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BUKK (FaGUs sYLvATICAL.) KEREG ANTIOXIDANS VEGYULETEINEK
HATEKONYSAG-VIZSGALATA MATEMATIKAI MODSZEREKKEL

NEMETH Laszlé' — NEBEHA] Esztella® — ALBERT Levente” — HOFMANN Tamas’
Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Erdémérnoki Kar, Matematikai Intézet, Sopron
“Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Erdémérnoki Kar, Kémiai Intézet, Sopron
nemeth.laszlo@emk.nyme.hu, nebehaj.esztella@gmail.com, albert.levente@emk.nyme.hu,
hofmann.tamas@emk.nyme.hu

1. Bevezetés

Az erdei fak kérge legtobbszor fafeldolgozasi mellékterméknek mindsiil, azonban rendkivil gaz-
dag lehet olyan antioxidans vegytletekben, melyek megfelel6 eljarasokkal gazdasagosan kivonha-
tok és ipari célokra hasznosithatok lehetnének (pl. taplalék kiegészitSk, élelmiszeripari tartosito-
szerek, természetes alapu favéddszerek elballitasa). A bikk az egyik leggyakoribb eurdpai fafaj,
széles korben alkalmazott alapanyag a butoriparban. A gyartasi folyamatok soran jelentés mennyi-
ségl kéreghulladék keletkezik, ami iparilag nehezen, vagy egyaltalan nem hasznosithaté az ener-
giatermelésen és specialis alkalmazasokon kivil. Eddigi munkank soran azonositottuk a biikk
kéreg 37 legfontosabb antioxidans polifenol vegytiletét, extrakcids eljarasokat dolgoztunk ki és
optimaltunk a hatékony kinyerés érdekében, valamint kilénb6z6 modszerekkel megmértik a
kivonatok antioxidans kapacitasat (FRAP, ABTS, DPPH) és totalfenol-tartalmat. Osszesen 26,
kilonféle extrakcids eljarassal és oldoszerekkel kapott extraktumnak mértiik az antioxidans para-
métereit (HOFMANN et al. 2015a) és hataroztuk meg benniik az antioxidans polifenolok koncent-
raciojat (HOFMANN et al. 2015b).

Jelen munkankban matematikai médszerekkel vizsgaltuk, hogy a buikk kéreg kivonatokban az
azonositott 37 vegytlet kézil melyek azok, amelyek a leghatékonyabbak, a leginkabb meghata-
rozzak a kivonatok antioxidans kapacitasat. Ennek ismeretében a minta-el6készités és az antioxi-
dansok kivonasa tovabb optimalhatd, a kivonatok antioxidans képessége novelhets, ami a hasz-
nosithatésagot is javithatja.

Az altalunk alkalmazott matematikai modszerek a korrelaci6 vizsgalat, a faktor analizis, vala-
mint egy specialis linearis kapcsolaton alapulé rekurzidés médszer voltak. Mindegyik modszer ese-
tében meghataroztuk a leghatékonyabb antioxidans vegyileteket, majd az egyes kiértékelések
eredményeit Osszevetettitk. A bemutatott modszerek mas, antioxidans hatassal rendelkezé névé-
nyi kivonatokra is alkalmazhatok lehetnek. Mivel a polifenolok meghatirozoak az él6 névényi
szovetek (pl. levél, kéreg, stb.) kémiai védekezési reakcidiban is, a vazolt matematikai modszerek
segitségével azonosithatok azon vegytletek, melyek kiemelt szerepet toltenek be a névényi szove-
tek biotikus- illetve abiotikus stresszre (pl. klimatikus adaptacio) adott valaszreakciéiban.

2. Viizsgdlati anyag és modszer

2.1. Mintavétel

A kéregmintakat a soproni Tanulmanyi Erd6gazdasag Zrt. tertiletérdl gyuajtottik be 2013 decem-
berében. Osszesen 26 extraktumot (mintaoldatot) készitettiink killénboz6 extrakciés eljarasokkal
¢s oldoszerekkel (HOFMANN et al. 2015a).

2.2. ABTS antioxidans kapacitis meghatarozds

A mérést (STRATIL et al. 2007) altal leirt modszer alapjan végeztik el. Az eljaras az ABTS (2,2’-
azino-di(3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav)) oxidacidjan alapszik. Az eredményeket mg trolox ek-

143



vivalens/g szaraz kéreg egységben (mg TE/g sz.a.) adtuk meg. A mérési adatokat részletesen
publikaltuk (HOFMANN et al. 2015a).

2.3. HPL.C-MS/MS kiértékelés

A bukk kéreg polifenolok elvalasztasa nagy hatékonysagu folyadékkromatografiaval (HPLC) tor-
tént. A vegyiletek azonositasa és tomegspektrometrids relativ mennyiségi meghatarozasa (MRM
csucstertletek alapjan) a HPLC-hez csatolt harmas kvadrupol/linearis ioncsapda elrendezést
tomegspektrometrias detektorral tortént. Osszesen 37 polifenol vegyiiletet azonositottunk, illetve
irtunk le. A mennyiségi meghatarozas eredményeit csucsteriiletben adtuk meg. A mérési adatokat
részletesen publikaltuk (HOFMANN et al. 2015b).

2.4. Matematikai kiériékelés

A matematikai elemzéshez a mért adatokat tablazatszertien kezeltik. A mért fenol-koncentracié
értékeket (csucstertiletek) adatmatrixba rendeztik (26 sor x 37 oszlop, mely 26 mintaoldatnak és
37 vegyiiletnek felel meg). A mintaoldatokhoz tartoz6 ABTS antioxidans kapacitas értékeket ki-
16n oszlopvektorba rendeztiik, melyet a tovabbiakban ABTS-el jelolink (26 x 1 vektor). A mate-
matikai vizsgalatok soran a Statistica 64 szoftvercsomagot, MAPLE 17 matematikai szoftvert és
az MS Excel beépitett fliggvényeit alkalmaztuk.

3. Vizsgdlati eredmeények és értékelésiik
3.1. Elozetes eredmények
Korabbi vizsgilataink sorin HPLC-MS/MS eljarassal azonositottuk a bukk kéreg 37 legfonto-

sabb polifenol vegytletét. A biikk kéreg kivonat UV kromatogramijat, valamint az azonositott
vegyuletek listajat az 7. dbra szemlélteti.

1500 Nr. = Vegylletneve Nr. t Vegyilet neve
(pere) (pere)
1400 1 2.03 Procianidin C trimer / 20 8.81 Ism. Katechin szamrazék 3
2 3.66 Procianidin B dimer / 21 8.96 Procianidin C trimer 6
1300 3 434 Procianidin B dimer 2 22 971 Taxifolin-O-hexozid 2
4 4.7 (+)-Katechin 23 993 Procianidin B dimer 6
1200 - 5 4.72 Koniferin izomer / 24 1116 Taxifolin-O-pentozid /
6  4.92 Procianidin C trimer 2 25 11.86 Taxifolin-O-pentozid 2
1100+ 7 547 Procianidin C trimer 3 26 12.14 Taxifolin-O-hexozid 3
8 8 581 Sziringin 27 1362 Ismeretlen/
1000 9  6.14 Procianidin B dimer 3 28 1438 Taxifolin-O-pentozid 3
B 10 6.14 Procianidin C trimer 4 29 14.81 Ismeretlen2
T o004 11 695 Koniferinizomer 2 30 1522 Ismeretlen3
o po— 12 6.96 (-)-Epikatechin 31 1554 Taxifolin-O-pentozid 4
"u‘ 13 731 Procianidin B dimer 4 32 1567 Kvercetin-O-hexozid
5 e 14 7.46 Procianidin B dimer 5 33 1649 Ismeretlen4
-E 15 8.09 Ism. Katechin szdrmazék / 34 17.06 Sziringinsav-di-O-hexozid 7
2 600 4 16 828 Ism.Katechin szérmazék 2 35 1717 Ismeretlens
@ 17 8.38 Kumarsav-di-O-hexozid 36 1722 Koniferil alkohol-O-hexozid-O-pentozid
ﬂ 500 18  8.64 Procianidin C trimer 5 37 17.68 Sziringinsav-di-O-hexozid 2
19 8.68 Taxifolin-O-hexozid /
400
3004
2004 24
100 2 25
b 3 5 3 35 13—2i2'23 26
0
2 4 6 8 10 12
ty (perc)

1. abra Biikk kéreg polifenolok elvalasztdsa és azonositasa, UV (250-300 nm) kromatogram és a3 agonositott vegyiiletek
listéja (HOFMANN et al. 2015b).
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3.2. Korreldcid vizsgilat

Az 1. tablazat az ABTS oszlopvektor (26 x 1) illetve a polifenolok csucsterileteit tartalmazo
adatmatrix 26 x 37 (mintaoldat x vegytlet) linearis korrelacio-vizsgalatanak eredményeit foglalja
Ossze (Pearson féle ,,R” korrelacios egytitthatok értéker), feltiintetve a 10 legjobb R értéket muta-
t6 vegyuletet. A kiértékelés soran minél nagyobb értéket kaptunk, annal er6sebb kapcsolatra ko-
vetkeztethetiink az ABTS és a tekintett vegyilet k6zott. Az 1. tiblazatban feltintetett R értékek
p<0,05 valdszinlségi szinten szignifikansak.

1. tiblizat: Korreldcids egyiitthatik (R) az ABTS antioxiddns kapacitisok és ag egyes polifenol vegyiiletek csilesterii-
letei koz0tt a legjobb 10 korreldciot mutatd vegyiiletre (n=26)

R vegyiilet R vegyiilet
1. 0,6925 (+)-Katechin 6. 0,5685 Ismeretlen 5
2. 0,6838 Procianidin B dimer 2 7. 05551 Taxifolin-O-hexozid 2
3. 0,6221 Taxifolin-O-pentozid 4 8. 0,5540  Kumarsav-di-O-hexozid
4. 0,6108 Ismeretlen 7 9. 05341 Procianidin B dimer 5
5. 0,6029  Taxifolin-O-pentozid 2 10.  0,5313 (-)-Epikatechin
0.2 r
101 coil g gy91
repi 4N e
08 ) 0.0 un4 %b co Oh
un c. i
06 unidentd T 3 Unidentt
H coip Tax-g? nt_2 J unc3
i 02 TaOh upident5 °
04 dnidents %axAOApen 4
§l Tax-0-pent; 2} TSOp3°u (-epi !.InOCZ
g 02 [Taxowentd [ABTS o TaOp1 4Qh &
“ s i i £ -04 SO co iz Pro B3
' H i Pro Bdimers o[ Pro C6
02 Pro B dime( & °
U 06 ABTS ProCd
04 P8 dine @ PraC1'°
Si(+)E a ©
om Pro B %imerz un el ProoC2
22 038 . Pro CST:, ’ 38
- (+)-catechin ProB6 |° "™ “Pro B1
% e, [~4
1.0 1 L
e 42 40 08 06 04 -02 00 02 04 06 08 10
T eTT T e Factor 1
a b

2. dbra: A faktoranalizis eredményének szemléltetése a barom (a) illetve a kettd (b) legmeghatarozobb faktor alapjan.
Unident., un: ismeretlen; (+)-catechin: (+)-katechiny (-)-¢pi: (-)-epikateching un ¢1, un ¢2, un ¢3: ism. katechin s3drmazék
1, 2, 3; co Ob: kumarsav-di-O-hexozid; co i1, co i2: koniferin izomer 1, 2; qOH: kvercetin-O-hexozid; sy: sgiringing
501, 2: sziringinsav-di-O-hexozid 1, 2; Pro: procianidiny TaOp: Taxifolin-O-pentozid; TaOb: Taxifolin-O-hexozid.

3.3. Faktoranalizis

A mért adatok tablazatanak oszlopait oszlopvektoroknak tekintettiik. Igy 38 darab 26 dimenziés
vektorra kellett elvégezni a faktoranalizist, amely soran a vektorokhoz kerestiink, az 6ket jol leiro,
hattérben meghuzodoé jellemzdéket, ugynevezett faktorokat. Az elemzés soran megallapitottuk,
hogy elég harom faktorral szamolni, mivel a tobbi faktor mar nincs nagy hatassal a tekintett vek-
torokra, mely a korrelaciés matrix sajatértékei altal kirajzolt gorbe alakjabdl, az dgynevezett ,,k6-
nyok gorbébdl” kovetkezik. A harom faktor 84,04%-ban (48,36+22,9+12,78) magyarazza az
Osszvarianciat. Az egyes faktoroknak oszlopvektorokkal valé kapcsolatat, korrelacidjat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a harom legnagyobb sajatértékkel rendelkezé faktor kivételével a kapcsola-
tok elhanyagolhatok. A sajatértékek: 15,22; 4,64 és 3,55. Ily médon a 26 dimenzids térben vald
vizsgalat helyett elég volt az oszlopvektorok megfelel6 transzformaltjat egy specialis 3 dimenzios
térben vizsgalni. A 2. dbra ezeket a vektorokat mutatja a harom illetve a két legmeghatarozobb
taktorvektor altal kifeszitett térben.
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A harom faktorvektor altal tekintett bazisban felirt pontok koordinataibdl kiszamithatjuk,
hogy az ABTS-hez legkozelebbi pontok sorrendben a Procianidin B dimer 5, Procianidin B dimer
4, Procianidin B dimer 2, Ismeretlen 5 és a (+)-Katechin. Megjegyezzik, hogy az abrak alapjan
szamos egy¢éb vegyiilethez tartoz6 vektor nagyon kézel van egymashoz, kézottik szoros Ossze-
tiigeés feltételezhets. Ezen vegytletek kozos tulajdonsagai, kapcsolatainak vizsgalata egy tovabbi
kutatasi tertilet lehet. A harom faktorral szamolt faktoranalizis eredményeit (az ABTS vektortol
val6 euklideszi tavolsagot illetve ezek sorrendjét) a 2. tablizat szemlélteti.

2. tablazat: A faktoranalizis eredményei. Tavolsag az ABTS és azg egyes vegyiiletek vektorai kozitt

tdvolsdg vegyiilet tdvolsdg vegyiilet
1. 0,3967 Procianidin B dimer 5 6. 0,6723 Taxifolin-O-pentozid 4
2. 0,4332 Procianidin B dimer 4 7. 0,6750 Ismeretlen 7
3. 0,4576 Procianidin B dimer 2 8. 0,6830 Taxifolin-O-pentozid 2
4. 0,4827 | Ismeretlen 5 9. 0,7109 (-)-Epikatechin
5. 0,5071 (+)-Katechin 10. 0,7406 Taxifolin-O-hexozid 2

3.4. Linedris kapesolat vigsgdlata rekur3ids modszerrel

A modszerrel az ABTS oszlopvektort allitjuk el6 a tobbi oszlopvektor linearis kombinaciéjaként.
A linearis kombinacié eredményeként megkapjuk, hogy miképpen szamolhatok ki az oszlopvek-
torok koordinataibél az ABTS vektor koordinatai.

A linearis kombinacié meghatarozasahoz egy linearis egyenletrendszert kell megoldanunk. Je-
16lje a b vektor az ABTS oszlopvektort, az M matrix oszlopai pedig legyenek a tobbi vegytilet
mért adataibol képezett oszlopvektorok. Ekkor a megoldandé egyenletrendszer konstans értékeit
a b vektor, mig az egytitthatdit az M matrix tartalmazza. A viltozdkat, azaz a késébbi megoldast
tartalmaz6 vektor legyen az X vektor. Mivel a mérések szima sokkal kevesebb volt, mint a vizs-
galt vegytiletek szama, az egyenletrendszer alulhatirozott, 26 sora és 37 oszlopa van és igy az egy-
letrendszer végtelen sok megoldassal rendelkezik. Vizsgalatunkban (az altalanos gyakorlatnak
megfeleléen) az egyenletrendszer megoldasai kozil a legkisebb (euklideszi) normaju X vektort
tekintjik az egyetlen megoldasanak, melyet az

x=MT(MMT)"'b
matrixegyenlet hataroz meg. Az oszlopvektorok kézil lépésenként kivettitk azt, amelyik a legke-
vesebb hozadékot adta a b = ABTS vektor kozelitésében, igy kerestiink egy olyan modellt, ami
tényleg csak a legbefolyasosabb valtozokat tartalmazza. Az alabbi médszert hasznaltuk:

Az M miatrix minden oszlopanak elemeibdl és az M vektor koordinataibél képeztiink egy-egy
atlag értéket. Valdjaban ez a vegytletek esetén egy atlagos mérést jelent. Mivel az atlag kozeliti
legjobban a mért eredményeket, ezért ennek a 37 komponenst s sorvektornak minden kompo-
nensét rendre megszoroztuk a megfelel6 egytitthatéval. Ahol a szorzat abszolut értékét kicsinek
talaltuk, ott arra kovetkeztettiink, hogy ahhoz a szorzathoz tartozé oszlopvektor kevésbé befolya-
solja a linearis kombinaciot, ahol viszont az értéket nagynak talaltuk, a hozza tartoz6 oszlopvek-
tort befolyasolonak tekintettiik. Ezen szorzatok abszolut értékeit befolydsolisi tényezinek neveztik.
Ezek utan a linearis kombinaciét legkevésbé befolyasolo oszlopvektort, azaz a legkisebb befolyasi
tényezével rendelkez6 vegytletet kitoroltik, és kezdtik ujra a szamolast, amig a legbefolyasolobb
26 vegyiletet meg nem kaptuk. Végil ujra megoldjuk, a mar egyértelmd megoldassal rendelkezé
egyenletrendszert. Most 2 megoldast mar a X = M~ b matrixegyenlet adja, ahol M a , felesleges”
oszlopok eltavolitasaval kapott 26 x 26-0s matrix.

A modszer elénye a két el6bbi mddszerhez képest, hogy az adathalmazbdl kiszelektaljuk a je-
lent&séggel feltételezhetbleg nem rendelkezé valtozokat, igy a feladat eleve kevesebb véltozot
tartalmaz. A kivalasztasi algoritmust addig alkalmazzuk, amig hatarozott linearis egyenletrendszert
nem kapunk, melynek egyetlen egzakt megoldasa létezik.

A végso kiértékelést is a befolyasi tényezék alapjan végezzik, melynek az eredményét a 3.
tibldzat foglalja Gssze.
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3. tablazat: A linedris kapesolat vigsgalat eredmeényei a befolydsoldsi tényez0k alapjan sorba rendeve
tényezd vegyiilet tényezd vegytilet
92,99  Sziringin 60,96  (+)-Katechin
§7.21 Koniferil alkohol-O-hexozid-O- 56,35  Taxifolin-O-pentozid 7

6.

pentozid 7.

81,77 Procianidin B dimer 2 8 56,14  Sziringinsav-di-O-hexozid 7
9. 46,08 Koniferin izomer 2

74,78 Ismeretlen 3
62,42 Taxifolin-O-hexozid 7 0. 41,28 Taxifolin-O-pentozid 4

Ao S

—_

3.5. Az eredmények isszesitése
Mivel mindharom kiértékelésnél az eredmények novekedését linearisan jol kozelithetének talaltuk,
ezért a modszerek Gsszesitésénél az egyes elemeknek a tablazatokban jel6lt sorszamait Gsszegez-

tiuk. Az igy kapott 6sszegeket névekvé sorrendben a 4. fiblizat foglalja Gssze.

4. tablazat: A matematikai kiértékelés dsszeazése

Osszesités vegyiilet Osszesités vegyiilet
1. 8 Procianidin B dimer 2 6. 33 Procianidin B dimer 5
2. 12 (+)-Katechin 7. 34 Taxifolin-O-hexozid 7
3. 19 Taxifolin-O-pentozid 4 8. 37 Kumirsav-di-O-hexozid
4. 29 Taxifolin-O-hexozid 2 9. 37 Taxifolin-O-pentozid 7
5. 29 Ismeretlen 7 10. 37 Ismeretlen 5

4. Osszefoglalis

Az altalunk vizsgalt harom matematikai modszer egymastol 1ényegesen killonbozik ezért az alta-
luk szolgaltatott eredmények kiegészitik egymast. A linearis korrelacios analizis esetében az ABTS
vektort korrelaltattuk minden egyes vegytlet csucstertlet vektoraval, a faktoranalizis soran az
Osszes paramétert (csucsteriilet vektorok és ABTS vektor) egytitt elemeztik, mig a harmadik
modszerben egy specialis linearis kapcsolatra alapuld rekurzios eljarast alkalmaztunk. A kilonbo-
z6 modszerek mas sorrendeket eredményeztek az egyes vegytiletek ABTS antioxidans hatékony-
sagara. Az eredményeket Gsszesitve azt tapasztaltuk, hogy a (+)-Katechin, Procianidin B dimer 2
és a Taxifolin-O-pentozid 4 vegyiiletek azok amelyek leginkabb meghatarozzak a biikk kéreg ki-
vonatok ABTS antioxidans kapacitasat.

Kiiszinetnyilvanitas — A kutatas a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatasaval és a VKSZ,_12-1-2013-0034
Agrarklima.2 palyazat finanszirozasaval késziilt.
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