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, Az elso csésze tea ajkamat és torkomat nedvesiti meg.
A masodik csésze megtori maganyomat.
A harmadik csésze atjarja beleimet, és otezer kotet miivet idéz fel bennem.
A negyedik csésze konnyii veritékezést okoz, s az élet minden igaztalansaga tavozik
porusaimbol.
A hatodik csésze a halhatatlanok birodalmaba vezet.

A hetedik csésze, jaj, mar nem birom tovabb...”

Lu Tung
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1.Célkitiizés

Mint ahogy a kavézas Uigy a tedzas is rendkiviili szerepet tolt be a mai ember életében.
Elvezeti cikként is értékelhetd, masrészt gyogyitd hatasa is van, de mindkettd fiigg a
mindségtdl, ezért is fontosnak tartom a kémiai elemzést az adott lehetdségeken beliil. A teak
nagyon sok féle antioxiddnsokat tartalmaznak mind mindségileg és mennyiségileg egyarant.
Az antioxidansok olyan molekulak, melyek a szabadgyokok okozta karosodasokkal szemben
Osszetett, integralt védelmet jelentenek. A szabadgyokok pedig olyan reaktiv oxigén-,
nitrogén-, kén- vagy szénkozponti molekuldk, illetve molekularészletek, amelyek pérositatlan
elektront tartalmaznak. Nagyon agresszivan reagalnak - elektronszerzés céljabol - és ebbdl
adodoan rovid élettartamtiak. Ezért munkdm sordn bizonyos antioxidansok meghatarozéasaval
foglalkozom, mégpedig nagynyomasti folyadékkromatografia ¢és spektrofotometria
segitségével.

Koztudott, hogy a teak is tartalmaznak kiilonb6z6 mennyiségben koffeint is ezért az
antioxidansok mellett fontosnak tartom a koffein tartalom meghatarozasat is. Hiszen a koffein

is egy olyan anyag mely az €16 szervezetre is hatassal van, mint €lénkitd szer.

Azon szerencsések kozé tartozom, akinek lehetdsége van rengeteg féle kinai €s japan tedk
kémiai vizsgalatara. Ezért dolgozatomban bizonyos antioxidansok vagyis polifenolok illetve
koffein tartalom meghatdrozasaval foglalkozom, ezekbdl a tea mintakbol, mégpedig

nagynyomasu folyadékkromatografia és spektrofotometria segitségével.



2. Irodalmi attekintes

2.1. A tea
2.1.1. A tea eredete

A tea olyan 6rokzold, mely nagy valdsziniiséggel az Eszak —Burma és Dél- Nyugat Kina
hatéran talalhat6 Irrawaddy forrasvidékérdl, Asszam teriiletérdl szarmazik. Féleg az also
lombkorona szintet alkotd hegyvidéki erdokben él. Tropusi, szubtropusi tajakon terjedt el. A
novényt Kinaban kezdték el termeszteni, majd megjelent Japanban, Indiaban, Sri Lankén és

més orszagokban is, ahol a klimatikus feltételek adottak voltak.!"!

Kezdetben a novény friss nyers leveleit egyszeriien vizben forraltdk. A IX. szdzad koriil a
megparoltak a leveleket és pogéacsaformaba préselték, feldaraboltdk majd ez utan fo6zték meg
vizben. A teaivas szokasat Azsia utdn a hollandok honositottak meg a XVII. szézad elején.
Majd csak ez utan érkezett meg az 1650-es években Londonba a tea. Ekkorra nagyon
népszer lett, amit csak a tehetdsebbek vasarolhattak. A XVII. szazadra mar tarsadalmi
intézménnyé¢ valt a tedzas. Az 1830-as évekre mar a Kelet Indiai Tarsasag monopoliumanak
megsziinésével egyre tobb tea érkezett Indiabol €és ez altal a szegényebb rétegeknek is

elérhet6vé valt a teafogyasztas.

A tea eredetileg orvossag gyanant szolgalt, am az id6k soran kedvelt frissitd italla valt

Magyarorszagon is a XIX. szdzad kozepén.

kg m— kavé === teq dkg

1980 ev 2004

1.4bra. A tea és kavéfogyasztas alakulasa Magyarorszagon''!



2.1.2. A tea feldolgozdsa

Az tea tipusa hatarozza meg, hogy milyen miiveleteket végeznek el rajta. Legtobb idot a
fekete tedk elkészitése igényel, mig a tobbi teatipusnal mar bizonyos részfolyamatok

kimaradnak.

2.1.2.1. Fonnyasztds (eldszaritds)
Ennek soran csokkentik a tealevelek nedvesség-tartalmat. Célja, hogy konnyen

sodorhatova valjanak a tealevelek, illetve, hogy megakadalyozzak a spontan médon kialakulod
kémiai folyamatok kialakuldsat a levelekben. Mddja ¢€s ideje fligg az eldallitani kivant tea
tipusatol és az adott hagyomadnyoktol. Fekete vagy oolong tedkhoz altalaban fonnyasztjak a
tea levelet, de van, hogy a teat vékony rétegben szétteritik, hogy minél nagyobb feliileten
érintkezzen a levegdvel. Zold teanal hevitik (Kindban) vagy g6zolik (Japanban) altalaban a
leveleket. Zold teaknal ekkor a katechinek még nem oxidalodnak, igy a levelek meg tudjak
Orizni a zOld sziniiket. A fehér tedk szaritasat szabad ég alatt végzik.Illetve rovid ideig tarto

g0z0léssel akadalyozzak meg az oxidacios folyamatok beindulésat.

2.1.2.2. Sodras
Fekete és oolong tedk esetében ennek célja, hogy szétszakitsak a levelek sejtfalat. gy,

az enzimeket tartalmazo sejtnedvek kikeriilnek a levelek feliiletére, majd Osszekeveredve
megindulnak az oxidacids folyamatok. A sodras az erjesztés eld miivelete, amit eleinte kézzel

majd sodro hengerekkel végeztek. Ma mar gépekkel csinaljak.

2.4bra. A tea levelek kézi sodrasa!’



2.1.2.3. Fermentalds
Azért sziikséges a fekete- €s oolong teakat erjeszteni, mert nehéz kivonni a

hat6anyagot a levélbdl. Ekkor aktivaljak a szdveti enzimeket (polifenol - oxidaz) és
mikroorganizmusok segitségével emésztik a szénhidrat tartalmat. A cseranyagok és a kotott
alkaloidok felszabadulnak (oxidalodnak) és a tea levelek szine egyre sotétebb lesz. A teat
magas paratartalom mellett, kb. 23-29 °C — on erjesztik. A fermentalds ideje fliigg a tea
fajtajatol.

A tedk osztalyozasa a fermentacio mértéke alapjan:

e puer tea — kétszeresen fermentalt tea

o fekete tea — teljesen fermentalt tea

e oolong tea — amit csak részlegesen fermentalnak
e sarga tea — enyhén — késOn erjesztett tea

e fehér tea — enyhén erjesztett, csak szaritott tea

e 70ld tea — fermentalas nélkiil késziilt tea

2.1.2.4. Szaritas
Célja, az erjesztési folyamat befejezése, vagyis az enzimek aktivitdsanak megallitdsa. Ezt a

hémérséklet megemelésével teszik. Tovabbi cél, hogy sokaig eltarthatd legyen a tea,

harmadrészt pedig, az aroma €s az iz anyagok stabilizaldsa miatt sziikséges.

2.1.2.5. Vilogatas (rostdldas)
Eleinte kézileg végezték, késébb korszertibb tizemekben rostikon valogattak a tea leveleket.”!



2.1.3. A tea kémiai osszetétele

A tea pszichologiai €és farmakoldgiai hatdsanak jobb megértéséhez tudnunk kell a tea kémiai
Osszetételét. A kémiai Gsszetételt leginkdbb befolyasold tényezd a leszedett tealevél kora, a
talaj mindsége, a termesztett tea fajtija és az évszak. A tea aromdja az illékony elemektdl,
mig a szine ¢és ize fOként a nem illékony alkotd részektdl fligg. Az elobbi csoportba a
szénhidratok, alkoholok, aldehidek, ketonok, savak, észterek, laktonok, nitrogén ill. kén
szarmazekok, mig utobbi csoportba leginkdbb a polifenolok, a flavonolok, a flavonok,
fenlosavak, aminosavak, alkaloidak, asvanyok, vitaminok, enzimek tartoznak. Az aroma
anyagok vizsgalatakor gdézdesztillaciot, oldoszer extrakciot (SDE), szuperkritikus fluid

extrakciot (SCFE) és szilard fazist extrakciot (SPE) hasznélnak.

2.1.3.1. Polifenolok
A polifenolok adjdk a nyers tea levéltomegének 20-35 %-at és a zOld tea szaraz levél

tomegének 11-20 %-at. Ezek koziil a legfontosabbak, a polifenolok tilnyomo részét (60-80
%-at) add katechinek. A tea polifenoljainak fobb OsszetevOi a flavonolok, antocianinok,

hidroxi - 4 -flavonolok, flavonok, fenolsavak.

2.1.3.2.Flavonol
A flavonolok (féleg katechinek) adjak a tea polifenoljainak 60-80 %-at. A katechinek vizben

oldodoé szintelen anyagok €s (részben) a z6ld tea fanyarsagaért és keserli izéért felelések. Az
éter tipust katechinek erésebben kesernyések és fanyarok. Altaldban magasabb a katechin
tartalom a nyari idészakban és nagy tomegili tea allomany esetében, kisebb tavasszal €s kis

novénytarsulasban.

2.1.3.3. Flavon
A flavonok vizben oldodé komponensek, amelyek a tea ontetének sarga szinét adjak a zold és

a fekete tedban. A zold tea Ontetében 18 flavonszdrmazékot mutattak ki, ezek a C-glikozil

flavonokkal hozhatok 6sszefliggésbe.

2.1.3.4. Fenolsav
A tea fobb fenolsavai a galluszsav €s a klorogénsav. A természetben a teaban szokatlanul

nagy mennyiségben fordul el6 ¢s mennyisége Osszefliggésben van a végiil elkészitett fekete
tea mindségével. A zo6ld teaban 0,4-1,6 g/kg mennyiségben talalhatok. A fermentacié soran
mennyiségiik ndvekszik, amikor felszabadulnak a katechin gallatoktol. A tealevél tovabba
szamtalan olyan anyagot tartalmaz, mint példdul dsvanyi anyagokat, aminosavakat (leginkabb

theanin), lipideket, vitaminokat, szénhidratokat (cukrok), pigmenteket stb. Jelentds



megemliteni, hogy mas — nem kinai €s japan tea — ndvényekhez hasonlitva joval nagyobb a

fluor, nitrogén, aluminium, jod, szelén, nikkel, arzén, mangan tartalma. B3

2.2. A nagynyomdasu folyadékkromatogrdfia

A tea mintak vizsgalatat HPLC késziilékkel végeztem, igy a tovabbiakban részletesebben

kitérek a késziilék felépitésére, miikddésére s elvére.
2.2.1. Miikodeési ely

A kromatografia olyan elvalasztastechnikai eljardas, amelynél a vizsgdlandd minta
komponensei egy allotazis €s azzal érintkezd mozgofazis kdzotti anyagatmeneten, valamint az
egyes komponensek a két fazissal valo eltérd kolcsonhatdsan alapszik. A komponensek az
allofazisra valo kertilésekor szorpcid, a mozgd fazisba vald jutaskor deszorpcid megy végbe.
Tehat a komponensek megoszlasa az 4ll6 és mozgd fazis kozott fizikai tulajdonsaguk alapjan
megy végbe. A két fazis kozott az egyenstlytdl kiilonb6zoé koncentracid viszonyok jonnek

létre. A folyamatnak ezért egyensulyinak kell lennie.

Az éallofazis felett nyomaskiilonbség hatdsira kényszeraramot hozunk Iétre. A minta
komponenseit detektor segitségével mérjiik. A kromatogramot ugy kapjuk, hogy a mért jelet

az 1d6 figgvényében abrazoljuk.

A kromatografias elvalasztds alkalmazasanak feltétele, hogy a minta a mozgd fazisban
oldhato legyen szerkezeti atalakulds nélkiil, a detektor érzékenység megszabta

koncentracioban.

2.2.1.1. A kromatogrdfiaban alkalmazott alapisszefiiggések
A kromatografia alapegyenlete, mely kapcsolatot ad az elvalasztasra jellemz6 termodinamikai

¢s kinetikai paraméterek kozott:

1 a—1 k
RS_Z\/N o k+1
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A visszatartasi tényez6 (retencids faktor, k):
Megadja, hogy mennyi 1d6t tartdzkodott a minta az allo fazison a mozgdé fazishoz képest.

Ns _te-tu _ Do

k= Nm a ty a D,
ahol

t) a holtido.

nyés n,, a komponensek mélszadma a mozgo - és allofazisban.

D, és D, a komponensek megoszlasi hanyadosai

Ertéke lehetbleg 1 és 10 kozott legyen.

A retencids 1d6:

A minta beadagolasatol a cstics maximumanak megjelenéséig eltelt 1d6.
Vp= tgF

ahol F a mozgofazis térfogat dramlasi sebessége.

szelektivitas:

Megmutatja, hogy lehetséges-e az adott kromatogréfias rendszerben az elvalasztas. Ertéke a

két visszatartasi tényez6 hanyadosa.

felbontas:
Két komponens egymastol valo elvalasztdsanak hatasossagat jellemzi.

tR1 - tRZ

Wy +W,)/2

R = 1-nél az atfedés kb. 2%, altalanos kovetelmény R > 1,5

11



elméleti tanyérszam:

A kolonna hatékonysagat jellemzi. A kromatografias oszlop allofazisa tetszdlegesen elméleti

tanyérokra oszthatd, amelyeken

megoszlasa valosul meg.

, S r r r 4
ahola Wy, a cstics 50 % magassagaban mért szélessége. !

az allo- és mozgofazisban 1évé anyagok egyensulyi

N = 5,54 e
=554\ 7,

2
]

Injeetion
ke .
esiics A
i
05h
0hk
T
0,1h
- alapvonal

L2

.abra. A kromatografias csucs jellemzdi. A o érték a 0,6 h magassagban mért csticsszélesség

fele I

12



2.2.2. Miiszerezettség

3.abra. A HPLC késziilék részei, ahol A és B az eluens tarolok, 1 a szivattyl, 2nyomas méro,

3 a mintaadagolo, 4 a kolonna, 5 a detektor, 6 a adatfeldolgozo egység, 7 a hulladék tarolo.

2.2.2.1. Eluensek és az azokat tirolo edények

Az eluens taroldsara, a mennyiségétdl fliggden kiilonbozo térfogatu, altalaban sotét
ivegedényeket hasznilunk. Mivel esetlinkben az oldoészer taroloban nincs mod
gazmentesitésre ezért az eluenseket haszndlat eldtt ultrahangos fiirddbe tettem legalabb 5
percig. Erre azért van sziikség, mert az oldott gdzok a pumpafejben kivalva egyenetlen
folyadékszallitast, pulzalast okoznak. Az eluensekben levd kapillarisok végein rozsdamentes
acé€lszlir6k vannak, melyek megsziirik az eluenst a szilard szemcséktdl. Ez azért sziikséges,
hogy ne tomitse el a kolonnat. Fontos, hogy az eluensnek kompatibilisnek kell lennie a

nagynyomasu szivattyu szerkezeti anyagaival.

2.2.2.2. A mozgdfazist szdllito rendszer, a szivattyi

A nagynyomadsu szivattyuval szemben tamasztott altalanos kovetelmény, hogy kb 400 bar
nyomasesés ellenében 0,01...10 ml/perc pulzalds mentes térfogat aramlasi sebességgel
széllitsa a mozgofazist. Tovabba fontos hogy kémiailag ellendlljon a szerves olddszernek,

korr6zi64llo -, holttérfogata kicsi - illetve gradiens képzésre alkalmas legyen.

Izokratikus eltciorol akkor beszéliink, ha a nagynyomasu szivattyl az elvalasztas ideje alatt
allando Osszetételli mozgdfazist szallit. Ha idoben ndveljiik a mozgofazis erdsségét gradiens

eliciordl beszélunk.

13



Az elicios modszernek négy fO kritériumnak kell megfelelnie:

- legyen egyensuly az 4116 és a mogo fazis kdzott

- dugobszerli minta bevitel

- a mozg6 fazis atlagos szorpcidja kisebb mértékii legyen mint a legkevésbé kétddo
komponenssé

- a mozgd fazis allanddan aramoljon az 4lloéfazis felett a kromatografias csucs

kialakulasa alatt

2.2.2.3. A nyomdasméro
Azzal, hogy mérés kozben figyelni tudjuk a nyomast, ellendrizni tudjuk a szivatty( €s a

kolonna allapotat. Ha nem vart médon hirtelen lecsokken a nyomas, akkor a szivatty( hibajara

lehet kdvetkeztetni, mig ha a nyomdas nagyon megnd, akkor a kolonna esetleges eltomddésére.

2.2.2.4. Injektalds
Az injektor feladata a minta bejuttatasa a kolonnara a folyadék aram megallitdsa

nélkiil, pillanatszerien, ismételhetéen azonos térfogatban. Biztositani kell azt, hogy a
mérendd mintat atmoszférikus nyomdson be tudjuk tolteni a bemérd hurokba, majd ezt a
mintat veszteség nélkiil be tudja juttatni a nagynyomasu folyadékaramlasba. Az automata
injektorok automata mintavaltoval vannak egybeépitve, amelyek teljes belsd tere a bemérd
hurokkal és az injektorral egylitt termosztalhatd. Kézi injektalas esetében Hamilton fecskendd
segitségével az ismert térfogati hurokba juttatjuk a mintat, majd az injektor szelep
elforgatasaval a kolonndra keriil. Fontos, hogy a beinjektalt térfogat minimum haromszorosa
legyen a mintahurok térfogatanak, hogy teljesen at legyen mosva a mintahurok a vizsgalando

anyaggal.
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/)Ufo A’

“inject”
4.4bra.A minta bejuttatasa a kolonnaral®

2.2.2.5. Kolonna
A kolonnak olyan nagy nyomasu folyadékkromatografids oszlopok melyek savalldo acélbol

késziilnek és kiilonbozo toltettel vannak toltve.

2.2.2.5.1. Normadl fazisu nagynyomasu folyadékkromatogrdfia
Normal fazisu kromatografia esetében, a polarisabb allofazison apolarisabb mozgodfazissal

polaris tulajdonsagu vegyiileteket valasztunk el. Ilyen példaul a szilikagél, aluminium — oxid,
szilikagélhez kémiailag kotott polaris csoportot tartalmazd fazisok kémiailag kotott polaris
adszorbensek. A mozgodfaziskivalasztasakor figyelembe vett szempontok az oldoszer
polaritasa, viszkozitasa, UV fényateresztése (UV cut - off), tisztasaga, toxicitasa, forraspontja,

oldott oxigén tartalma, viztartalma, elegyithetésége.!*!

5.4bra.Kolonnak kiilonb6z8 méretben és tipusban [*!
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2.2.2.5.2 Forditott fazisu nagynyomasu folyadékkromatografia
A forditott fazist HPLC-ban a mozg6 fazis polarisabb az allo fazisnal. Példaul modositott
szilikagél alapu allofazisok, szerves polimer alapu allofazisok.
A forditott fazisu allofazissal szemben tamasztott kovetelmények:
-stabil legyen mechanikailag az adszorbens
-a feliilet energetikailag homogén legyen
- apolaris legyen a feliilet
- ne legyenek mikroporusok
A mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények a forditott fazisu HPLC-ban:

Oldoszer tisztasaga nagy legyen, jo UV ateresztd képességli (UV cut - off), kis viszkozitasu,
nem tartalmazhat szilard anyagot, kis toxicitasl, a minta komponenseknek jol kell oldodniuk

a mozgo6fazisban.
Az olddszerek eliicids erdssége az alabbi:
viz < metanol < acetonitril < etanol < 2-propanol < tetrahidrofuran < dioxan

Ezeket az oldoszereket alkalmazzdk leginkdbb, mert j6 az UV cut - off értékiik.

Az UV cut - off az a hullamhosszat jelenti ahol az olddszer a fény 90 %-at atengedi.

2.2.2.6. Detektorok
A detektorok miikddésiikben kiilonboznek, mas fizikai kémiai valtozasra adnak jelet. Vagyis a

minta jellege donti el, hogy milyen detektort hasznalunk detektalasra. Feladatuk, hogy a rajtuk

ataramlo eluensben mérjék az dsszetevo koncentracidjaval aranyos jelet.

A detektor fontos paramétere a szelektivitds. A lathato illetve az ultraibolya tartomanyban
miik6d6é spektrofotometrias detektor a mérési hullamhossztol fiiggd intenzitasu jelet ad az
egyes anyagokra. Az aromas vegylletek 260 nm koriil mérhetdk az ultraibolya tartomanyban.

A mérési hullamhossz beallitasaval tehat a szelektivitas pontosithaté.™
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2.2.2.6.1. Nagynyomdasu folyadékkromatografiaban hasznalt detektorok 7]

Detektor Mikodés Vegyiilettipus Oldészerigény Megjegyzés
UV-VIS Univerzalis Kromofort csoportot UV tiszta, nem szinte a legjobb
igényel elnyeld
Fluoreszcencia Specifikus  Fluorofor csoportot ~ UV tiszta, nem nagy specificitas
igényel elnyeld
Torésmutatd Univerzalis Legyen torésmutato Allandé eluens korlatozott
kiilonbség Osszetétel érz¢kenység
Vezetoképességi Csak Ionos anyagokra Vezetnie kell az féleg szervetlen
ionokra elektromos dramot ionokra
univerzalis
Elektrokémiai Specifikus ~ Konnyen redukalhatdé  Vezetnie kell az specifikus €s
¢s oxidalhato elektromos dramot  érzékeny
anyagokra
Tomegspektrométer | Univerzalis [llékony oldoszer, nagy érzékenység,
illékony puffer szerkezetfelderités

2.2.2.6.1.1.Az UV-Vis detektorok

Az UV- Vis detektorok az ultraibolya, lathaté hulldamhossz tartomanyban miik6do

folyadékkromatografias detektor. Csak azok a vegyliletek lathatok, amelyek valamilyen

kromofor csoporttal rendelkeznek.

N
i ——— |
diffrakcits ra
blend
/)-/
# g ™
J— ""-v)/ | 1‘_'.\' A
P L?- ~ e —lo VPO
L-plx?l-— = ;————-;-—--I;-l| t l‘-.'.J

6.4bra.UV- Vis folyadékkromatografias detektor felépitéset
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Sugarforrasként két fajta gaztoltésii katodlampa terjedt el, a deutérium és a xenon gazzal
toltott lampak. A deutérium lampa hasznalati idejének novekedésével a cellara jutd sugarzas
intenzitasa csokken. Ez a folyadékkromatografidban két paramétert befolyasol. Novekszik az
alkalmazhato legkisebb mérési hullaimhossz, illetve a linearitdsi tartomany jelentésen

csokken, ha a transzmittancia kicsi.

Miikodési tartomanya 190-800 nm kozé esik. 190 nm alatt a rendszert nemesgéazzal kell
feltolteni, vagy vakuum ald kell helyezni és a mozgd féazist (viz és acetonitril)
oxigénmentesiteni kell. A detektor fotoelektron sokszorozd segitségével az abszorbancia
mértékét elektromos jellé alakitja és az integrator segitségével kapjuk meg a mérési

kromatogramot.

Teljesitd képességét befolyasolja az alkalmazott olddszer fényateresztd képessége, vagyis az

UV cut — off.

Oldoszer UVcut-off (nm)
Acetonitril 190
Metanol 205
[zopropanol 215
Dioxan 230
tetrahidrofuran 230
Viz <190

1.tablazat. kromatografias oldoszerek UV cut — off értékeit
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2.3. Validalas

Analitikai modszer validdlasa soran rendszerezett vizsgalatok segitségével bizonyitjuk, hogy a
modszer teljesitményjellemz6i megfelelnek az analitikai modszerrel szemben tamasztott

kovetelményeknek.

2.3.1.8zelektivitas, specifitds

A szelektivitdssal megadjuk, hogy az adott elvalasztasi médszer képes-e az 6sszes lehetséges
meghatarozandd komponens elvalasztasara a zavar6 alkotok jelenlétében.

Ha mas anyag is jelen van a kromatogramon amely a meghatirozds soran esetleg, mint

zavar0 tényez0 is jelen lehet, akkora modszer nem specifikus.
2.3.2.Linearitds

A kalibralo egyenes linearitdsa azt jelenti, hogy a gérbe adott tartomanydban, azaz a lineéris

tartomanyban, adott megbizhatosaggal egyenesnek tekinthetd. A linearitast a méréstartomanyt

[ SN4

2.3.3.Erzékenység

Az analitikai érzékenységet a kalibrald egyenes meredekségével definidljuk. Vagyis az

egységnyi koncentraciovaltozasra (c-c1) eso jelvaltozas (xz-x;):

x—x1

S =
€ —C

2.3.4.Kimutatasi hatar és meghatdarozdasi hatar
A kimutatasi hatar az a hatarérték ahol a vizsgalt komponens mar megbizhat6an detektalhatod

¢s megkiilonbdztetheté a vak mintatol. Vagyis az alapvonalzaj haromszorosanak megfeleld

magassagu jelet adoé koncentracio.

3 Svak

LOD =
S
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Syak @ vak mintaval mért jel szérasa
S pedig az érzékenység

A meghatdrozasi hatar az a legkisebb koncentraci6, mely még megfeleld precizitassal és

helyességgel meghatarozhato.

10 - Svak

LOQ =
¢ S

Syak @ vak mintaval mért jel szérasa

2.3.5.Helyességi/visszanyerési vizsgalat
Ez a vizsgélat azért sziikséges, hogy megmutassuk, az adott modszer a vizsgalt minta dsszes

komponensének pontos mennyis€gi meghatarozasat lehetové teszi.

2.3.6. Precizitds
Azt, hogy a késziilék megfelelden, precizen miikodik ugyanazon mintaoldat injektalasanak és

elemzésének tobbszori megismétlésével lehet igazolni.

2.3.7.A modszer reprodukdlhatosdga
A modszer reprodukdlhatosaga azt mutatja meg, hogy az adott modszer valdoban

alkalmazhaté-e kiilonb6z6 alkalmakkor és kiilonb6z6 koriilmények kozott.

2.3.8.4 modszer zavartiirése
A vizsgalat célja, hogy megmutassa, hogy az adott modszer hogy viseli a kisebb valtozasokat

a mikodés koriilményeiben.

2.3.9.0Oldatstabilitas
Ennek megallapitdsa azért fontos, hogy megtudjuk a minta-, standard- és reagensoldatok

meddig tarthatok el. Az eltarthatésag megszabja a tarolds koriilményeit. Az eltarthatosag
meghatarozasa pedig ahhoz fontos, hogy igazoljuk, a minta ¢s a standard nem bomlik el, mig

az elemzés meg nem torténik.
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2.3.10.Pontossag/ismételhetoség
Kifejezi, hogy egy adott anyagbol az analitikai eljaras tobbszori megismétlése soran a mérési

eredmények mennyire egyeznek meg. Két fajtdja az ismételhetdség €s a reprodukalhatosag.
Elobbi esetben azonos modszer €s koriilmények kozott végezziik a mérést, mig utobbi esetben

azonos modszerrel, de killonbdz6 koriilmények kozott végezzik a mérést.

2.4. Osszes polifenol tartalom meghatdrozds elve

Az 6sszes polifenol tartalom meghatarozasat Folin-Ciocalteu reagenssel végeztem. Elve, hogy
a hatos oxidacids szdmi molibdént (sarga) az antioxidansbol szarmazo elektron molibdén 6tos
(kék) oxidacios allapotuva redukalja. A reakcio soran keletkezd kék szinli vegyiilet
mennyisége fotometriasan meghatarozhato A=760 nm-en. Az alkalmazott hullamhosszon
egyéb interferaldé komponensek fényelnyelése elhanyagolhatd. A teljes kémiai hattér nem

ismert. Nem szelektiv a polifenolos komponensekre, fiiggetlen a szerkezetiiktél.
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3.Anyag és modszer

3.1. Felhasznalt oldoszerek, vegyszerek

katechin ((£) Sigma, C1788-1G, Pcode:101008142, CAS:7295-85-4)

epikatechin (Fluka, Biochemica, EC No. 2077101)

ecetsav (Sharlau, CAS No. 64-19-7, UN2789, viztartalom max. 0,2 %, stirtiség: 1,05
g/ml)

metanol (Scharlau, gyartasi szam: 93152, Ref.: ME03062500, viztartalom: 0,02 %,
stiriség: 0,79g/ml)

EDTA (Acidum — 2, MSZ: KGST 393.76)

aszkorbinsav ( L(+), Acidum-2, gyartasi szam: 01051005, Tisztasag: > 99,7 % )
acetonitril (Scharlau, Product: 20060.320, EC Label: 200 — 8352, gyartasi szam:
09725142, viyztartalom: max. 0,02 %, stirtiség: 0,786 kg/1)

eluens A (acetonitrilre nézve 9%-os,ecetsavra nézve 2%-0s, EDTA-ra nézve 20 pg/ml
koncentracidja 0,45um-es sziirOn sziirt oldat)

eluens B (acetonitrilre nézve 80%-os, ecetsavra nézve 2%-o0s, EDTA-ra nézve 20
pg/ml koncentracioju 0,45um-es sziiron sziirt oldat)

koffein (AnalaR NORMAPUR, CAS: 58-08-2, EC label: 200 — 362 - 1)

galluszsav (Sigma, G7384, Tisztasag: 97,5 — 102,5 %, )

3.2. A meérések sordan hasznalt kesziilekek

HPLC:
- termosztat: T-6300 column thermostat (Merck)
- pumpa: Merck Hitachi L-6200 Intelligent pump
- detektor: Merck Hitachi : L-4250 UV-VIS detector
- integrator: Merck Hitachi : D - 2500 deromato — integrator
- kolonna: Sigma aldrich , Waters Spherisorb Phenyl Sum, 4,6 mm x 250mm, cat.
No. 2226106, SN 96070516
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7.abra. A HPLC-s miszer

e centrifuga: Sigma 3K30, rotorszam: 19777

o fotométer: Perkin Elmer, Lambda 25 UV/Vis Spectrometer

3.3. Mintaelokeészités

3.3.1. Galluszsav, katechin, epikatechin és koffein meghatdarozdashoz

A teaflivekbdl elporitas utan 0,2 g koriil (£ 0,001 g) mértem ki pontosan. Hozza
metanol:viz elegyébdl Sml-t adtam hozzd, majd megkevertettem és 70 °C —os vizfiirdobe
tettem 10 percig. Az 5. és 10. percben ismét kevertettem. Lehiilés utan 3500 fordulat/perc
sebességgel centrifugaltam 10 percig. Az igy kapott elegy feliiluszdjat 10 ml-re jelre toltdttem
metanol-viz elegyével. EbbAl 1 ml-t 6 ml-re higitottam stabilizal6 oldattal. A stabilizaloé oldat
acetonitrilre 10 %-os, EDTA-ra illetve aszkorbinsavra nézve pedig 500 pg/ml koncentracioja

oldat. Az igy kapott oldatokat 0,45um-es sziirén lesztirtem. ['"

3.3.2. Osszes polifenol tartalom meghatdrozdsdihoz
A mintat az el6zéekhez hasonldan készitettem eld azzal a valtoztatassal, hogy stabilizalod oldat

helyett metanol — viz elegyével higitottam. Tovabba az igy kapott oldat 0,5 ml-éhez 2,5 ml
Folin-Ciocalteu reagenst adtam, majd 5 perc elteltével tovabbi 2 ml 75 g/l toménységi

Na,COs oldatot adtam. Az igy készitett oldatot két 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltam.
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3.4. Minoségi azonositdas a nagynyomdsu folyadékkromatografiaban

Az elsddleges mindségi azonositds a retencidos 1dé alapjan torténik. A kromatografias
paraméterek megfeleld valtoztatasaval el kell érni, hogy minden komponens jol elvéljon,

illetve lehetdség szerint idedlis alakt (gauss gorbe) csucsként legyen detektalhato.

Habar az elkészitett standard oldatok komponensei lehetdség szerint jol elvalnak, a tea mintak
sok olyan egyéb altalam nem vizsgalt komponenst (matrix) tartalmaznak, melyeknek nem
tudjuk a mindségét. Ezért meg kellett bizonyosodni a mintdban az A4ltalam vizsgalt
komponensek csticsainak ténylegességérdl. A mintahoz adott mennyiségii adott torzsoldatot
adtam, majd lemértem. Az lesz az altalam vizsgalt komponens cslicsa az adott mintaban,
melynek teriilete annyival novekedett amennyivel az altalam hozziadott koncentracidju

torzsoldat jarult hozza.

3.5. Mennyiségi azonositds

3.5.1. Galluszsav, katechin, epikatechin és koffein meghatdarozas a nagynyomdsu
folyadékkromatografiaval

A meghatidrozashoz kiils6 standard modszert alkalmaztam. A minta ismeretlen
mennyisége az ismeretlen mintdra és a referencia oldatokra kapott eredmények
Osszehasonlitdsa alapjan szdmolhaté ki. A standard oldatokat olyan koncentracidoban kell
elemezni, hogy a kapott jelek a detektor linedris tartomanyan beliil legyenek. A standard
oldatok vizsgalatat kovetden a mintat injektaljuk. A megfeleld csucsok teriiletének
meghatarozasat ugy végezziik, hogy a csucsteriileteket a koncentracid fliggvényében
abrazolva idedlis esetben egy egyenest kapunk, melybdl a minta ismeretlen koncentracioja
konnyen meghatarozhatd. Mivel a kiilsé standard modszernél az egymast kovetd elemzések
csucsteriileteit hasonlitjuk 0ssze, pontos és nagyon jol reprodukalhaté mintabevitelre van

sziikség.['!]

A galluszsav, katechin, epikatechin, koffein torzsoldatokbol harom kevert standard oldatot

készitettem.
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Nominalis
koncentraciok
pug/ml

A B C

galluszsav 5 10 25
koffein 50 100 150
katechin 50 100 150
epikatechin 50 100 150

2.tablazat. A kevert standardok nominalis koncentracioi

3.5.1. 1. Mérési koriilmények

- Mérési homérséklet: 35°C + 0,5 °C Fontos a kolonna termosztalasa, mert ha valtozik a
homérseklet valtozik a folyadék viszkozitasa. Ha noveljiik a homérsekletet, a viszkozitas
csokken. A belépd mozgofazisnak pedig ugyanolyan homérsékletiinek kell lennie, mint a

kolonnan mért hdmérséklet.

- Detektalasi hullamhossz: 278 nm
- Aramlasi sebesség: 1 ml/perc

- Mintahurok térfogata: 20 pul

- Kolonna: Olyan forditott fazisu kolonnat hasznaltam, mely fenil —hexil végcsoportot
tartalmaz, melynek segitségével, nagy szelektivitassal valaszthatok el az aromas gytrit

tartalmazo vegyiiletek.

- Kézi injektalas: A mérés soran a mintat kézzel injektaltam az oszlopra. Ezért, a mérés

reprodukalhatosaga miatt fontos odafigyelést igényel ez a 1épés.

A mintabol Hamilton fecskendd segitségével ugy kell felszivatni, hogy abban ne legyen
buborék. Ez tobb okbol is fontos. Egyrészt megvaltoztatja az eluens aramldsi sebességét,
masrészt a bekeriild buborék oxigén tartalma reagalhat a mintaban levé komponensekkel, az
eluenssel ¢s még a toltettel is. Harmadrészt pedig a detektorba keriilve hamis eredményt
adhat. A minta helyes felszivatdsa utan, azt a 20 pl-es hurokba kell juttatni, azzal jol at kell
obliteni. Majd a mintainjektald kart a “load” allasbol az “inject” allasba hatarozott

mozdulattal at kell allitani. Ezaltal a dugattyuszeri mintabevitel megvalosul, ami az elucios
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folyamat egyik eléfeltétele. A mintaadagolasnal lehetéleg a legkisebb térfogatban kell az

elvalasztanddé komponenseket a kolonnara juttatni.

. . ;o ey . s 1 r . r S 11
- gradiens: gradiens eliiciot alkalmaztam az antioxiddnsok és a koffein elvalasztasara.!'

Ennek soran két vagy tobb kiilonb6z0 polaritasi eluens kerverékével folyamatosan

valtoztatjuk az eluens er0sségét.

80
70
60
50
40
30
20

10 l
0 L 4

I1d6 (perc)

B %

8.4bra.Az alkalmazott gradiens

A mérések soran kis viszkozitdsu illetve kis hullamhosszon elnyeld olddszerelegyeket
alkalmaztam. Az ”A” eluens polarosabb a ”B” eluensnél, ezért annak mennyiségét csokkentve
a kolonnan csokkentjiik a mozgo6fazis polaritasat az apolaris allofazison. Ez 4ltal a kiilonb6z6

mértékben apolaros komponensek szelektivebben el tudnak valni egymastol a kolonndn.

3.5.2. Osszes polifenol tartalom meghatirozdsa
Az Osszpolifenol tartalom meghatarozadsahoz is kiilsé standard modszert alkalmaztam. A

kalibralé sorozathoz 0; 5; 10; 20; 50; 100 mg/l koncentracidju galluszsav standard oldatokat
hasznaltam. Az Osszfenolos vegyliletek mennyiségének kifejezésére hasznalt dimenzié a mg

GAE vagyis a galluszsav ekvivalens/100 g minta.

Az elokészitett oldat abszorbancidjat 760 nm-es hullamhosszra allitott fotométerrel mértem

metanol : desztillalt viz (70:30) vakoldattal szemben.
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4.Eredmények és kiértékelésiik

Fontosnak tartom a kolonna kondicionalasat, illetve az el6z0 mérésekbdl esetlegesen
szarmaz6 kolonnan maradt komopnensektdl vald megtisztitasat, ezért azt metanol:viz 1:1
aranyu keverékével a mérés megkezdés eldtt és utdn dtmostam. Ez azért fontos, mert nem
szabad a kolonnat savas kozegben hagyni napokig, mivel az tonkreteheti az allofazist illetve

azért, hogy reprezentativ legyen a mérés.

4.1. A kevert standardok vizsgalata

A kevert standardok komponenseinek elvalasztasakor az eluciés sorrend az aldbbinak
bizonyult: galluszsav, katechin, epikatechin, koffein. Vagyis a galluszsav bizonyult a
legkevésbé apolarisnak, mig a koffein pedig a leg apolarisabbnak a vizsgalandé komponensek

kozul.

A forditott fazisti kromatografidban a mozgo6d fazis polaritdsa nagyobb, ezért az oszlopot

els6ként a legpolarosabb komponens hagyja el.

Talhiszsay
2 .28
2 .86
— 3 .00
b .423 .53

3 .85

( 4 .54
Hpikatechin

Eg% Hatechin

P« 28
b R 8 .23

9 .81

Faffein

9.4bra. Az ”A” kevert standard kromatogramja
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11.4bra. A ’C” kevert standard kromatogramja

A kromatogramokon kapott csiicsok beazonositdsat egyedi standardok segitségével

végeztem. A csucsok az alabbi percben kifejezett retencios idejii komponenseknek felelnek

meg: 3,05 — galluszsav; 3,42 — katechin; 3,52-epikatechin; ~8,15 pedig a koffein cstcsa. A

katechin és epikatechin olyan vegyiiletek melyek egymasnak izomerjei, ezért ket egymastol

szelektiven elvalasztani az 4&ltalam hasznalt kolonnaval nem lehetséges. Mindegyik

kromatogramon megjelenik a 2,20 és 2,86 retencios idejli cstics, melyek a stabilizalo oldatban
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levé (rendre) EDTA ¢és aszkorbinsav cstcsanak felelnek meg. Megjelenésiiknek az oka, hogy

mindkét komponensnek van elnyelése az 4ltalam alkalmazott hullamhosszon (278 nm).

4.2. Tea mintak vizsgalata

4.2.1. Galluszsav, katechin, epikatechin és koffein meghatarozdsa

Az elOkészitett tea fOzeteket a standardokkal azonos koriilmények kozott mérve az alabbi

eredményeket kaptam.

3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500 I
0,000
v U 2 ON C W Ec C ST C O WO O0OEC CNLWOF WX & c oo N ©
S L BESS S SE383L£Lo0FELeg9g985TLIg .y >
O X = 2 R c g XX 2 35 8 §cSNARRARw+*0ca NP
S O c e X & = o = = 3 (a} @ ~ L © <
>+ o0 g 9S8 c332a03>Y2 & S cx 25K kS c >
c >~ &8 © e LCLC>.!:O: ._-EC O\Cm>~mﬁ_cj
mC§<EEwgwmtm:scmjg'_ﬂ'6>'=og;‘_'“’>?é) S e T
s © c v o T 9 C—Ymc_cu'u_ommow—,\.;—gm%z&”'icc
- © £ 2 2 F g F 8 2s N c a < 2w c O 9 35 8 g @ ©
C o >% - 2 S ¢k £ © o5 S 8 S oSS
© = o X c O o = © - — k1 ) 5
c [T © T > o o S o T +
c EU:;'— © <= c @ >0 c — 0 o
c 2% ) o o o w £ 8 ¥ @ g a0 x £ T o 5
>:me Eg’z a0 S 'a“%g =< o - >8:|:
EU © [ (%) Q0 (T <
(] € ¢ x¥x c
1] o & @© ) = 2] n
£ c N :I::, 3 S =
T S <
[J] E 0 —
2 5 c @
[
© w
a

12.4abra. Galluszsav tartalom a teamintakban

A vizsgalt tea f0zetek galluszsav tartalma, ahogy a grafikonon is lathaté rendkiviil valtozo. A,
Nai Xian Yun Xiang, Tie Guan Yin, Gyokuro Fuuki, Sencha Manpukuzan, Kawayanagi
Toganoo, shinmatcha hatsu enishi, Bai Mudan nevii teamintdk galluszsavat nem tartalmaznak,
vagyis a mennyiségiik a meghatarozasi hatar alatt van. Jol lathato, hogy a galluszsav tartalom

a Yunnani aranyvoros nevil tea esetében a legnagyobb.
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13.4bra. Katechin tartalom a teamintdkban, g/100g minta

I

A diagramm alapjan a mintdk a Ceylon Adawate és a Vad tea kiraly nevli mintak kivételével

nem tul sok katechint tartalmaznak. A Mojiang arany fekete, Shui Xian, Kawayanagi

"

Toganoo, shinmatcha hatsu enishi, érlelt sheng puerh, Xiaguan vad tea nevii mintdk katechin

arozasi hatar alatt van.

arozasi

tartalma a meghat
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14.4bra. Epikatechin tartalom a teamintdkban, g/100g minta

I

Az epikatechin tartalom a Zheng Wei Tie Guan Yin, Tie Guan Yin és a Vad tea kiraly nevli

173

mintak esetében a legjelentdsebbek. A Mojiang arany fekete, Ceylon Adawate, és a 2008

latt volt.

ar a

arozasi hata

r

74

Menghai nevii tedk esetében az epikatechin tartalom am eghat
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15.4bra. Koffein tartalom a teamintakban, g/100g minta

Az altalam vizsgalt teakrol elmondhatd, hogy tipustol fliggetleniil mindegyik tartalmazott
kisebb — nagyobb mennyiségben koffeint. Alapvetden a legmagasabb koffeint tartalmazé
tedknak a Yunnani aranyvords, a Mojiang arany fekete, Darjeeling Castleton Moonlight,
Ceylon Adawate tedk, vagyis a fekete tedk bizonyultak. Legkevesebb koffein tartalommal
pedig a Zheng Wei Tie Guan Yin, Tie Guan Yin nevii oolong tedk illetve a Kawayanagi

Toganoo nevil z61d tea rendelkezik.

A kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy a fekete tedak koffein tartalmara - mint
ahogy az varhat6 is volt - magas értékeket kaptam a tobbi vizsgalt komponenshez képest.
Ertékiik kozel azonos volt. Galluszsav katechin és epikatechin tartalmuk kicsi kivéve a
"Yunnani aranyvords ’ galluszsav illetve a ’Ceylon Adawate’ katechin tartalmat melyek

kiugroan magasak voltak.

Az oolong tedk esetében mind alacsony galluszsav illetve koffein tartalmi kivéve a ’Shui

Xian’ tea, mely kis mennyiségben, de tartalmaz galluszsavat. Katechin tartalmuk alacsony,
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epikatechin mennyiségiik csak a ’Zheng Wei Tie Guan Yin’ és’Tie Guan Yin’ nevl tea

mintakban jelennek meg.

A zold teak koffein tartalma van, hogy megkozeliti a fekete teakét. Katechin illetve
epikatechin mennyiségiik alacsony. Galluszsav tartalmuk inkabb a Yunnan Yu Luo’ és a

’Emei Shan Zhu Ye Qing’ nevii tea mintakban jellemzd.

A fehér tedk koffein tartalma is szintén magas, galluszsav tartalmuk alacsony ¢és katechin

illetve epikatechin tartalomban sem gazdagok.

A puerh tedk koffein tartalma valtozo, de legtobb a ’Jinggu Nagy Fehér’ nevii tedban
van.Katechin és epikatechn tartalmuk a ’Vad tea kirdly 2008’ nevii tea kivételével

alacsonynak mondhaté. Galluszsav tartalmuk a tobbi tea fajtahoz képest viszonylag magas.

4.2.2. Osszes polifenol tartalom meghatirozdsa
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16.4bra. Osszes polifenol tartalom a teamintakban, g/100g minta
A grafikonon lathato, hogy ezek a kinai és japan tedk alapvetden is rengeteg antioxidanst
tartalmaznak. Kivétel az érlelt sheng puerh nevii tea minta, ami valoszintileg abbdl fakad,
hogy nagyon régi a tea minta. AYunnan Yu Luo, Lao Ban Zhang nevii minték tartalmazzak a

legtdbb antioxidanst.
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17.4bra. Az altalam vizsgalt antioxidansok szazalékos mennyisége az sszes antioxidans

mennyiségéhez képest

A grafikonon jol lathato, hogy ezek a teak még szamos altalam nem vizsgalt antioxidanst
tartalmaznak. Azon minték esetében melyeknél ez az érték meghaladja a 100%-ot az annak az
oka, hogy a katechin és az epikatechin egymastol valo elvalasztasa a kolonnan nem volt

szelektiv, a csticsok nem valtak el teljesen egymastol, ezért azok pontos mennyisége eltérhet.
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4.3. Validalas

Munkam soran az aldbbi teljesitményjellemzdket hataroztam meg:

4.3.1.8zelektivitas, specifitas
A standard oldatok vizsgaland6 komponensei a katechin és epikatechin kivételével jol

elvalnak egymastol. Ezért a modszer galluszsavra és koffeinre nézve szelektivnek tekinthetd.

A tea mintdk esetében, a szelektivitds hasonld6 mddon all fenn. Mivel mas anyagok is jelen

lehetnek a mintdban a vizsgaland6 komponensek mellett, amelyek zavar6 tényezok lehetnek,

ezért a modszer nem specifikus. Egy modszer akkor validalt, ha specifikusnak tekinthetd.

4.3.2.Linearitas
Linearitas vizsgalathoz négy torzsoldatbol készitettem harom kevert standard oldatot.
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Katechin linearitasi gorbe
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18.4bra. A vizsgalt komponensek linearitas gorbéi

Lathato, hogy a gorbék a kivant tartomanyban linearitast mutatnak. Illetve a korrelacios

koefficiens, vagyis az R* 0,990 f616tti értékiinek bizonyult, ami megfelel az elvarasnak.

A galluszsav esetében késziteni kellett még egy kalibrald oldatsorozatot, mert a mintdkban
levé koncentraciok meghaladtdk a kalibrald egyenes legmagasabb pontjahoz tartozé

koncentraciot. A tartomany itt is linearitast mutat.

4.3.3.Erzékenység
Az érzékenység az analitikai mérdgorbe meredeksége, melyek az altalam vizsgalt

komponensekre a kdvetkezok:
Galluszsav:
Az egyenes egyenlete

0-0,03 mg/ml koncentracio tartomanyig y = 10'x + 13340

s = X 18652078

Cy—Cq
illetve 0,03 — 0,2 mg/ml koncentraci6 tartomanyban y=3-10" x

s = X1 28309048

C2—C1
Katechin:

Az egyenes egyenlete: y=5- 10°x
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s = X =5910442

Cy—Cq
Epikatechin:

Az egyenes egyenlete: y=9-10°x

s = XL =7954009

Cy—Cq
Koffein:

Az egyenes egyenlete: y = 3-10'x

s = XL = 26982786

C2—C1

Lathato, hogy a modszer katechinre illetve epikatechinre kevésbé érzékeny, a rajuk kapott

értékek egy nagysagrenddel kisebbek, mint a tobbi komponensnél.
Az x a koncentracio, az y pedig a koncentracidval aranyos tertilet.

Behelyettesitve példaul, ahhoz, hogy 1 egységnyi teriiletvaltozast okozo jelvaltozast érjiink el

az alabbi koncentraciovaltozas sziikséges:

koncentrdcio valtozads
mg/ml-ben
galluszsav 3,3-10°
katechin 2-107
epikatechin 1,1-107
koffein 3,3-10°®

3.tablazat. 1 egységnyi teriiletvaltozashoz sziikséges koncentracidovaltozas
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4.3.4. Precizitdas

galluszsav  katechin epikatechin koffein
219388 248860 491223 1507290
210303 226688 482867 1432858
206192 221457 489515 1423766
4 204608 226389 481479 1409572
szords | 6626,72 12244,88  4816,51 43676,42
atlag |210122,75 230848,50 486271 1443372

RSD 3,15 5,30 0,99 3,03

W N =

4.tablazat. Az ’A’ standard tobbszori felsziirasakor kapott adatok

SZOras

RSD = —
atlag

A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy mindegyik esetben hasonléan visszakapom

az eredményt. A katechin esetében a legnagyobb az RSD %.

4.3.5.0ldatstabilitds
Munkam sordn megvizsgaltam a minta oldatok stabilitdsat 7 napos intervallumban, hiitdben

tarolva.

A mintaban levé vizsgalt komponensek stabilitasa fligg a tarolas modjatol illetve attol, hogy

milyen egyéb komponensek (matrix) lehetnek a mintdban, ami gyorsithatja a bomlast.
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lata tea mintakban, g/100g minta
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19.4bra. Galluszsav stabilit
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20.abra. Katechin stabilitas vizsgalata tea mintakban, g/100g minta
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21.4abra. Epikatechin stabi
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5.0sszefoglalis

Munkdm soran antioxidansokat ¢és koffeint valasztottam el tea mintdkbdl
nagynyomasu folyadékkromatografia segitségével. Olyan kolonnat alkalmaztam, mely
allofazisan fenil- hexil csoportot tartalmaz. Tobb okbol is ezt a kolonnat valasztottam. Az
antioxidansok poliaromas vegyiiletek, melyek hidrofob tulajdonsaguak, ezért Oket
mérsékelten hidrofob visszatartast kolonnan lehet elvalasztani. Egy masik, C18-as kolonnéval
1s probaltam az antioxiddnsokat elvalasztani, de a vart modon azok nagyon kis retencios
idével €és nagyon kis szelektivitassal valtak el. Habar a C18 —as allofazisu kolonnak is
alkalmasak hidrofoéb anyagok elvalasztasara, de jelen esetben a fenil-hexil allofazis bizonyult
megfelelonek. A C18-as allofazishoz képest a fenil — hexil allofazis m — n kdlcsonhatasat

hasznaljuk ki.'”

Annak érdekében, hogy alatdmasszam, az alkalmazott detektdlasi hulldmhossz
megfelel a komponensek detektalasdhoz, spektrofotométer segitségével felvettem mindegyik
komponens spektrumat. Azt tapasztaltam, hogy mindnek maximuma van az alkalmazott
hullamhosszon. Illetve annak érdekében, hogy megtudjam, milyen eluciot érdemes alkalmazni
az egyik standard oldatot izokratikus elucido segitségével probaltam elvalasztani. Azt
tapasztaltam, hogy a csucsok jelentdsen kisebb szelektivitassal véalaszthatok el, kozelebb
vannak egymashoz a cstcsok illetve kisebb a retencios idejiik is. Tobb cikkben is a tedkban

" . c 17 I3 r 7 . ;o 1
levé antioxidansok elvalasztasara gradiens eluciot alkalmaztak. !

Munkdm soran az alabbi teljesitmény jellemzOit vizsgaltam: specifikussag,
szelektivitas, linearitds, érzékenység, pontossag, illetve stabilitds. A modszer katechinre
illetve epikatechinre nem szelektiv de galluszsavra ¢€s koffeinre igen. Mivel a mintdkban mas
olyan anyagok is jelen lehetnek, amelyek mint zavaré tényezdként szerepelnek, ezért a
moddszer nem specifikus. Linearitds vizsgalat soran kiderilt, hogy a vizsgalt tartomanyban,
mindegyik komponens esetében a kalibraldo gorbe egyenesnek tekinthetd. Illetve a korrelacios
koefficiens, vagyis az R® 0,990 folottiértékiinek bizonyult, ami megfelel az elvarasnak.
Erzékenység meghatarozasa soran azt tapasztaltam, hogy a katechinre és az epikatechinre egy
nagysagrenddel kisebb értéket kaptam, ami magyarazhatd a két komponens kevésbé sikeres
elvalasztasaval. Pontossag meghatarozasnal a kiilonb6z6 komponensekre kiillonb6z6 RSD
szazalékokat kaptam. Azt, hogy mennyi lehet maximum ez az érték, kiilonbozden adjak meg.
A lefézott tea mintdk antioxidans stabilitdsa viszonylag kicsi, hlitdben tartva 7 napig nem

bizonyultak stabilnak, hamar elbomlanak az antioxidansok.
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A moddszerrdl alapvetdéen elmondhatd, hogy a tedban levd antioxidansok ¢€s koffein
elvalasztasara jol alkalmazhatd. A katechin és epikatechin sztereoizomerek, vagyis azonos az
osszegképletiik, de eltérd a szerkezetliik, ugyanis egy hidroxil csoport térallasdban
kiilonboznek. Ezért ezek szelektiv szétvalasztdsara esetlegesen szdrmazékképzéssel vagy

kiralis kolonnak alkalmazaséaval lehetséges.
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6.Summary

During my job I separated antioxidants and caffeine in tea samples with high pressure liquid
chromatography. The column I used has phenil - hexil groups on its stationary phase.

I chose this column for several reasons. Antioxidants are polyaromatic compounds so their
separation can be performed on moderately hidrofobic retention column. I tryed an other
column, C18 column for separation but as it was expected, the antioxidants separated with
short retention time and selectivity. Although C18 columns are sutibales for separation of
hidrofobic compounds but phenyl - hexyl stationer phase column prooved to be the most
appropriate now. The n-w interaction of the phenil hexyl stationer phase has been utilized
relative to the C18 stationer phase. In order to confirm the used wavelength was suitable for
the determination of antioxidants and caffeine by the high pressure liquid chromathography I
took the absorption spectrum of the components by spectrophotometer. I found that all

compounds had absorption maximum at the used wavelength.

In order to come to know, which elution to use I first separated components with isocratic
elution. In my experiences peaks were significant separated with shorter selectivity, they are

much closer and the retention times were shorter too.

Furthermore, I studyed the following performance characteristics: specificity, selectivity,
linearity, sensitivity, accuracy, stability. The method I have used was selective for gallic acid
and caffeine but not for catechin and epicatechin. Because other unknown components in the

samples can be confusing factors, therefore the method I used was non-specific.

During linearity test ,it revealed that calibration curves are considered to be linear for all
components in the examined range. And correlation coefficient prooved to be more than 0,990
for each component. The sensitivity of catechin and epicatechin is smaller an order of
magnitude than gallic acid and caffeine. It is because their less successful separation. The tea
decoctions' antioxidant stability was relatively small. Antioxidants prooved to be unstable,

keeping them in fridge untill seven days their decomposition is fast.

It basically can said that, the method I used for the separation of tea antioxidants and caffeine
is applicable. Catechin and epicatechin are stereoisomers so they have the same molecular
formula but different structures. They differ the spacing of one hidroxyl group. Therefore

their separation can be made by derivatization or using chiral columns.
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Fiiggelék
1.Koffein abszorpcids spektruma (stabilizalo oldat a hattér)
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2.Galluszsav abszorpcids spektruma (stabilizald oldat a hattér)

Scan Graph
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3.Katechin abszorpcids spektruma (metanol:viz = 70:30 a hattér)

Scan Graph
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4.Epikatechin abszorpcids spektruma (metanol:viz = 70:30 a hattér)

Scan Graph
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5.A stabilizal6 oldat abszorpcids spektruma (metanol:viz = 70:30 a hattér)

Scan Graph
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10

11

12

13

14

15

21

22

6.A tea mintak adatai

Fekete

Yunnani aranyvoros

Mojiang arany fekete
Darjeeling Castleton Moonlight

Ceylon Adawate

Hei Cha posztfermentalt tea
Liuan bambuszkosaras 2007
QOolong

Zéld 30-50 % fermentdlt oolong

Zheng Wei Tie Guan Yin

Nai Xian Yun Xiang

Tie Guan Yin
Sotét 60-90 % fermentdlt oolong
Shui Xian

Feng Huang Dan Cong Ba Xian
Zold
Gyokuro Fuuki

Sencha Manpukuzan

neév jelentése

A Kegyelem Vas Istenndje

Tejes édesség

A Kegyelem Vas Istenndje

Vizitiinder

Az aranyfonix maganyos bokrai

mikori

2008 Simao - Yunnan

2010
2011

2011

2007

2011

2011

2011

2012

2011

2011
2012

Simao - Yunnan

Darjeeling

Sri Lanka

Livan Anhui

Anxi - Fujian

Tajvan

Anxi - Fujian

Wu Yi - Fujian

Guangdong

Uji
Uji

szarmazas
Kina
Kina

India

India

Kina

Kina

Kina

Kina

Kina

Kina

Japan
Japan

liltetvényes
liltetvényes

liltetvényes

liltetvényes

liltetvényes

liltetvényes
liltetvényes
liltetvényes
liltetvényes
liltetvényes

félvad

tiltetvényes

liltetvényes

mikor szedtek
0sz

0sz

tavasz elsé
tavasz

masodik

tavasz

osz

osz

osz

tavasz

tavasz

tavasz

tavasz

tartalmaz
riigy +1 levél
csak riigy

opP

oP

posztfermentalt tea

3-4 éves egyedrol
oszi riigy + 2 levél
oszi riigy + 2- 3
levél

3-4 éves egyedrol

oszi riigy + 2 levél

csak riigy
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23

24

25

26

29

31

32

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Yunnan Yu Luo
Emei Shan Zhu Ye Qing Tiirkiz bambuszlevelek az Emei hegyrol

Long Jing Xinchan Da Fo Sarkany Forrds Nagy Buddha

Kawayanagi Toganoo
shinmatcha hatsu enishi
Fehér

Bai Mudan

Bai Hao Yin Zhen

Puerh

Sarkany és fonix 2007

Ban Zhang2005

Yi Wu 2010

erlelt sheng puerh 1978 bol

Matcha porra 6rolt zold tea

Fehér peonirozsa

Eziist tiik fehér szormében

Xi Zi Hao

Lao Ban Zhang

Xiaguan vad teak
Jinggu Nagy Fehér
Huang Shan Lin Xi Zi Hao

Vad Tea Kiraly 2008 Mengku

2012 Simao

2012 Emei Szecsuan
2012 Zhejiang

2012 Uji
Uji

2011
2008 Anhui

Fujian

2007 Xishuangbanna
2005 Xishuangbanna
2010 Xishuangbanna
1978

2008 Xishuangbanna

2005 Dali Yunnan

2010 Simao

2007 Xishuangbanna
Lincang -

2008 Yunnan

Kina

Kina

Japan
Japan

Kina

Kina
Kina
Kina
Kina
Kina
Kina
Kina

Kina

Kina

liltetvényes

liltetvényes

liltetvényes

liltetvényes

tiltetvényes

liltetvényes

tiltetvényes
félvad

félvad

vad
vad
vad
vad

vad

vad

tavasz

kora tavaszi

kora tavaszi

keso tavasz,
nyar

kora tavaszi

nyar eleji

tavaszi

tavaszi
tavaszi

oszi

kora tavaszi
tavasz kora
nyar

tavasz

tavasz

tavasz

csak riigy

csak riigy

csak riigy

erett levelek és szar

csak riigy

riigy + 2 levél
csak riigy

riigy + 2-3 levél
riigy + 2 levél

riigy + 2 levél

rigy + 2

riigy és erett levelek
riigy és 1-2 levél

riigy és 2 levél

riigy és 2 levél
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Shu Puerh

posztfermentalt hei cha puerh)
51 2008 Menghai 7262

Sdarga tea

61 Huo Shan Huang Ya

A Huo hegy sarga riigyei

2008 Xishuangbanna

2008 Anhui

Kina

Kina

liltetvényes tavaszi

tiltetvényes tavaszi de 2008-as tea
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