések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy soknak bizonyosul a 15 perces UV-
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besugarzas. Ezért 0gy dontottiink, hogy csokkentjiik az UV-besugarzas id6tartamat, és a hét
tobbi napjan pihentetjiik, hagyjuk regeneralddni a noévényt.

Marcius 1.-én atiiltettem a harmadvetésbol megmaradt paldntakat cserépladakba, tehat
a Calendula officinalis deja vu ¢és Calendula officinalis ,, Pozosuii cropnpus” -et.
Mindegyikbol 1 — 1 ladaval lett (51.4bra). Deja vu fajtabol 22 szal — sarga jelolest, ,, Pozosuii
ciopnpus” -bol 24 db — zold jelolest kapta (52.4abra). Az ardny ugyan annyi, mint tavaly. Két
nap mulva a Calendula officinalis dwarf Candyman fajtan drasztikus volt a kar, a levelek

sargulni, fonnyadni kezdtek, a szara vilagosodott. 9 db virdg maradt élve (52.4bra).

N
.

50.-51.abrak: (Harmadvetés) Calendula viragok atiiltetése cserépladakba:
a) Sarga - Calendula officinalis deja vu
b) Zold - Calendula officinalisL. ,, Pozosuii cropnpuz” (2023.03.01)

Forras: sajat foto

52.abra: (Harmadvetés) Calendula officinalis dwarf Candyman virdgok:
a) UV besugarzott; b) Kontroll csoport (2023.03.03.)

Forras: sajat fotd

Egy hét elteltével a virdgok fejlédése nagyot ugrott. A besugarzott virag elkezdett

virdgozni.
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53.4abra: (Harmadvetés) Calendula officinalis dwarf Candyman virdgok:
a) UV besugarzott; b) Kontroll csoport (2023.03.14.)
Forras: sajat foto
Addig a tobbi virag, ami decemberrdl maradt meg szépen virdgzott, bar a virag fejek
atmérdje nem haladta meg a 2 cm-t. Az allvanyon a hely sziikds volt, a cserépladaban a virag

hamar elnyitott.

54.abra: (Elso6 vetés) Calendula officinalis dwarf Candyman (2023.03.15.)
Forras: sajat foto
Ez 1do alatt novekedett, virdgzott a Calendula officinalis deja vu és Calendula

officinalis ,, Pozosuii cropnpus” (55.-56.abrak).

55.-56.4brék: (Harmadvetés) Calendula viragok:
a) Sarga - Calendula officinalis deja vu

b) Zold - Calendula officinalis ,, Pozosuii ciopnpus” (2023.03.15.)

Forras: sajat fotod
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Ujabb hét elteltével kezdett a besugarzott virag magahoz jonni, megerésodni, virdgozni.

57.abra: (Harmadvetés) Calendula officinalis dwarf Candyman viragok:
a) UV besugarzott; b) Kontroll csoport (2023.03.20.)

Forras: sajat fotd

A témavezetd utasitasat kovetve, a Calendula officinalis deja vu fajtat, ket felé

osztottam, az egyik kontroll-, a masik UV besugarzott csoport lett.

B
st
7 ok
|2
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58.abra: Calendula officinalis deja vu fajta megfelezése és atiiltetése (2023.04.06.)

Forras: sajat foto

Majd megkezdtem a UV-lampaval a megvilagitast. Minden napot tablazat
forméjaban rogzitettem (2. tdblazat), Gsszességében 23 alkalommal volt 5 — 5 percet

megvilagitva:
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2.tablazat: Besugarzasi 1d6 a Calendula officinalis deja vu fajtara

Besugarzasi id6

Besugarzasi id6

Besugarzasi id6

) fényszoba fénnyel UV fénnyel fényszoba fénnyel
Dawm (A csoport) (B csoport) (B csoport)
X ora Y ora X-Y ora
2023.04.06. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.12. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.13. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.18. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.19. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.20. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.21. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.24. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.25. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.26. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.27. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.04.06. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.03. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.04 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.08. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.09. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.10. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.11. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.12. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.15. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.17. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.22. 10 5 perc 9 ora 55 perc
2023.05.23. 10 5 perc 9 ora 55 perc
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59-60.4abrak: Calendula officinalis dwarf Candyman begylijtott szarazmintak:
a) UV besugarzott; b) Kontroll csoport (2023.04.20.-05.26.)

Forras: sajat foto

N |
61.-62.abrak: Calendula officinalis deja vu begy{ijtott szarazmintak:
a) UV besugarzott; b) Kontroll csoport (2023.04.20.-05.26.)

Forras: sajat fotd

2.4.1. Els6 szami kisérlet az dltalam termesztett viraganyagbol

A vizsgalatokat a II. Radkoczi Ferenc Karpataljai Magyar Foiskola bioszervetlen kémia és
Okologial laboratdériumaban végeztiik, nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) alkalmazasaval. Az elemzésekhez az altalam
termesztett szdraz koromvirag alapanyagot hasznéltuk fel. A szaraz kéromvirdgot a
mintahoz apritottuk (Calendula officinalis dwarf Candyman, Calendula officinalis deja vu
és Calendula officinalis ,, Pozosuii ctopnpus”’) €s elokészitettiik a munkahoz.

2023.03.02. ¢és 2023.05.15. kozott végzett munkam soran a 2022-ben termesztett
Calendula officinalis dwarf Candyman ¢és Calendula officinalis deja vu viragmintakat
hasznaltam fel. A kisérleteket az elozetes kisérletek soran kidolgozott modszer szerint

végeztem.
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63.abra: Calendula tinkturak (2023.03.28.):
1) Calendula officinalis dwarf Candyman (etanol — viz, 2:1);
2) Calendula officinalis dwarf Candyman (etanol — viz, 1:2);
3) Calendula officinalis dwarf Candyman (etanol — viz, 3:0)

Forras: sajat fotd

64.abra: Calendula tiknkturak (2023.05.15.):
1) Calendula officinalis deja vu (etanol — viz, 2:1),
2) Calendula officinalis deja vu (etanol — viz, 1:2),
3) Calendula officinalis deja vu (etanol — viz, 3:0)

Forras: sajat fotd

2.4.2. Masodik szamu kisérlet az altalam termesztett viraganyaghol

A masodik szdmu kisérletet az altalam termesztett viraganyagbol 2023.04.25-¢én végeztem,
a Calendula officinalis dwarf Candyman és a Calendula officinalis deja vu mintak
felhasznalasaval. A kisérletet a masodik szamu eldzetes kisérlet modszertani leirasa szerint
hajtottam végre. A vizfiirdon kezelt mintdk jelolése: C. Off. It° és C. deja vu It°, mig a nem

kezelt mintak jelolése: C. Off. 11 és C. deja vu IL
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66.abra: Calendula tinktirak (2:1 (% v/v) alkohol viz aranyban)

Forras: sajat foto

2.4.3. Harmadik szamu kisérlet az altalam termesztett viraganyaghol

A harmadik szamu kisérlethez az altalam termesztett virdganyagbol késziilt a minta. A
vizsgalatot 2023.05.11. és 2023.05.30. kozott végeztem. A mintdk a 2. és 3. szdmu
oldatokbodl bemérve, az elozetes harmadik szamu kisérletnek megfeleldoen késziiltek,
melyeket 2) C.Off. 1:2 alk. és 2) C. deja vu 1:2 alk. jeloléssel lattunk el. Ugyanezt a
folyamatot megismételtiik a 3. szammal jelolt mintakkal is, amelyek jeldlése: 3) C.Off.
100% és 3) C. deja vu 100%.

67.-68.abrak: Tinkturak a vizflirdds extrakcio utan (2023.05.11.-05.30.)
Forras: sajat fotod
A maradék hidrogén-kloriddal kezelt mintat hexannal (CeHi4) extrahéltuk. (65.4bra).
Haromszoros ismétlésben raztuk 6ssze 10 ml hexannal. Ennek a 1€épésnek a célja az értékes
hatéanyag kinyerése €s az anyag tisztitdsa a nem kivant alkotoelemtdl. Az extrakcid utan a

szerves ¢s szervetlen fazist kiilon edényekbe gyljtéttem.
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65.abra: Vizben oldott szerves vegyiiletek extrakcioja
szerves oldoszer hozzaadasaval (2023.05.11.)

Forras: sajat fotd

A munkam sordn az UV-B sugérzassal megvilagitott ndvények ¢€s a kontrollcsoport

mintai nem keriiltek vizsgalatra. Ez egy késObbi kutatas targya lesz.

Minden elkészitett mintabol 1 cm?® oldatot vettiink ki, amit 0,45 pm PTFE
fecskendosziirén sziirtiink at (66.4bra), majd ezt kovetden injektaltuk a HPLC késziilékbe
(67-69.abrak).

66.4abra: A mintak sziirésének folyamata (2024.05.07)

Forras: sajat foto

67-69.4brak: Mintdk elhelyezése a miiszerben (2024.05.07)

Forras: sajat foto
43



IILEREDMENYEK ES ERTEKELES

A 2021 — 2022 tanévben végzett harom eldzetes kisérletbol hat minta lett, de ezek nem
voltak idoben kiértékelve a kialakult haborus helyzet miatt. A fényt6l védve egyes iivegekbol

az alkohol elparolgott.

70. abra: 2021-2023 tanévekben készitett extraktumok

Forras: sajat foto

Azokban az oldatokban, amelyekbdl teljesen elparolgott az alkohol, pétoltuk a hianyzo
kiindulasi oldoészert, hogy a HPLC miiszerrel ki tudjuk vizsgélni a mintakat.

A kutatasom soran még a 2021/2022 tanév elején harom kiilonb6zo fajta Calendula
magot szereztem be. A Benében végzett kutatdsom 2022. februarjatol junius 11-ig tartott,
sajat kertemben 1évé meleghazban. Osszesen 270 magot vetettem el, de csak 99 volt
csirakeépes: 60 Calendula officinalis dwarf Candyman, 22 Calendula officinalis deja vu és
17 Calendula officinalis ,, Pozosuit cropnpuz”.

A virdgokat 2022. marcius 15-én iiltettem ki cserépladdkba: harom cserépladaba
Calendula officinalis dwarf Candyman, egybe Calendula deja vu, és egybe Calendula
»Po3oBuii croprnpus”. A novények folyamatos gondozasat kdvetden majus végén nagyon
vizigényess¢ valtak, ¢s naponta akar négyszer is ontdzni kellett 6ket. A viragok szépen
fejlodtek, és gyonyorl viragfejeket hoztak.

Junius 25-én kezdtem begytjteni és szaritani a viragokat, melyeket a 2022/2023
tanévben terveztem vizsgalni.

2022/2023-as taneév soran a gyakorlati részre fektettem a hangsulyt. Megismételtiik a
viragok termesztését. Bar az idopont nem a legmegfelelébb volt a veteményezésre. Ezért az
aramkikapcsolasok miatt janudr 3-a1 harmadszori vetés bizonyult sikeresnek. A tanév
masodik szemeszterében, amint meger6sodott a palanta, megkezdtem a besugarzast. A
megvilagitas a Laminaris boxban tortént. A besugarzasi idot 5 percre csokkentettiik, és
Osszesen 23 alkalommal sikeriilt megvilagitani a Calendula officinalis deja vu fajtat. A

koromviragnak az allvanyon a hely szitkosnek bizonyult, igy csekély mennyiségi virag lett.
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A 2022-ben begylijtott altalam termesztett mintakat hasznaltam fel a kisérletekhez.

Ahol el6szor a Calendula officinalis dwarf Candyman fajtaval kezdtiik, ennek ellenére a

megvilagitasi rész zatonyra futott, indokolt volt, hogy megismételjiik a kisérleteket — a

Calendula officinalis deja vu fajtan. A kisérleteket elvégeztiik, de az dramkimaradasok miatt

nem sikerilt kiértékelni.

A kisérletekb6l szarmazd eredmények 2024 — ben sikeriilt HPLC miiszeren

bevizsgalni a kdvetkezd eredmények sziilettek:

DAD1 B, Sig=250,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\002-P2-A1-SR-1.D)

72. abra: A1 minta kvercetin kimutatasa 250 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

DAD1 C, Sig=280,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\002-P2-A1-SR-1.D)
mAU @
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73. abra: A1 minta kvercetin kimutatasa 280 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_T\Quercelin_analysis_SEQ 2024-05-20 18-55-221002-P2-A1-SR-1.0)

21.510
[24.474
[25.357

ma
8

5 10 15 20 2

74. dbra: A1 minta kvercetin kimutatasa 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\002-P2-A1-SR-1.D)
0

21510
24474
126357

5 0 15 20 25 30 min

75. abra: A1 minta kvercetin kimutatasa 375 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

5.tablazat: Al minta kvercetin csticspontok 360 nm hullAmhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s]| [mAU] %
12 15.077 VBE 0.0986 82.31741 13.13910 0.5465
13 15.531 BV 0.1129 1673.22668 222.06613 11.1090
14 15.800 VB 0.0890 678.93719 113.90366 4.5076

Forras: sajat szerkesztés

DAD1 F, Sig=360.4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\007-P2-E1-SR-5.D)

7
30

miny

76.tablazat: E1 minta kvercetin cstucspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

6.tablazat: E1 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s]| [mAU] %
10 15.084 VB 0.0999 222.99634 33.17058 2.0188
11 15.419 BVE 0.0604 7.82501 1.96914 0.0708
12 15.587 VVR 0.0956 278.07190 42.62120 2.5174
13 15.807 VB 0.0847 492.15356 87.43721 4.4555

Forras: sajat szerkesztés
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\014-P2-B4-SR-20.D)
mAU ] T
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77.tablazat: B4 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

7.tablazat: B4 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU¥*s] [mAU] %
8 15.569 BV R 0.1187 3693.62036 436.42593 6.8114

Forras: sajat szerkesztés

Mivel egy modszert alkalmaztam, a mintakat csoportositottuk, és dsszehasonlitottuk a
kiilonbdzo szarazmintak kvercetin tartalmat. A standard kvercetin retencios ido (RetTime)
érteke 15.510 perc, az teriilet szazalék (Area%) pedig 0.3278.

Az Osszehasonlitas az Al, El és B4 mintak esetében a kovetkezd eredményeket
mutatta:

A1 mintaban harom retencios id6t mértek: 15.077 percnél, teriilet szazalék: 0.5465%
(a retencios 1d0 messze van a standardtol, igy a kvercetin jelenléte nem egyértelmil). A
masodik csticspont retencios ideje szinte megegyezik a standard értékeivel, és magasabb
szazalékban tartalmaz kvercetint. A harmadik csticspont hatarértéken kiviil esik, ezért nem
egyertelmi, hogy kvercetin.

E1 mintaban négy retencios 1d6t mért a miiszer, amelyek mindegyike 15 perces
értekii: Az elso csucspont messze van a standardtol. A masodik cstcspont retencios ideje 0.1
perccel kevesebb, de jellemz6 a kvercetinre. A harmadik csucspont beleesik a standard
tartomanyaba, és az itt kapott szazalékos eredmény mutatja, hogy novekedett a kvercetin
szint. A negyedik érték messze all a ,tiszta” kvercetin standardjatol, valosziniileg egy¢b
polifenolok zavarhatjak meg a mérést. Ez arra utal, hogy nyomokban tartalmaz kvercetint.

B4 minta: 360 nm hullamhosszon egy kvercetinre jellemzé értéket sikeriilt
meghatarozni, amely teljes mértékben azonos a standarddal, ¢s az Area% értéke 6.8114%.

Kovetkeztetés: A harom minta (A1, E1, B4) egy mddszer szerint késziilt, etanol-viz

(2:1 aranyu). Mindegyik minta cstcsai, amelyek retencios ideje kozel all a standard 15.510
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perces retencids idejéhez, jelentGsen magasabb teriilet szdzalékokat mutatnak. Ez alapjan
elmondhatd, hogy mindharom minta kvercetin tartalma magasabb, mint a standardban mért
érték, ¢s ez a modszer alkalmas a kvercetin kinyerésére az oldatbdl. Az Al (Calendula
officinalis dwarf Candyman) és El (Calendula officinalis deja vu) mintdk az altalam
termesztett szarazanyagbol késziiltek, mig a B4 (Elso szamu elozetes kisérlet eredménye) a

kapott alapanyagbol szarmazik.

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\005-P2-C1-SR-3.0)

=19.614

330e
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78.tablazat: C1 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

8.tablazat: C1 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
9 15.403 BV 0.0986 2427547 3.36819 0.2816
10 15.528 VB 0.0942 103.28526 16.03104 1.1983
11 15.808 BV 0.0744 21.63038 4.47193 0.2509
12 15.952 VB 0.0887 9.36798 1.60327 0.1087
Forras: sajat szerkesztés
DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529 _1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\008-P2-F1-SR-6.D)
o %
g ?;E)V?%@ 83 g
: S AT _
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79.tablazat: F1 minta kvercetin csicspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

48



9.tablazat:

F1 minta kvercetin 360 nm hulldimhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
10 15.101 VBE 0.0994 175.77544 27.01393 1.3263
11 15.550 BV 0.1361 1791.39075 203.69357 13.5172
12 15.813 \'A% 0.0943 880.14941 137.26349 6.6413

Forras: sajat szerkesztés

mAU
3500

30004
2500 4
2000 4
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1000 4

5004

%.919
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F13%38°

DAD1F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\015-P2-C4-SR-21.D)
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80.tablazat: C4 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

10.tablazat: C4 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
8 15.575 VB 0.1142 1745.31458 225.72287 4.7652
9 15.849 BB 0.0916 505.14075 87.22427 1.3792

Forras: sajat szerkesztés

A kvercetint jelenlétére akkor utalunk, ha a retencios 1d6 erték 0.1 percen beliil van a

standard retencios 1dohoz képest, C1 minta két csucspontja 15.403 és 15.528 percek kozelitik

meg a standard értékét, tehat ez a minta tartalmaz krercetint. Az F/ minta két csucsa esik

pontosan a standard retencids idejére ez a 15.505 perc, a kvercetin tartalom megegyezik a

standardéval. De a 15.550 perces csucs kozel van hozza. Ez a két cstlics a kvercetint jellemzi.

A C4 minta egyik csicsa (15.575 perc) kozel esik a standard RetTime-hez (0.065 perccel

magasabb), ami azt jelzi, hogy ez a cstcs valosziniileg kvercetint tartalmaz. A masik cstics

jelentOsen eltér a standardtol.

Kovetkeztetés: A hiarom minta Cl (Calendula officinalis dwarf Candyman), F1

(Calendula officinalis deja vu) C4 (Mdsodik elozetes kisérlet) egy egységes modszerrel

késziilt. Az eredmeények azt mutatjak, hogy a kvercetin tartalma a mintadkban magasabb a
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standardhoz képest, ami arra utal, hogy a modszer hatékonyan képes kimutatni és mérni a

kvercetin jelenlétét a ndvényekben. A deja vu fajta esetében az etanol-viz (1:2 ardnyu)

keverékkel is jo eredményt kaptunk (13,5172%), mig a Calendula officinalis dwarf

Candyman fajtindl ez a modszer kevésbé volt sikeres.

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=450,100 (20240520_1\Quercelin_analysis_SEQ 2024-05-20 16-55-22\006-P2-D1-SR4 D)

mAU
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81.tablazat: D1 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

I 1.tablazat: D1 minta kvercetin 360 nm hullimhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
10 15.403 BV 0.0983 82.41759 13.11469 3.1027
11 15.532 \'AY% 0.1244 42222821 47.64611 15.8952
12 15.806 VB 0.1088 103.41570 13.51019 3.8932

Forras: sajat szerkesztés

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\009-P2-A2-SR-7.D)

82.tablazat: A2 minta kvercetin csticspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

12.tablazat: A2 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
6 15.371 BV 0.1136 30.73491 3.95819 5.9854
7 15.514 \'AY% 0.1226 11435719 13.06186 22.2703
8 15.796 VB 0.1225 30.23011 3.44029 5.8871

Forras: sajat szerkesztés
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DAD1 F, 5ig=360,4 Ref=460,100 (20240529_T\Quercelin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\016-P2-D4-SR-22.D)
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83.tablazat: D4 minta kvercetin csticspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

13.tablazat: D4 minta kvercetin 360 nm hullimhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
5 15.577 BV 0.1194 1354.74072 172.88469 5.8490

Forras: sajat szerkesztés

A vizsgalatok alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

D1 minta: Két csucspont (15.403 és 15.532 perc) kozel esik a standard RetTime-hez,
igy tartalmaz kvercetint és 15.8952% mennyiségli kvercetint sikeriilt meghatirozni a
mintaban.

A2 minta egy csucspontja (15.514 perc) bele esik a standard retencios ido
intervallumaba és 22.2703% kvercetint tartalmaz.

D4 minta csucspontja (15.577 perc) szinte megegyezik a standard RetTime-val, fixen
tartalmaz kvercetint méghozza 5.8490%-ban.

Kovetkeztetés: A kvercetin teriilet%-os értékeinek vizsgélata alapjan a legnagyobb
mennyiségll kvercetint (22,2703%) 30 ml etilalkohol hasznalatadval sikeriilt levalasztani.
Ugyanezen modszerrel a Calendula officinalis dwarf Candyman fajtabol is jelentds
kvercetint (15,8952%) nyertiink ki. Ezek az értékek jelentdsen meghaladjak a standard
értékét (area% 0,3278). Mindhdrom minta (D1, A2, D4) tartalmaz kvercetint, és egy
egyseges eljaras szerint lettek elkészitve. A mintak a kovetkezok: D1 (Calendula officinalis
dwarf Candyman), A2 (Calendula officinalis deja vu) és D4 (kapott viragminta). Az itt
modszer tébb  kvercetint

alkalmazott tartalmi  komponens jelenlétét mutatja a

kromatografias elvalasztas alapjan €s egyben a leghatékonyabb médszernek bizonyult!
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-29 18-55-22\010-P2-B2-SR-8.D)

84.tablazat: B2 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

14.tablazat: B2 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 3.700 BBA 0.0474 6.85195 1.90882 100.0000

Forras: sajat szerkesztés

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460.100 :202405'2;;_1\Querceun_anar,s‘rs_SEQ 2024-05-30 09-20-56\003-P2-C2-5R-9.0)
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85.tablazat: C2 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

15.tablazat: C2 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
14 15.146 BV E 0.0921 723.14203 122.96040 0.8884
15 15.307 VV E 0.1606 878.15521 74.71152 1.0788
16 15.547 VV R 0.1724 1.10400e4 947.72253 13.5625
17 15.821 VB 0.0957 4456.27539 686.50708 5.4745

Forras: sajat szerkesztés
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercelin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\018-P2-F4-SR-24.D)
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86.tablazat: F4 minta kvercetin csicspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

16.tablazat: F4 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
8 15.558 BV 0.1092 5344.89355 732.02570 10.9735
9 15.830 VB 0.1065 1056.78369 149.38924 2.1697

Forras: sajat szerkesztés

B2 minta: A retencios ido6 értéke messze eltér a standardtol, ezért ez a minta nem
tartalmaz kvercetint.

C2 minta: Egy cstcs (15.547 perc) RetTime értéke van 0.1 percen beliil a standardhoz
képest, igy kvercetint tartalmaz. Az Area% érték (13.5625%) jelentésen magasabb, mint a
standardé, ami a minta magasabb kvercetin koncentracidjat jelezheti.

F4 minta: Egy csucs (15.558 perc) standard értékeihez kozelit - ez a minta is tartalmaz
kvercetint., méghozza 10.9735%-ban. Szintén magasabb, mint a standardé.

Kovetkeztetés: A masodik legjobb elvalasztasi modszernek az etanol-viz (2:1 aranyu)
¢€s 50°C-ra elomelegitett vizflirdon torténd fozése bizonyult, amely 13,5625%-0s (Calendula
officinalis deja vu fajta) és 10,9735%-o0s (masodik szamu elézetes kisérlet) kvercetin
levalasztast eredményezett. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy bar azonos modszer
alapjan késziiltek a mintdk és egy mintabevétel alatt torténtek a mérések, az eltérd
korilmények és tényezdk miatt kiilonbségek addodhatnak a retencios idékben és az Area%
értekekben. Az elemzések megerdsitik, hogy a C2 (Calendula officinalis deja vu) és F4
(kapott koéromvirdg) mintakbol tobb kvercetint sikeriilt kinyerni, mig a B2 (Calendula

officinalis dwarf Candyman) mintaban valami hiba csuszott be.
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercelin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\004-P2-D2-SR-10.D)

mAU
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87.tablazat: D2 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

17.tablazat: D2 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
7 15.166 VVE 0.2092 1388.45496 87.45118 3.0351
8 15.556 VB 0.1239 3771.14258 440.51727 8.2436
9 15.829 BB 0.0904 1008.51062 177.27737 2.2046

Forras: sajat szerkesztés

DAD1 F, Sig=360.4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\005-P2-E2-SR-11.D)

mAU P
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88.tablazat: E2 minta kvercetin csucspontok 360 nm hullamhossz tartoméanyban

Forras: HPLC eredménye

18.tablazat: E2 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
8 15.172 BV 0.0975 641.84155 101.94222 1.8103
9 15.282 \'AY% 0.1400 1047.66882 109.15133 2.9549
10 15.566 VB 0.1349 4128.05078 468.16840 11.6431
11 15.838 BB 0.0919 1183.78650 203.35165 3.3389

Forras: sajat szerkesztés
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\017-P2-E4-SR-23.D)

mAU
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89.tablazat: E4 minta kvercetin csucspontok 360 nm hulldamhossz tartoméanyban
Forras: HPLC eredménye

19.tablazat: E4 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
12 15.149 BV 0.0782 22494206 45.10695 0.2970
13 15.269 VB 0.0862 325.59674 56.12150 0.4298
14 15.571 BV 0.0988 4761.19922 709.02411 6.2856
15 15.848 VB 0.0851 3742.66772 650.58655 4.9410

Forras: sajat szerkesztés

A vizsgalat soran harom mintat (D2, E2, E4) elemeztiink a kvercetin tartalom
meghatarozasa céljabol. Az eredmények az alabbiak szerint 0sszegezhetok:

Mindharom minta egy-egy csucsa (D2: 15.556 perc, E2: 15.566 perc, E4: 15.571 perc)
RetTime értékkel rendelkezik, amelyek 0.1 percen beliil vannak a standardhoz képest, igy
valosziniisithetd, hogy a mintak kvercetint tartalmaznak. Az Area% értékek minden esetben
jelentdsen magasabbak a standardnal, jelezve a mintak magasabb kvercetin koncentracigjat:
D2 (Calendula officinalis dwarf Candyman) - 8.2436%, az E2 (Calendula officinalis deja
vut) - 11.6431% ¢és E4 (kapott Calendula minta) - 6.2856%.

Kovetkeztetés: Ez alapjan a D2, E2 és E4 mintak kvercetin tartalma magasabb, mint a
standard referenciaértéké. A modszer, amely szerint ezeket az eredményeket kaptuk, egy
olyan eljarason alapult, ahol az etanol és viz aranya 2:1 volt, és ez rendkiviil hatékony

modszernek bizonyult.

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\006-P2-F2-SR-12.D)
mAU
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90.tablazat: F2 minta kvercetin csicspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye
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20.tablazat: F2 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Peak

RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 4.891 BB 0.0321 10.57735 4.63457 100.0000
Forras: sajat szerkesztés
DAD1 F, Sig=360.4 §e1=450‘100 (202405I2‘é71\Querceunfana\y‘srsjEQ 2024—05-30.6“;-20-56\007-P2-A3-§§-1E.D)
22_ PN . Jhwhm —
91.tablazat: A3 minta kvercetin csticspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban
Forras: HPLC eredménye
21.tablazat: A3 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban
Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 5.226 VV R 0.1574 648.27301 80.98479 38.9230
2 5.430 VB 0.1245 1017.25183 113.58564 61.0770
Forras: sajat szerkesztés
DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529 _1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\019-P2-A5-SR-25.D)
600
400%
200 2
A
92.tablazat: A5 minta kvercetin csticspontok 360 nm hulldmhossz tartomanyban
Forras: HPLC eredménye
22.tablazat: A5 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban
Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 4.379 BV E 0.4993 2417.86060 64.80326 29.0516
2 5.375 VB R 0.0848 5904.77490 1000.85480 70.9484

Forras: sajat szerkesztés
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DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\008-P2-B3-SR-14.D)
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93.tablazat: B3 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

23.tablazat: B3 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
2 16.871 BB 0.0799 6.64672 1.21339 8.9880
Forras: sajat szerkesztés
DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercatin_analysis SEQ 2024-05-30 09-20-56\020-P2-B5-5R-26.D)
200
. ] - Y
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94.tablazat: BS minta kvercetin csiicspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban
Forras: HPLC eredménye
24 tablazat: B5S minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban
Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 5.380 VBR 0.1042 1824.70313 252.68359 100.0000

Forras: sajat szerkesztés

A vizsgalat soran harom mintanak F2 (Calendula officinalis dwarf Candyman, C1

minta lett folytatva), A3 (Calendula officinalis deja vu, F1 minta lett folytatva), A5 (C4
minta lett folytatva), B3 (Calendula officinalis dwarf Candyman, D1 minta lett folytatva),

C3 (Calendula officinalis deja vu, A2 minta lett folytatva), BS (D4 minta lett folytatva) egy

modszert alkalmaztunk és megvizsgaltunk a kvercetin tartalmat. Az eredmények alapjan

egyik minta sem tartalmaz kvercetint, mivel mindegyik minta retencidos id0 értékei

jelentosen eltérnek a standard értékektol. A B3 minta esetében a retencios 1do értéke 16.871
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perc volt, ami +1.361 perces eltérést mutat a standard értéktdl. Ez az eltérés nem utal
kvercetin jelenlétére. A C3 minta értékelése nem tortént meg, mivel a minta nem kertlt
bevizsgalasra. Ennek oka, hogy a miiszer éjszaka is lizemelt, és egy aramkimaradas
kovetkeztében leallt, majd nem indult Gjra automatikusan. Csak késobb vettiik észre, hogy a
C3 mintarol nincs mérési eredmény, igy ennek a mintanak az értékelése nem lehetséges.
Kovetkeztetés: A mintakat egy eljarassal készitettiik, amely sordn 30 ml etanolt és 4
ml 12% sodsavat hasznaltunk, és mindezt vizflirdon végeztik. A C3 minta esetében az
értékelés nem lehetséges, mivel nincs rendelkezésre allo megbizhaté adat. Az Gsszes tobbi
minta retencios id6 értékei a standard tartomanyon kiviil esnek. A B3 és B5 mintak retencios
1do6 ¢s tertiletszazalék értékei alapjan nem valoszinii, hogy kvercetint tartalmaznak. Az F2,
A3 ¢és A5 minta biztos nem kvercetint jeloli. Ez valosziniileg annak tudhatd be, hogy a

kivonds soran kevés kvercetint sikeriilt kinyerni, és a mintdk csak nyomelemeket

tartalmaznak.

DADA F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercelin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\010-P2-D3-SR-16.D)
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95.tablazat: D3 minta kvercetin csiicspontok 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

25.tablazat: D3 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
2 13.602 BV R 0.1671 2636.99878 234.64937 42,7722
3 19.650 VVR 0.1068 1856.95483 261.73715 30.1199

Forras: sajat szerkesztés

DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\012-P2-F3-SR-18.D)
mAU @
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96.tablazat: F3 minta kvercetin csicspontok 360 nm hullamhossz tartomanyban
Forras: HPLC eredménye
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26.tablazat: F3 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

-

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 5.045 BB 0.0489 634.27869 200.72879 32.4567
2 5614 VB 0.1528 1319.95435 123.38960 67.5433
Forras: sajat szerkesztés
DAD1F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529_1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\011-P2-E3-SR-17.D)
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97.tablazat: E3 minta kvercetin csucspontok 360 nm hullamhossz tartoméanyban

Forras: HPLC eredménye

27.tablazat: E3 minta kvercetin 360 nm hulldmhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 4.848 VVR 0.0841 52937170 85.66873 100.0000
Forras: sajat szerkesztés
) DAD1 F, Sig=360,4 Ref=460,100 (20240529 _1\Quercetin_analysis_SEQ 2024-05-30 09-20-56\013-P2-A4-SR-19.0)
m50 3
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98.tablazat: A4 minta kvercetin csticspontok 360 nm hullimhossz tartomanyban

Forras: HPLC eredménye

28.tablazat: A4 minta kvercetin 360 nm hullamhossz tartomanyban

Peak | RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
2 16.843 BV R 0.1136 394.64142 51.41059 46.7603

Forras: sajat szerkesztés
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A D3, F3, E3 ¢s A4 mintak egy egységes modszer szerint késziiltek kiilonbozo
alapmintakbol. A pontos mintdk és azok folytatasai a kovetkezok: D3 (Calendula officinalis
deja vu, A3), F3 (Calendula officinalis dwarf Candyman, F2), E3 (Calendula officinalis deja,
vu C3), és A4 (Calendula officinalis dwarf Candyman, B3).

Az elemzések soran az alabbi megallapitasokat tettiik:

D3 minta: Retencios idok: 13.602 perc és 19.650 perc, amelyek -1.908 és +4.140
perces eltérést mutatnak a standardtol. Ezek az eltérések nem utalnak kvercetin jelenlétére.
Teriilet% értekek: 42.7722% ¢és 30.1199%. Bar magasak, nem relevansak, mivel a retencios
1dok jelentOsen eltérnek.

F3 és E3 mintak: Nagy eltérést van a retencids idékben. A teriilet% értékeik nem a
Htiszta” kvercetint jelzik, hanem valamilyen mas polifenol vegyiilet jelenlétét.

A4 minta: Retencids 1do: 16.843 perc, amely +1.333 perces eltérést jelent a standardtol,
szintén nem utalva kvercetin jelenlétére.

Kovetkeztetés: A D3, F3, E3 és A4 mintakban, melyeket hexannal extrahaltunk, nem
sikeriilt kvercetint kimutatni a jelentos retencios 1d0 eltérések miatt. Ezek kiértékelésére mas
miszert kellene hasznalni, amely jelenleg nem all rendelkezésre. Lehetséges, hogy a hexan
nem megfelelé extrahald szer, ezért a minta nem tartalmaz kimutathatdé mennyiségi
kvercetint. A kvercetin oldhatosaga hexanban nem biztositott, ami megmagyarazhatja a
negativ eredményeket.

Megjegyzés: Ott, ahol nincs kiugro csucs, de van egy kis emelkedés, nyomokban
kvercetin jelenléte feltételezhetd. Az alapvonalon azonban nem lehet precizen megallapitani
a kvercetin jelenlétét, mivel a kromatogram elmosodott lehet a kiilonb6zo sebességgel ¢€s
oldoszerrel torténo elvalasztas miatt. Egy nagyon keskeny cstcs preciz meghatarozasahoz
specialis muiszereket, modszereket, standardokat és higitasokat kellene hasznalni, amelyek
jelenleg nem allnak rendelkezésiinkre. Az elemzéseket gyorsan kellett elvégezni, igy nem
volt lehetdség alapos optimalizalasra minden egyes minta esetében.

A mintak kiértékelése soran az eredmények érthetobbé tétele érdekében készitettem
egy tablazatot, amelyben Osszesitettem minden relevans informaciot (29.tablazat). Ez a
tablazat tartalmazza a mérések legfontosabb adatait és eredményeit, amelyek alapjan a
kovetkeztetések levonhatok:

Jelmagyarazat:
v’ igen tartalmaz kvercetint

~ nyomokban tartalmaz kvercetint, de tobb polifenolt

- nem tartalmaz kvercetint
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A félkiver szioveg jelol a leghatékonyabb modszereket és azok eredményeit.

Az adott tablazat elsé oszlopdban a narancssdrga, sarga és kék szinnel jeldlt mintdak azt

jelentik, hogy az adott mintadkbdl szarmaznak. A masodik oszlop pedig azt mutatja, hogy a

modszer hogyan folytatddik, vagyis az adott mintabol milyen eljarassal késziilt tovabbi

meres (elemzes).

Sziirke szinnel a Calendula officinalis dwarf Candvman fajta teriilet% van jeldlve, zélddel -

Calendula officinalis deja vu fajta értékei lettek kiemelve.

29.tablazat: Osszesitett tablazat a mintak kvercetin tartalmarol

Kvercetin standard:
e Elkészitésének | & -2
észitéséne = —
HPLC Leirés Név " E B | Retencios | o
\ ideje T 0 | .4, ) :
név S 2 id6 (perc): 03278
15.510
1) Calendula officinalis
Al dwarf Candyman v 15.531 11.1090
(etanol —viz, 2:1);
— 2023.03.02
4 g apritott 1) Calendula officinalis
El , . deja vu N 15.587 25174
szarazminta
+20 ml C.H-OH (etanol —viz, 2:1);
B4 +10 ml H20 1.szamu 2021.11.16 v 15.569 6.8114
D2 C. Off I v 15.556 8,2436
2023.04.25
E2 C. deja vu I v 15.566 11,6431
E4 17 2021.11.22 v 15.571 6,2856
B2 4 g apritott C Off1t° - 3.700 0
i . 2023.04.25
C2 szarazminta C. dejavult° v 15.547 13,5625
+ 20 ml C:HsOH
+ 10 ml H20
F4 (2 ora vizfiirdon 1t 2021.11.22 v 15.558 10.9735
50°C)
lesziirtiik
2) Calendula officinalis
Cl dwarf Candyman 2023.03.02 v 15.528 1.1983
4 itott
g aprito (etanol —viz, 1:2);
szarazminta
2) Calendula officinalis
+10 ml C:HsOH X
F1 deja vu 2023.05.11. v 15.550 13.5172
+20 ml H:0 ,
(etanol —viz, 1:2);
C4 2.szamu 2021.11.16 v 15.575 4.7652
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3) Calendula officinalis
Dl dwarf Candyman 2023.03.02 15.532 15.8952
4 g apritott (etanol — viz, 3:0)
szdrazminta 3) Calendula officinalis
A2 +30 ml C.:HsOH deja vu 2023.05.11. 15.514 22.2703
(etanol — viz, 3:0)
D4 3.szamu 2021.11.16 15.577 5,8490
F2 Minden mintabal 2) C.Off- 1:2 alk. 4.891 0
2023.05.11.
A3 (etanol-viz, 1:2) 2) C. dejavu 1:2 alk. 5.430 0
bemértiink 10 ml
+4 ml HCI (12%)
A5 (2 ora vizflirdon 2a 2021.11.22 5.375 0
80°C),
lesziirtiik
B3 Minden mintabol C. deja vu 100% 16.871 0
2023.05.30
C3 (etanol-viz, 3:0) C.Off. 100% -
bemértiink 10 ml
+4 ml HCI (12%)
B3 (2 ora vizfiirdén 3a 2021.11.22 5.380 0
80°C),
lesziirtik
C. dejavu 1:2 alk.
D3 13.602 0
S hexanos
El6z6 mintak C. deja vu 100% alk.
F3 5.614 0
folytatasa hexanos 2023.05.31
E3 extrahaltuk C. Off. 1:2 alk. hexanos 4.848 0
+ C¢His (3x 10 ml) C. Off. 100% alk.
A4 16.843 0
hexanos

Forras: sajat szerkesztés

Osszegzés: Amint az eredményekbdl jol latszik — az eltérések az alkalmazott

modszerek és a koriilmények valtozasaibol adodtak. Mindezekbdl kiindulva elmondhatjuk,

hogy a kvercetin tartalom kimutatasdra a Vidal - Ollivier moédszer bizonyult a

leghatékonyabbnak. Ez alapjan az etilalkoholos levalasztas adta a legnagyobb mennyiségi

kvercetint a Calendula officinalis deja vu fajta esetében. Az etanol-viz (2:1 aranyu)

keverékkel €s vizflirdoben torténd fozessel is jelentds eredmeényeket értiink el, a Calendula

officinalis dwarf Candyman fajta esetében. Tehat viszonylag j6 mddszernek bizonyult a

Souza és munkatarsai modszerének alkalmazasa.
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Sajnos az UV-B-vel besugarzott mintdt az aramkimaradas miatt nem sikertlt
kivizsgalni. A jovoben tervezziik megismételni a vizsgalatot, hogy teljes korti eredményeket
szerezhessiink a minta reakcidjarél az UV-B besugéarzasra. Tovabba szeretnénk fajtakra

lebonthato hasznalhatdo modszereket alkalmazni.
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OSSZEFOGLALAS

Az szakdolgozatom a Calendula officinalis L. ndvény flavonoid tartalman alapszik. A
témam elso részeében szakirodalmi attekintést végeztem. Jellemeztem a koromviragot, annak
haté¢konysagat az emberi szervezetre, felhasznalasat, a flavonoid szerepét, a fénymindség és
az ultraibolya fény hatasat a novényre. Kevés szakirodalmi adat volt fellelhetd e témaban
elsésorban hasonlo kisérleteket és megfigyeléseket kis ragesalokon végeztek. Kidertilt, hogy
sok minden befolyasolhatja a névény flavonoid ossztartalmat, még pedig a kell6 mennyiségii
fény és a folytonos gondozas. Valamint valaszt kaptam arra, milyen vizsgalatokat
alkalmazhatunk a flavonoid kimutatasdhoz. Nagyon sok analitikai vizsgalatnal a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat alkalmaztak. Ez a mai napig tobb évtizeden
keresztiil formalddott igy ki, amit végiil az elvalasztasi technikak kézé sorolnak be.

A vizsgalathoz sziikséges szarazanyagot sajat magam allitottam el6, ez a termesztéses
folyamat sok ismeretet, sok tudast igényelt a részemrdl, amelyet a kisérlet elvégzése
megirasa kozben elsajatitottam. A munka elvégzése soran megismerkedtem harom
kiilonb6z6 kvercetin kivonasara alkalmazhatd modszerrel. Megtanultam a HPLC miszer
miikodését, alkalmazasat, €s részben a minta feldolgozasat.

Kutatdsom soran bemutatom a koéromvirdg termesztési folyamatat otthoni ¢és
mesterseéges laboratoriumi koriilmények kozott 2022-2023 években. Folyamatos jelleggel
vegig kisértem a novények fejlodesét. Kisérleteket veégeztem a 2022-ben begylijtott
szarazmintakbol. Az eddigi tapasztalatok alapjan a viragok eldallitasa a természetes
koriilmények kozott a legoptimalisabb. Igaz, hosszabb idébe telik, de a viragzas boséges
nem gy, mint mesterseéges koriilmények kozott, ahol felgyorsithattuk a folyamatot.

A 2024-es tanév soran bebizonyitottam, hogy a ndvény kvercetin tartalma
kimutathatosaga novekszik a megfeleld elvalasztasi modszerek alkalmazasaval. Mivel
azonban nem sikeriilt a kontroll csoportot ¢s az UV-B megvilagitott mintakat teljeskoriien

kivizsgalni, szandékomban all folytatni ezt a kutatast a magiszteri képzés keretében.

64



PE3IOME

Mos kBamidikamiiina podota 6a3yeThcs Ha BMICTI ¢raaBoHoiniB y pocnuHi Calendula
officinalis L. Y nepmiit yactuHi cBo€i poOOTH ompalmioBana HaykoBy Jjiteparypy.
JIOCIIJIZKYBaa Harijiku, iX eQeKTHBHICTh HA JIKJICHKHH OpraHi3M, BHKOPHCTAHHS, POIb
(h1aBOHOIMIB, BIIUB SKOCTI CBIiTJIA Ta yIbTPadioneTOBOr0 BUIPOMIHIOBAHHS HAa POCIIHHY.
byno 3malimeHo wMamo JTEpaTypHHX [OaHUX 3 IIi€l TeMH, B OCHOBHOMY TMOZiOHI
€KCIIEPUMEHTH MPOBOTUIINCS Ha JIPIOHMX Tpu3yHax. BusBuiiocs, mo Ha 3arajbHUNA BMICT
(h1aBOHOIMIB y POCIHHI MOXKE BIUTHBAaTH OaraTo (pakTopiB, 30KpeMa IOCTaTHS KUIBKICTH
CBITNIa Ta TMOCTIHHWHA mOTAA. TakoK S OTpHMalia BiAMOBIOL HA MMHTAHHS, SKI METOIH
JIOCTI/DKeHb MOMHA 3aCTOCOBYBATH JUIs BHUsiBIeHHs (uaBoHoinie. Jlns Oarathox
AHATITHYHUX JOCTI’KEHb BUKOPHCTOBYBAJIACS BUCOKOE()EKTHBHA PiUHHA XpoMaTorpadisi.
Leit MmeTom cchopMyBaBCs MPOTATOM KUTBKOX NECATHIIITE 1 TEHEP BIIHOCHTHCA IO METOIB
PO3IiICHHS.

HeoOxigauit nas ociiJKeHHA CyXWid Matepian s miaroryBana camoctiiHo. e
IpoLiec BUPOIIYBAaHHS BUMaraB BiJf MEHe 0arato 3HaHb, SKi g 3400y i1 9ac NpoBeIeHHs
ekcriepuMenTty. I1ig qac poboTH s o3HalfoMuIacs 3 TpbOMa PI3HUMH METOJIaMHU €KCTPaKIii
KBepueTuHy. S HaBuunacs npaipoBatd 3 npunanom BEPX (BucokoedexkTHBHA piauHHA
xpoMmarorpadis), HOro 3acTOCyBaHHSM Ta YACTKOBOK 00POOKOI0 3pa3KiB.

Y cBoeMy AOCHIIKEHHI 1 AEMOHCTPYBaa MPoliec BUPOIIYBAHHS HATLIOK Y JOMAIHIX
1 mrygaux maboparopHux ymoBax y 2022-2023 pokax. IlocriifHO cmocrtepirama 3a
po3BUTKOM pociivH. [IpoBoauna ekcnepuMeHTH 31 3pa3zkamu, 3i0panumu y 2022 poui. 3
JOCBITY BUXOMIUTE, III0 BUPOILIYBaHHS KBITIB y MPUPOJHIX YMOBAaX € HAHONTHMAILHIIIHM.
Xoua 11¢ 3aiiMae OLTbINE Yacy, BposKail PACHUM, HA BIAMIHY BiJl IITYYHUX YMOB, JI¢ MOXHA
MIPUCKOPHTH IPOIIEC.

[Iporsirom 2024 HaB4abHOTO POKY 5 JOBEIA, 110 BUSBJICHHS BMICTY KBEPIIETHUHY B
POCTIHHI 3pOCTaE MPH 3aCTOCYBaHHI BIATOBIIHUX METOMIB po3aineHHs. OCKUILKH MEHI He
BJIAJIOCS TIOBHICTIO AOCTIAUTH KOHTPOIBHY TPYIy Ta 3pa3ku, ocBiTiieHni UV-B, 1 Maio Hamip

IIPOJIOBIKUTH 11€ JIOCII/PKEHHS B paMKax MaricTepchbKoi Iporpamu.
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Szeretném kifejezni halamat mindazoknak, akik erkdlesi vagy tevoleges
tamogatasukkal segitették a munkam létrejottét. Kiilonosen koszondm Dr. Kohut Erzsébet
tanszékvezetonek €s egyben témavezeto tanaromnak, akinek tanacsai, alapos és részletekbe
mend munkaja, valamint folyamatos biztatasa és timogatasa nélkiil nem johetett volna létre
ez a dolgozat.

Halas vagyok Filep Mihaly tanar arnak is, aki mindig ellatott jotanacsokkal, biztatott,
amikor kétségek meriiltek fel bennem tanulmanyaim vagy a szakdolgozatom irasa soran,
¢s segitett a HPLC miiszer elokészitésében a mintabevételezéshez.

Koszonom Molnar Krisztina tanarndnek, hogy kozbenjardként segitette munkam
elorehaladasat, kiilondsen, amikor a HPLC miiszer hasznalatahoz sziikséges szakemberrel
kellett egyeztetni.

Kiilon készonom Szaniszld Szebasztiannak a HPLC miiszeren végzett munkajat.

Koszonom a Biologia és a Kémia Tanszek valamennyi oktatdjanak a segitséget, akik
valamilyen modon hozzajarultak a munkam létrejottéhez.

Koszonettel tartozom a II. Rakoczi Ferenc Karpataljai Magyar Foiskola
vezetOségeének, az intézmény alapitdéinak, hogy tanulmanyaimat anyanyelvemen
végezhettem.
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