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Rezimé

A kiilonb6z6é novényi olajok mindségének megdrzése érdekében napjainkban kiillonbdzo
antioxidansokat alkalmaznak. Ezen antioxidansok azonban nagy mennyiségben egészségre
artalmasok lehetnek, igy mennyiségi ellendrzésiik sziikséges. Erre a célra a vonatkoz6 magyar
¢s az eurdpai szabvany egy hosszas extrakcidos modszert ir el6, ennek egy egyszeriibb eljarassal
torténd kivaltasa volt munkam egyik célja. Amennyiben az adott névényi olajat nem taroljak
megfeleléen, az antioxidansok még a felhasznalas el6tt bomolhatnak, viszont ezen
bomlastermékek vizsgalatat a szabvany nem irja el6. F6 célom egy olyan analitikai modszer
kidolgozédsa, amely alkalmas az Osszes jelenleg forgalomban 1évo, étolajban hasznalatos

antioxidans, valamint bomléastermékeik egyidejii mennyiségi meghatarozasara.

Elso 1épésben megvizsgaltam a jelenleg hatalyos szabvany reprodukalhat6sagat hatféle
antioxidansra ¢és kétféle bomlastermékre. Az egyik bomlastermék esetében sem a
reprodukdlhatosag, sem a visszanyerés nem volt megfeleld, viszont a tobbi komponens esetében
elfogadhatok az eredmények. Ezt kovetéen egy QUEChERS SPE moddszerre alapozva
megkezdtem egy ultrahangos kioldast és centrifugalast magaban foglalé modszer kidolgozasat,
harom kiilonb6zo oldoszert is kiprobalva. A modszer reprodukélhatésaga minden komponens
esetén megfeleld, a visszanyerési értékek viszont bizonyos komponensek esetében nem

megfelelbek, igy ezeknél egy szorzofaktort vezettem be a tovabbi mérések soran.

Tudomanyos didkkori kutatasaim masik célja az antioxidansok bomlasanak vizsgélata volt
kiilonb6z6 koriilmények kozott. Ehhez kétféle antioxidanst hasonlitottam Ossze, ehhez
rendelkezésemre allt ezek egy-egy bomlasterméke is. A bomlast melegitéssel, illetve fénnyel
1déztem eld. Az eredményekbdl megallapithatd, hogy az olajok siitésre valod felhasznélasa
esetén nem célszerl a siitést 30—60 percnél tovabb végezni, mivel ekkor mar az antioxidansok

tobbsége elbomlik és tobb bomlastermék keletkezik, amelyek egy hatarértékhez kozeli vagy a

cre

crer

érdemes lenne ezen bomlastermékeket is vizsgélni, mert egy fénynek kitett olaj esetében az

eredetileg bevitt, esetlegesen hatarértéknél nagyobb koncentracidju antioxidansok par honap

alatt a nem vizsgalt bomlastermékek megjelenése révén fognak csak a szabvanynak megfelelni.



Roviditesjegyzek

ACN
AOAC
BHA
BHT
DTBBQ
GC
GC-MS

HPLC

LC
LC-MS

LG
n.d.
0OG
PG

ppm
QUECHERS

RSD
SPE
TBBQ
TBHQ
UV-VIS

acetonitril

Association of Official Analytical Collaboration
butylated hydroxyanisole (2(3)-terc-butil-4-hidroxianizol)
butylated hydroxytoluene (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol)

2,5-di-tert-butyl-1,4-benzoquinone (2,5-di-terc-butil-1,4-benzokinon)

Gas Chromatography (gézkromatografia)

Gas Chromatography — Mass Spectrometry
(gazkromatografiaval kombinalt tdmegspektrometria)

High Performance Liquid Chromatography
(nagyhatékonyséagu folyadékkromatografia)
Liquid Chromatography (folyadékkromatografia)

Liquid Chromatography — Mass Spectrometry
(folyadékkromatografiaval kombinalt tdmegspektrometria)

lauril-gallat

oktil-gallat

propil-gallat

parts per million, mg/kg egységben

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
(analitikai mintael6készitési technika)

Relative Standard Deviation (relativ szoras)

Solid Phase Extraction (szilard fazisu extrakcio)
2-tert-butyl-1,4-benzoquinone (2-terc-butil-1,4-benzokinon)
2-tert-butyl-hydroquinone (2-terc-butil-hidrokinon)
Ultraviolet — Visible (ultraibolya — lathato)



1. Bevezetés

Az antioxidansokat napjainkban a teljes ¢lelmiszeriparban alkalmazzak. Hasznalatuk célja
hasonl¢ a tartositoszerekéhez, viszont hatasmechanizmusuk nem egyezik meg. F6 feladatuk az
adott élelmiszer eltarthatosagi idejének novelése azaltal, hogy a terméket hatranyosan érint6
oxidacios folyamatokat visszaszoritjadk. Az eurdpai unios jogszabaly alapjan az antioxidansok
,olyan anyagok, amelyek az oxidacid okozta romlds — mint a zsirok avasoddsa és a
szinvaltozasok — megakadalyozasaval meghosszabbitjak az élelmiszerek eltarthatosagat™ [1].
Vagyis az unios rendelet vilagosan kimondja, hogy egy adott antioxidansnak két f6 feladata
van: az avasodas ¢€s a szinvaltozas megakadalyozédsa. Az avasodéashoz feltétlen sziikséges a
levegé jelenléte, de a folyamatot felgyorsitja a fény és a magasabb hémérséklet is. Fontos
alapelv tovabba, hogy az avasodas és mindségromlas elleni védelem nem egyezhet meg a rossz
gyartasi korlilmények okozta termékhibak elfedésével, ugyanis az mar kategorikusan
¢lelmiszerhamisitasnak tekinthet6. Az antioxidansok adott termékben mért koncentracidja
alapvetden meghatarozza egy adott ¢élelmiszer élettartamat, viszont nagyobb mennyiségben
ezek az antioxiddnsok mar artalmasok lehetnek a szervezetre. El6fordulhat, hogy egy rossz
modszerrel gyartott olajban mar a gyartds soran elkezdenek megindulni oxidacios folyamatok,
amit a gyartok megprobalhatnak elfedni nagyobb mennyiségli antioxidans hozzaadasaval. Az
Eurdpai Unid rendeletben szabalyozza minden, olajban és zsirban hasznalhat6 antioxidans
milyen tipusu olajokban lehet alkalmazni. Az élelmiszerhamisitasok felderitése érdekében
fontos tehat az olajok €s zsirok antioxidans tartalméanak ellendrzése. Erre rendelkezésre all
unids €s magyar szabvany is. A szabvany azonban nem veszi figyelembe azt a koriilményt,
hogyha a gyartas soran az adott antioxidans valamilyen oknal fogva bomlast szenved, példaul
tulzott hé- vagy fényhatas miatt. Ebben az esetben az olajban akar hataréték ala is csokkenhet
az eredetileg hatarérték feletti antioxidans koncentracio, igy az élelmiszerhamisitasra nem dertil
fény. Ezen korilmény miatt a munkdm sordn foglalkoztam az antioxidansok bomlas-

termékeinek meghatarozasaval is.



2. Irodalmi 6sszefoglald

2.1 Az antioxidansok szerepe az ¢lelmiszeriparban

Novényi olajok esetében az alkalmazott antioxidansok hosszabb-rovidebb ideig gatolni
tudjak az olajban lejatsz6do oxidativ folyamatokat, tovabba képesek megkotni az oxidaciot
katalizalni képes fémionokat. Az antioxidansok bizonyos mennyiség felett karosak lehetnek az

crer

ismertetem az altalam vizsgalt antioxidansok tulajdonségait.

2.1.1 Gallatok (propil-gallat, oktil-gallat, lauril-gallat)

A gallatok a galluszsav (1. dbra) észterei. A galluszsav szerkezetét tekintve egy
hidroxikarbonsav, amely a karbonsavakra jellemzé karboxilcsoporton kiviil héarom
hidroxilcsoportot is tartalmaz. Ezen hidroxilcsoportok aktivald szubsztituensek 1évén a legtobb
reakcioban novelik a molekekula reaktivitasat. A karboxilcsoportja révén a karbonsavakra
jellemzden képezhetd a molekulabol észter, a hidroxilcsoportokbdl pedig éter [2].
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1. dbra. A galluszsav szerkezeti képlete

A gallatokat eléallithatjuk a galluszsavbol észterképzddési reakcidval. A 2. dbran latjuk
a propil-gallat lehetséges eldallitasi egyenletét. Az észterképzddés egy kondenzacios reakcid,
amely soran két molekula reagal egymassal, melléktermékként pedig kilép egy jellemzden kis

molekula, esetiinkben viz. A reakciot erés savak katalizaljak.
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2. abra. A propil-gallat eléallitasanak egyenlete



A reakcio (Fischer-féle direkt észteresités) egy hat elemi 1€pésbdl 0Osszetevodd
tobblépéses addicids—eliminacios reakcio, amelynek minden 1épése reverzibilis [3].

A galluszsav észteresitésének nagy elénye, hogy befolyasolja a molekula oldhatosagat,
az észterek jobban oldddnak olajokban és zsirokban, mint a karbonsavak. Ez az oka annak,
hogy a galluszsav helyett, — ami szintén rendelkezik antioxidans tulajdonsaggal — olajokban és
zsirokban inkabb az észtereit alkalmazzak. Ezen észterek a mar emlitett propil-gallat (PG),
oktil-gallat (OG) és dodecil-, vagy masnéven lauril-gallat (LG). Ezen gallatok egymastol
kizéardlag az észtercsoportban 1évé szénlanc hosszaban kiilonboznek.

A 3. dbra mutatja a gallatok kiilonboz6 jellemzodit. Az élelmiszeriparban haszndlatos
haromféle gallat tulajdonsagaikban szinte megegyeznek. Oldhatésaguk szinte azonos: vizben

nem, a legaltalanosabban alkalmazott szerves olddszerekben jol oldodnak. [4].
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propil-gallat (PG) oktil-gallat (OG) lauril-gallat (LG)
3. abra. Az élelmiszeriparban haszndlatos gallatok szerkezeti képletei.

A gallatokat foként az élelmiszer- és a kozmetikai iparban alkalmazzék els@sorban
antioxiddns tulajdonsaguk miatt. Legelterjedtebb a propil-gallat. A gallatok képesek

érzékenységet okozni az emberi szervezetben, a legnagyobb mértékben a lauril-gallat.

Habar a gallatallergia ritka, az elmult 3 évtizedben a kimutatott allergias esetek szama
novekedett. Emiatt alkalmazasukat a 70-es évek oOta elkezdték csokkenteni. Amerikaban
betiltottak az alkalmazasukat, az Eurdpai Unid teriiletén hatarértéket meg nem halado
koncentracioban alkalmazhatoak. Az unids szabalyozas eldirja a kiilonboz6 élelmiszeradalékok
cimkén valo feltlintetését. A bizonyitottan gallat intoleranciaval rendelkezOknek célszerii

mindenféle gallat tartalmu ¢lelmiszer keriilése [5][6].



2.1.2 Di-terc-butil-hidroxi-toluol (BHT)

A BHT-t tobbek ko6zott az élelmiszeriparban, gyogyszeriparban, vegyiparban és
gumiiparban alkalmazzak antioxidansként. p-Krezol és izobutilén reakcidjaval allitjak el

kénsav katalizator segitségével, a reakcidegyenlet a 4. dbran lathato [7].
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4. abra. A BHT eldallitasi egyenlete

A BHT esetében allatkisérleteket végeztek az antioxiddns toxicitasanak vizsgalata
érdekében. A BHT nagy dozisban véralvadési zavarokat okozott, valamint a tiidore is karos
hatasai voltak. Hossz tava kisérletekben a BHT majdaganatot idézett eld. Nagyobb
mennyiségben a BHT karcinogén hatasu, azonban megallapithat6, hogy az ¢élelmiszerekben ¢€s
kozmetikumokban alkalmazott mennyiségben a BHT emberi szervezetre artalmatlan, az eldirt

hatarértékeket ebben az esetben is fontos betartani [8].

2.1.3 Butil-hidroxi-anizol (BHA)

A BHA-t kiilonb6z6 élelmiszerekben alkalmazzak, mint antioxidanst. Féként olajokban
és zsirokban hasznaljak, gyokmegkotd képessége miatt. Az 5. dbran lathaté a BHA
eldallitasanak reakcidegyenlete. A reakcido sordn a BHT eldéllitasaval analog modon a
fenolkomponenst (ebben az esetben a 4-metoxifenolt) izobutilénnel reagaltatjak katalizator

jelenlétében. A reakcid kétféle szerkezeti izomert ad eredményiil [7].

OH OH OH

O

5. abra. A BHA eldallitasanak egyenlete



Toxicitasat tekintve is végeztek allatkisérleteket hasonloképpen, mint a BHT esetében.
Ahhoz hasonldan nagyobb dézisban a BHA is képes véralvadasi problémakat okozni. Hosszabb
tavu adagolasakor allatoknal a BHA elégyomor daganatot idézett eld. Nagyobb ddzisokban a
BHA karcinogén hatasu lehet, ezért keriilni kell a hatarértéket meghaladod fogyasztasat,

hatarérték alatti mennyiségben viszont az emberi szervezetre artalmatlan [8].

2.1.4 Terc-butil-hidrokinon (TBHQ)

A TBHQ egy gyakran hasznalt, nagyon hatékony antioxidansként szamon tartott
vegyiilet. A tobbi antioxidanshoz hasonléan ¢lelmiszerekben, kozmetikumokban ¢és
gyogyszeripari termékekben alkalmazzak. Egyik nagy elénye, hogy BHT-val és BHA-val
egyltt is alkalmazhat6, viszont ebben az esetben iligyelni kell a megfeleld hatarértékek
betartasara, amelyek rendkiviil fontosak az antioxiddnsok biztonsdgos alkalmazésat illetden.
Tovabbi eldnye a TBHQ alkalmazasanak, hogy vas jelenlétében sem okozza az anyag

elszinezddését [9].
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6. abra. A TBHQ eldallitasanak egyenlete

A 6. abran lathato a TBHQ el6allitasanak reakcioegyenlete. A TBHQ-t hidrokinon és
terc-butanol reakciojaval allitjak eld savkatalizator jelenlétében [10].

A TBHQ nagyobb dézist, hosszl tava expozicioja egészségiigyi szempontbol veszélyt
jelent és szamos mellékhatdssal jar az emberi szervezetre nézve. Hatdsait tekintve lehet
citotoxikus, genotoxikus, karcinogén ¢és mutagén. Azonban elérhetdk olyan beszamolodk,
amelyek a TBHQ terapias felhasznalasarol szolnak, igy ebben az esetben némi ellentmondasba
titkozhetlink. Az azonban vitathatatlan, hogy a TBHQ hatarértéket meg nem halado

mennyiségben az emberi szervezetre artalmatlan [10].



2.2 Antioxidansok olajbdl valé mennyiségi meghatarozasa

Az antioxidansok olajbol vald kinyerésének egyik f6 problémaja, hogy a mintael6készités
soran alkalmazhat6 olddszerek szama korlatozott, mivel mindenképp olyan olddszert kell
valasztani, amely az olajjal nem elegyedik, viszont az olajbol képes atoldani a meghatarozando
komponenseket. Tobb antioxidans egyidejii meghatdrozasara a kiilonb6z6 kromatografias
modszerek alkalmazhatoak. A gazkromatografiass modszerek korlatja, hogy a hatféle
antioxidans koziil — szarmazékképzés nélkiil — csupan négy vizsgalhato. Ezek a BHT, PG, BHA
¢és a TBHQ. A tobbi antioxidans molekulatomege és/vagy hostabilitasa miatt nem vizsgalhato
gazkromatografiasan. A masik lehetdség a mennyiségi meghatdrozasra a nagyhatékonysagt

folyadékkromatografia (HPLC).

A Vidékfejlesztési Minisztérium Elelmiszer-feldolgozasi Féosztalya altal 2012-ben
kibocsatott rendelet avasodasgatlok meghatarozasara az MSZ 14474-7:1986 szabvanyt irja elo.
A szabvany mintaelokészitésként egy harom 1épéses extrakciot ir eld. Elso 1épésben a
vizsgaland6 olaj egy részét hexannal mér6lombikban adott térfogatra oldja. Homogenizalast
kovetéen az oldat meghatarozott térfogatat rdzotdlcsérben hexannal telitett acetonitrillel
extrahalja haromszor. Az igy kapott egyesitett extraktumokat valasztotolcsérben elvalasztja az
atjutott olajcseppekt6l, majd rotacios vakuumbeparloval beparolja kb. 3 ml térfogatra. Ezt
kovetéen a maradékot kvantitativan atviszi egy 10 ml-es mérélombikba, és acetonitril-
izopropanol 1:1 térfogataranyu elegyével jelre tolti. Az igy kapott oldatbol végzi el az
antioxiddnsok mennyiségi meghatdrozasat folyadékkromatograf segitségével. Eluensként

hangyasavas vizet és acetonitrilt alkalmaz, a detektor diédasoros [11][12].

2.3 Nagy hatékonysagt folyadékkromatografia (HPLC)

Folyadékkromatografia esetében a allofazison aramld mozgéfazis (eluens) folyadék,
altalaban minimum kétféle folyadék elegye. A legtobbszor alkalmazott forditott (apolaros)
allofazisok  esetében ez acetonitril vagy metanol, valamint viz elegye. A
folyadékkromatografidban — szemben a gazkromatografiaval — a mozgofazis Osszetétele is
valtoztathat a mérés soran. Az elvalasztas hatékonysaga az allofazis tipusan kiviil igy az eluens
Osszetételével is befolyasolhatd. A 7. dbran lathatd a HPLC késziilék elvi felépitése. Az
eluenstartalyokbol a folyadékok egy kigazositd egységbe jutnak, mivel a késziilék lizemszerti
milkodését, valamint az elvalasztas €s a detektalas hatékonysagat nagy mértékben csokkenti a

gazbuborékok bejutdsa. A mozgofazist alkotd folyadékok Osszekeverése torténhet a pumpa



elétt vagy utan. A pumpa utan opciondlisan egy el6tét kolonnaba jut az oldoszer, amely az
esetleges szennyezddéseket tavolitja el a folyadékbol. Az eldétét kolonna alkalmazaséaval
novelhetjiik az oszlop élettartamat, ezért alkalmazasa ajanlott. Ezutan talalhat6 az injektor, itt
torténik a minta bevitele a folyadékaramba. Az oszlopon megtorténik a komponensek
szétvalasztasa. A komponensek egymastol kiillonbozo fizikai és fizikai-kémiai tulajdonsagaik
miatt valnak szét, mivel ezen tulajdonsagok befolyasoljak az allofazishoz valdo megkotédésiik
modjat és mértékét. Az oszloprol végiil a detektorba jutnak a komponensek, ahol a
koncentraciojukkal aranyos jelet szolgaltatnak. A leggyakrabban alkalmazott kromatografias
detektorok a kiilonbozé tipusu tomegspektrométerek, a diddasoros detektor, a torésmutatd

detektor és a fényszorasi detektor.
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7. abra. Nagy hatékonysagu folyadékkromatograf (HPLC) elvi felépitése [13]

A meérés végén kapott kromatogramot ki kell értékelni. Mennyiségi elemzéskor a minta
mérését megelézden elvégziink egy minimum harom pontos kalibraciot, amelyet nagy
kalibracios fliggvényt a csucs alatti teriiletnek az adott mérenddé komponens koncentraciojatol
valo fiiggése adja. A modern HPLC késziilékek képesek onmaguk is tarolni a kalibracids
adatokat és az adott kalibracios fliggvényt alkalmazva a program képes automatikusan
mennyiségi informaciot a csucs alatti teriiletbdl (ritkan a cstics magassagabol), mindségi
informéciot a csticsok szamabol és azok retencids idejébdl nyerhetiink ki. A mérések soran az
adott kromatogramon taldlhaté csucsok szdma minden esetben megadja a mintdban

minimalisan jelen 1év6, az adott detektorral detektdlhatdé komponensek szamat.
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Folyadékkromatografiaval foként a gazkromatografidval nem vizsgalhatd, kdzepes

molekulatomegii vegyiileteket vizsgaljuk, amelyek nem héstabilak [13][14].

Az egyik legaltalanosabban alkalmazott folyadékkromatografias detektor az ultraibolya-
lathatdo (UV-VIS) detektor. Ezzel azok a molekulak hatarozhatok meg, amelyek kromofor
csoportot tartalmaznak. Napjainkban mar szinte kizarolag diddasoros UV-VIS detektorokat
alkalmaznak, amelyek egyidejiileg képesek az egész UV és lathatdé tartomanyban mérni. A
8. abran lathato a diddasoros detektor elvi felépitése. Sugarforrasként leggyakrabban deutérium
lampat alkalmaznak. Ezen detektornak nagy eldnye, hogy képes egy idoben az adott beallitasi
paraméterek mellett 1d6, intenzitas és hullamhossz adatokat gytjteni. A teljes fehér fény athalad
a mintan, majd ezt kovetéen megtorténik a fény komponenseire vald bontasa, amit egy

fotodiodakbol allo sorra vetitenek [14].

didgdasor

=== =)=

fényforris fényelzird lencsék cella lenicia prizma

8. dbra. A diddasoros detektor felépitése [14]

2.4 Az antioxidansok bomlastermékeinek hatasai a szervezetre

A két leggyakrabban alkalmazott antioxidans a BHT és a TBHQ. Ebben a részben ezek
bomlasat, valamint a bomlastermékek €16 szervezetre gyakorolt hatdsat szeretném roviden

ismertetni.

A BHT esetében ndstény egereken vizsgaltak az antioxidans lebomlasat a szervezetben.
A 9. dabra 6sszefoglalja azokat a vegyiileteket, amelyek a BHT bomléasakor keletkezhetnek. A
BHT alapvetden kétféle modon képes bomlést szenvedni: az alkil csoportjain €s az aromas
gylrtijén keresztiil. A f6 metabolitok (a 9. dabran pirossal jelolve) képesek felhalmozodni az
anyagcserét végz0 szervekben, mint példdul a méajban és vesében. A kiilonbozd

bomlastermékek toxicitasa meghaladja a BHT toxicitasat [15].
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9. dbra. A BHT lebomlasanak lehetséges modjai [15]
(A szamok a molekulatomegeket jelzik.)

A TBHQ bomlasat vizsgalva fontos megemliteni azt, hogy maga a TBHQ is lehet
bomlastermék. Ugyanis a BHA demetilez6désével TBHQ képzddhet. A 10. dbra dsszefoglalja
azokat a lehetséges bomlastermékeket, amelyek a két antioxidansbol képzddhetnek. A
bomlastermékeket alapvetden LC-MS technikat alkalmazva hataroztdk meg. A kimutatott
vegyiiletek kozott szamos oxidaciés metabolit, glutation-adduktum (GSH-adduktum),
glikuronid és szulfatkonjugatum taladlhat6. A vizsgalatokat emberi és patkdnymadj
mikroszomakkal végezték, igy a vizsgalatok emberi szervezetre nézve is helytallok. Ezek a
bomlastermékek nagyobb mennyiségben veszElyt jelentenek az emberi szervezetre, ezért is
fontos, hogy az adott antioxidansokat valoban csak hatarétéket meg nem halado

koncentracioban alkalmazzuk [16].
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10. abra. A BHA és a TBHQ bomlasa soran keletkez6 termékek [16]
(gluc=gliikkuronid, GSH=glutation)

Azt is érdemes azonban figyelembe venni, hogy ezen bomlastermékek az emberi
szervezetbdl kiiiriilve a kornyezetbe jutnak, a kdrnyezetre gyakorolt hatasukat viszont eddig

még nem vizsgaltak. A késObbiekben ez is egy fontos kutatdsi téma lehetne.
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3. Kisérleti rész

3.1 Extrakcios modszer

Az olajokbdl torténd extrakcios mintaelokészitéshez az MSZ 14474-7:1986 szabvanyt
vettem alapul. Ez alapjan analitikai pontossaggal kb. 20 g olajmintat mértem be, amelyet
hexanban oldottam, majd szintén hexannal mérélombikban 100 cm3-re egészitettem ki. Ebbol
az oldatbol kivettem 25,00 cm3-t, amelyet 3 x 50 cm?® hexannal telitett acetonitrillel
extrahdltam. Kiprobdltam a médszert 3 x 25 cm? extrahaldszerrel is, viszont ebben az esetben
a visszanyerés nem volt kielégitd. Ezt kovetéen az extraktumot 3-4 cmS-re paroltam be rotacios
vakuumbeparld késziilékkel 40 °C-on, majd acetonitril (ACN) : izopropanol (IPA) 1:1
térfogataranyu elegyével egy 10 cm®-es mérélombikba vittem 4t a bepérolt mintat, jelre
toltottem, majd HPLC-vel vizsgaltam. A moddszer legnagyobb hatranya, hogy rendkiviil
iddigényes a mintael6készités folyamata, valamint nagy az olddszerigénye: egy minta

elokészitéséhez 150 cm® olddszerre van sziikség.

3.2 Centrifugas modszer

Az MSZ 14474-7:1986 szabvany atdolgozasa céljabol 1ij modszer kidolgozasat kezdtem
el. Az Uj modszerben szerettem volna egyszerlsiteni a nagy olddszerigényl extrakcios
részlépést. Tovabbi cél volt az elokészitési folyamat felgyorsitasa. A modszer kidolgozasahoz
egy QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) elnevezésii technikat [17]
vettem alapul, amely 2008 o6ta a ndovényi alapt élelmiszerekbdl torténd novényvéddszer

maradvanyok meghatarozasahoz az Eurdpai Szabvanyiigyi Bizottsag is elfogadott [18].

50 ml-es centrifugacsovekbe analitikai pontossaggal bemértem egyenként 2 g olajat, majd
mindegyikhez adtam 10,00 ml oldészert. Kiprobaltam az acetonitrilt, a metanolt és a
dimetilformamidot. Ezt kovetéen a csoveket 1 percen at kézzel alaposan raztam, majd 5 percre
ultrahangos fiirdébe helyeztem. Ezutan kiegyenstulyoztam azokat analitikai mérlegen, a
pluszban hozzdadott olddszert automata pipettdval adagoltam, igy a végtérfogat is pontosan
ismert volt. Ezutan 5 percig 3000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltam az elegyeket. A
metanol és acetonitril esetében az oldoszeres fazis feliil helyezkedett el, ebbdl injektaltam
kozvetleniil a HPLC-be. Dimetilformamid esetében az olajos fazis volt a felsd, ezért beiktattam
egy 1,5 orés kifagyasztast, amely sordn a felso olajos fazis még jobban elkiiloniilt az also6tol, €s

igy konnyebb volt kinyerni azt a HPLC-s méréshez. A kifagyasztasnak tovabbi elénye, hogy
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csokkenti az olaj oldhatosagat az olddszerben, igy kiméli a forditott fazisu, C18-as
kromatografids oszloptoltetet. Amennyiben sokszor, rutinszertien végziink ilyen vizsgalatot,

célszeri tehat a tobbi oldoszer esetében is végrehajtani az olaj kifagyasztasat.

3.3 Folyadékkromatografias mérés

A folyadékkromatografids méréseket minden esetben a Kémiai Intézetben talalhato
Shimadzu markaju nagy hatékonysagu folyadékkromatografias késziilékkel végeztem, amely a
11. dbran lathato.

A késziilek adatai:
e Shimadzu LC-20AD pumpak
e Shimadzu SIL-20AC injektor
e Shimadzu DGU-20A3R kigazosito egység
e Shimadzu CTO-20A kolonnatér
e Shimadzu SPD-M20A diddasoros detektor
e Kolonna: Avantor ACE UltraCore SuperC18 (2.5 pm, 150 x 3.0 mm)

e El6tét kolonna: Avantor ACE 5 SuperC18 (5 um, 10 x 3.0 mm)

e Mérési paraméterek:
e Injektalasi térfogat: 1 pl
e Eluens: acetonitril (ACN) / viz, gradiens program:
0 perc: 45%, 0-3 perc: 45%, 3-11,5 perc: 85%, 11,515 perc: 100%, 15,01-23
perc: 45% ACN

e Aramlasi sebesség: 0,5 ml/perc

e  Kolonnatér homérséklete: 40 °C
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11. dbra. A mérésekhez hasznalt HPLC késziilék

A 12. abran lathatd egy 6 féle antioxidanst, egyenként 200 ppm koncentracidban
tartalmazé metanolos oldat HPLC kromatogramja. A komponensek névekvé retencios idok
sorrendjében a kdvetkezok: PG, TBHQ, BHA, OG, LG és BHT. A 23 perces futasi id6 20 percre
is csokkenthetd; a 23 perc abban az esetben sziikséges, ha tokoferol tipust antioxidansokat is
szeretnénk meghatdrozni. A moédszer kidolgozasdnak kezdetén még fenndllt ez a lehetdség,

viszont a tovabbiakban nem kertilt ra sor.

uVix100.000

Tme 22274 pien 120,948
propil-gallat 280 nm

1754
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. lauril-gallat
1.004
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12. abra. Antioxidansokat tartalmazo kalibracios oldat HPLC kromatogramja 280 nm-en
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3.4 A BHT ¢s a TBHQ bomléasanak vizsgalata

A BHT és a TBHQ bomlasanak vizsgalata két kiillonb6z6 mddon tortént. Egyrészt az
antioxidansok termikus bomlasat vizsgéltam: ehhez feloldottam a hatarértékkel kozel azonos
koncentracidban az adott antioxidanst étolajban. Ezt kdvetéen egy gomblombikban 190-200
°C hémérsékletiire melegitettem az oldatot, amelybdl 5, 15, 30, 60, 120 és 180 perc eltelte utan
mintat vettem. Az antioxidans mennyiségének fogyasat centrifugas modszerrel (3.2 fejezet),

DMF oldodszert hasznalva vizsgaltam HPLC-vel (3.3 fejezet).

A masik vizsgélat soran a természetes fény hatdsara bekovetkezd bomlést kdvettem. A
hatarérték koriili koncentraciohoz sziikséges antioxidans mennyiséget feloldottam étolajban,
majd tobb honapig egy atlatszo, szintelen tivegben, egy allando helyen hagytam a laborban. Ezt

kovetden 1, 2 és 3 honap utan vizsgaltam centrifugas modszerrel (metanolbol) az antioxidans

crer

4. Eredmények ¢€s kiertékelesiik

4.1 Extrakcios modszer

4.1.1 Az extrahaloszer olajoldo képessége

A HPLC esetében az oszloptoltetnek nem tesz jot, ha tal sok olajat visziink fel r4, mert a
hosszu szénlancu glicerideket a C18 allofazis nagyon erdsen képes megkdtni. Lemosasuk id6-
¢és oldoszerigényes folyamat, és nem biztos, hogy az Osszes glicerid leszorithat6 a toltetrdl. Ez
lassan az allofazis elhasznalodasahoz, igy nem megfelelé mindségti kromatogramokhoz vezet.
Bar az el6tét kolonna alkalmazasa segithet ezen a probléman, azonban azt is viszonylag gyakran
ujra kell cserélni. Ezért meghataroztam harom kiilonb6z6 extrahaloszer esetében, hogy az
olajbdl torténd extrakceid soran mennyi olajat képesek oldani. Mindegyik extrahaldszert azonos
térfogatban alkalmaztam, az olajmintédk is azonos mennyiségliek voltak. Az extraktumokbol az
oldoszert rotacids beparlon eltavolitva megmértem a maradék, azaz az atoldott olaj tomegét.

Az eredményeket az 1. tablazat foglalja 6ssze.
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1. tablazat. Az extrakcio sordn atoldott olaj tdomege adott oldoszer esetében.

Extrahaloszer Atvitt olaj tomege [g]
Acetonitril 0,1192
Hexannal telitett acetonitril 0,0980
Metanol 0,7404

Jol lathato, hogy a metanollal vissziik at a legtobb olajat az extrakcid soran. Ennek az
lehet az oka, hogy az olajban nagy szénatomszamu telitett karbonsavak glicerinnel alkotott
¢észterei talalhatok, amelyek képesek mas molekulakkal a hidrogénkotésben akceptorként részt
venni. A metanolmolekuldk képesek donorént funkcionalni a hidrogénhidban, tehat képesek a
gliceridekkel hidrogénkotés kialakitdsara. Az acetonitril (€s a hexan) nem képes donorként
viselkedni, igy ebben az esetben csak gyenge dipdl-dipol koélesonhatasok alakulhatnak ki a
gliceridekkel. Az acetonitril el6zetesen hexannal torténd telitésének elénye, hogy az extrakcio
soran a telitett acetonitril mar nem képes tobb olajos hexant beoldani, ezzel is csokkentve az

atvitt olaj mennyiségét.

4.1.2 Visszanyerés az extrakcids modszer esetében

A visszanyerést a BHT és bomlasterméke, a DTBBQ esetében 100 ppm, a tobbi
komponens esetében 200 ppm névleges koncentracioju olajos oldatokkal végeztem, kiilon az
antioxidansokra, illetve kiilon a bomlastermékekre. Harom parhuzamos mérést végeztem, ezek
eredményeit hasonlitottam Ossze. Az MSZ 14474-7:1986 szabvany a parhuzamos mérések
kozott 10 % relativ szorast eltérés enged meg. A visszanyerés a szabvany alapjan erre a
modszerre 90 és 100 % kozott van. [12]. Az AOAC, mint analitikaval foglalkozo nemzetkozi
szervezet ajanlasa alapjan a 100 ppm koncentracio tartomanyba esd analitok esetében a relativ
szoras elvart értéke max. 5,3 %, az elvart visszanyerés pedig 90-107 % [19].

A 2. tablazat alapjan elmondhatd, hogy ez a modszer a visszanyerés értékének és

szorasanak tekintetében egyediil a TBBQ esetében nem megfeleld, erre a komponensre nézve

rossz a reprodukalhatosaga, azonban a szabvany nem irja eld a bomlastermékek vizsgalatat.
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2. tablazat. Az antioxidansok €és bomléastermékeik visszanyerése extrakcios
mintaeldkészitési modszer esetében.

s Visszakapott )

Bemereﬂ. e Atlag Relativ Vlssz’a-

Komponens  koncentracio [ppm] szOras ~ nyeres
[ppm] peml - pel

1. 2. 3.

BHT 107 102 99 98 100 2,2 93,0
BHA 223 227 226 224 226 0,7 101
PG 209 219 219 215 218 1,1 104
0G 200 205 204 = 202 204 0,8 102
TBHQ 208 205 207 207 206 0,6 99,0
LG 233 233 232 230 232 0,7 99,6
TBBQ 202 121 136 125 127 6,1 63,0
DTBBQ 129 121 124 121 122 1,4 94,4

4.2 Centrifugas modszer

A 3.2 fejezetben leirt modszerrel elvégezett mérések eredményeit a 3-5. tabldzatok

foglaljak 6ssze. A modszer kidolgozasa soran harom kiilonb6z6 oldoszert hasznéaltam.

A kromatografidas mérés alapjan kapott koncentraciobol az alabbi képlet alapjan

szamoltam Ki az olajban 1év6 antioxidans koncentraciot:

Ve
c= X Cpere , ahol
Molq; mert
C: a komponens koncentracidja a kiindulasi olajban [ppm].

Ve:  az extrahaloszer térfogata [cm?],
Molsj: @ bemért olaj tomege [g],

Cmert: A kromatografias mérés soran kapott koncentracio [ug/cm?],

A 3. tablazat tartalmazza az acetonitrillel végzett mérések eredményeit. Az adatok
alapjan elmondhat6, hogy visszanyerés tekintetében a PG és a TBHQ bizonyult csak
megfelelének. A tobbi komponens esetében a visszanyerés értéke kiesik a 90-107 %-0s

intervallumbol, viszont a mddszer reprodukélhatosaga jo, mivel a relativ szérdsok értéke

legfeljebb 2,0 %.
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Nem volt meglepd az a kisérleti eredmény, hogy az acetonitril bizonyult visszanyerés
szempontjabol a legrosszabb oldoszernek. Az eredeti extrakcidos modszerben hexannal telitett
acetonitrilt kell alkalmazni az antioxidansok olajbol vald kinyerésére. Azonban ennél a
modszernél harom 1épéses extrakciot ir eld a szabvany. Tovabba az extrakciot egy hexdnban
oldott olajbdl kell végrehajtani, tehat sokkal kisebb a folyadék viszkozitdsa, mint esetiinkben,
ahol egyszeri ,extrakciot” kell végezni sokkal kevesebb olddszerrel és viszkdzusabb

komponenssel.

A modszer javitasa érdekében az acetonitriltdl polarosabb olddszert kerestem, a valasztés
a metanolra esett. A 4. tdbldzat tartalmazza a metanollal végzett mérések eredményeit.
Visszanyerés szempontjabol a PG, OG, LG, TBHQ esetében megfeleloek az értékek, a tobbi

komponens esetében viszont nem felelnek meg a mar emlitett elvart tartoméanynak.

Mivel a modszer alapvetden jol reprodukélhatd (RSD < 2,0 %) azokra a komponensekre
is, amelyek visszanyerése nem éri el a 90 %-ot, ez lehetéve teszi egy korrekcios szorzd faktor
(f) beiktatasat. Ennek segitségével a komponens korrigalt koncentracidja (Crorrigar) @ kapott

atlagkoncentraciobdl (Canag) kOvetkezd forméban adhaté meg:
Ckorrigalt = Catlag X f

A metanol alkalmazasédnak elénye, hogy a szerves fazis ebben az esetben feliil
helyezkedik el, tehat sokkal konnyebben el lehet kiiloniteni az olajtdl. Tovabba egy 2 oOras
kifagyasztast beiktatva, gyakorlatilag minimalisra csokkenthet6 a metanol olajtartalma, ugyanis
az olaj kidermedésekor az olddszer gyakorlatilag lednthetd az also olajos fazisrol anélkiil, hogy

olajcseppeket vinne magaval.

A 5. tdblazat egy harmadik kiprobalt extrahaloszerrel, a dimetilformamiddal végzett
kisérlet eredményeit tartalmazza. Az adatok alapjan elmondhato, hogy PG, LG, OG, TBHQ
esetében a visszanyerés megfeleld. A reprodukalhatdsadg az dsszes komponens esetében jonak
mondhat6, mivel a relativ szoras értéke kisebb, mint 1,6 %. A legjobb visszanyeréseket ezzel
az extrahaldszerrel sikeriilt elérnem. A 2 oras kifagyasztast itt is célszerli alkalmazni annak
érdekében, hogy a fels6 olajos fazis a lehetd legkisebb mértékben jusson at az extrahdloszerbe,
annak lepipettdzasa soran. El6nye a dimetilformamidnak, hogy sokkal kisebb mértékben

parolog, mint a metanol vagy az acetonitril.
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3. tabldzat. Visszanyerés és szoras adatok a centrifugas, ultrahangos modszernél, acetonitril extrahaloszer esetén
(Pirossal a nem megfeleld visszanyerési értékek vannak jeldlve.)

Visszanyert

Visszanyert

Visszanyert

Visszanyert

Komponens korllzcrjr?tigcié konceftréci(') konce;trécié konce3ntrécié konc’entréci(’) RSD Visszanyerés Korre’:kci(')s
[opm] : : : dtlag [%] [%] szorzdfaktor
[Ppm] [ppm] [ppm] [Ppm]
PG 209 208 207 208 207,9 0,3 99,4 1,01
0G 200 171 172 172 1715 0,4 85,7 1,16
LG 233 150 153 154 152,0 1,5 65,2 1,54
TBHQ 208 197 197 198 197,4 0,3 94,8 1,05
BHA 223 174 176 176 175,2 0,4 75,2 1,33
BHT 107 52 53 53 52,7 1,3 49,3 2,04
TBBQ 202 153 152 151 151,9 0,8 75,1 1,33
DTBBQ 129 71 69 72 70,5 2,0 54,5 1,82
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4. tablazat. Visszanyerés és szOoras adatok a centrifugas, ultrahangos mdodszernél, metanol extrahaldszer esetén
(Pirossal a nem megfeleld visszanyerési értékek vannak jeldlve.)

Eredeti

Visszanyert

Visszanyert

Visszanyert

Visszanyert

Komponens | koncentracio koncentraci6 | koncentracio | koncentracio kongentrécié RSD Visszanyerés Korr§kcic')s
[opm] 1. 2. 3. atlag [%0] [%0] szorzofaktor
[Ppm] [Ppm] [Ppm] [Ppm]
PG 209 213 215 214 214,0 0,5 102,4 0,98
0G 200 194 198 196 195,8 1,1 97,9 1,02
LG 233 210 215 212 212,2 1,1 911 1,10
TBHQ 208 204 209 204 205,5 1,3 98,9 1,01
BHA 223 176 180 178 178,1 1,2 79,9 1,25
BHT 107 52 53 52 52,1 1,2 48,7 2,04
TBBQ 202 125 123 121 123,2 1,6 61,0 1,64
DTBBQ 129 65 64 63 64,3 1,4 49,8 2,00
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5. tabldzat. Visszanyerés és szoras adatok a centrifugas, ultrahangos mddszernél, dimetilformamid extrahaloszer esetén
(Pirossal a nem megfeleld visszanyerési értékek vannak jeldlve.)

Eredeti

Visszanyert

Visszanyert

Visszanyert

Relativ

Komponens | koncentracid | koncentracid | koncentracio | koncentracio Al szOras Visszoanyerés Korr§kcic')s
ppm] | Lippm] | 2.[ppm] | 3.[ppm] | [PP™ [%] e R
PG 209 208 207 205 206,6 0,9 98,8 1,01
0G 200 195 195 194 194,7 0,5 97,4 1,03
LG 233 217 216 214 215,6 0,8 92,5 1,08
TBHQ 208 201 202 199 200,6 0,7 96,4 1,04
BHA 223 189 190 185 187,7 1,3 84,2 1,19
BHT 107 71 71 69 70,2 1,6 65,6 1,52
TBBQ 202 142 141 142 1415 0,6 70,0 1,43
DTBBQ 129 81 81 81 81,3 0,1 63,0 1,59
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4.3 Az eluens pH értékének befolyasa a HPLC mérésre

A vizsgalt antioxidansok mindegyike legalabb egy hidroxil csoportot tartalmaz, emiatt a
vizzel szemben gyenge savként képes viselkedni. A reakciok egyensulyra vezetnek, tehat ha az
adott rendszerben noveljiik az oxoniumionok szamat abban, a reakciok az als6 nyil iranyaba
tolodnak el. Ha az clvalasztast vizet tartalmazo eluenssel végezziik, a sav-bazis reakcid
kovetkeztében bizonyos komponensek két cstcsot is adhatnak a kromatogramon, ezenkiviil a

csucs alakja is valtozhat. Ezt mutatja a 13. dabra.
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13. abra. Az eluens pH értékének hatasa az antioxidansok kromatogramjara
»A”: ACN/H20 eluens; ,,B”: ACN/H20+H3POa4 (pH=2,9) eluens

A két cstcsot az adott vegyiilet protonalt és deprotondlt formaja adja. A sav-bazis
egyensulyt ezért valamelyik irdnyban vissza kell szoritani. Ezt ugy tudjuk elérni, ha a vizes

eluens pH értékét példaul a savas tartomanyba vissziik. Az MSZ 14474-7:1986-o0s szabvany
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erre a célra 5 tomeg% ecetsavat tartalmazo vizes eluenst javasol. Ennek pH-ja kb. 2,4. A
mérések soran kiprobaltam ecetsavas, hangyasavas és foszforsavas eluenseket is. A legjobb
csticsalakokat a foszforsav esetében kaptam, ezenkiviil a fajlagos UV-elnyelése is ennek a
savnak a legkisebb a harom koziil. A tovabbi méréseknél 85 tomeg%-0s foszforsavval 2,9-es
pH értékre pH-mérdvel beallitott vizet hasznaltam (Croszforsav=1,5 mmol/dm?3), a masik eluens
Osszetevd tiszta acetonitril volt. Az alkalmazott kromatografias toltet a dokumentacidja alapjan

1,5-11 pH-tartomanyban hasznalhat6.

4.4 Folyadekkromatografias kalibracio

A mennyiségi meghatarozashoz a mérési modszer kalibracidja sziikséges, ezt kiilon
végeztem el a bomlastermékekre, illetve az antioxidansokra. Az adott komponensekre nézve
egyenként kdzel 500 mg/dms-es torzsoldatot készitettem metanollal, majd ebbdl a térzsoldatbol
végeztem a tobbi kalibracidos pont felvételéhez sziikséges torzsoldat-higitast, Hamilton
fecskendoket alkalmazva. Az antioxidansok esetében a 280 nm-en mért csucsteriiletet vettem
figyelembe, mert ezen vegyiileteknek 280 nm-es hullamhossz koriil van a fényelnyelési
maximuma. A kiilonb6z6 antioxidansok kalibracios egyeneseit, valamint az adott
fiiggvényekhez tartozo egyenleteket és R? értékeket a 14. dbra tartalmazza. A fiiggvényillesztés

minden komponens esetében linearis.
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14. dabra. Antioxidansok HPLC kalibracios egyenesei (280 nm)
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Amint emlitettem, a bomlastermékek esetén kiilon kalibraciot végeztem, erre azért volt
sziikség, mert az dsszemérések soran tapasztalhato volt, hogy a bomlastermékek mar szilard
allapotban reakcioba Iépnek az antioxidansokkal. Az §sszemérés utan ugyanis piros és fekete

gbécpontok kezdtek megjelenni a keverékben.

A két komponensbdl (TBBQ és DTBBQ) mindkettdre egyenként nézve 500 mg/dm?
végeztem a tobbi kalibracios pont felvételéhez sziikséges oldathigitast Hamilton fecskendével.
A kiértékelés soran a 233 nm-hez tartoz6 csucsteriileteket vettem figyelembe, mert ezeknek a
vegyiileteknek ezen hulldmhossz koriil van az elnyelési maximuma. A bomlastermékek
kalibraciés egyenesei a 15. dbran lathatok. Mindkét kalibracidés egyenes esetében linearis

figgvényt alkalmaztam.

Osszességében minden egyes komponensre nézve az illesztés Kivalo (R%>0,992).
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15. dbra. Bomlastermékek HPLC kalibracios egyenesei (233 nm)

4.5 A BHT ¢és a TBHQ olajban torténd bomlasanak vizsgalata

4.5.1 A BHT ¢és a TBHQ bomlasa melegités hatasara

A 6. tablazat mutatja a BHT hobomlasa soran mért adatokat. A bomlastermékeket
tekintve mindkét mérés esetében csak azokat tiintettem fel, amelyekhez rendelkezésre alltak

referencia vegyiiletek és elvégeztem rajuk a kalibraciot. A 16. dbra alapjan jol latszik, hogy a
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BHT mennyisége exponencialisan csokken az id6 fliggvényében. A TBBQ bomlastermék 15
perc elteltével jelenik meg, majd ezt kovetéen nem kimutathato, majd 120 percnél jelentkezik
ismételten kimutatasi hatar feletti mennyiségben. Valoszintsithetd, hogy a melegités soran
tovabb alakult vagy elreagalt valamely komponenssel. A BHT mennyisége 180 perc elteltével
kimutatési hatar ala csokkent. Az olaj 60 perc utan megsargult és avasodasra emlékeztetd szaga
lett. 180 perc elteltével a kromatogramon 233 nm-en 20 komponens volt lathato, tehat ez id6
alatt az olajban 20 féle olyan komponens keletkezett, amelyek UV aktivak. Ezen vegyiiletek

meghatarozasara 1d6, valamint muszerezettség hianyaban nem keriilt sor.

s

melegités hatasara

BHT TBBQ
id6 [perc] ¢ [ppm] ¢ [ppm]
121 -
116 n.d.
15 85,9 3,1
30 56,3 n.d.
60 22,7 n.d.
120 4,2 1,6
180 n.d. 1,3
140
120 e,
g
E 100
2 80 °
3
% 60 PY
2 40
g
20 ®
0 ° *
0 50 100 150 200
1d6 [perc]

srcr
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A 7. tabldzat tartalmazza a TBHQ hébomlésa soran mért adatokat. Ebben az esetben mar
mindkét altalam meghatarozhato bomlastermék megjelent a mérés soran. A 17. dbra alapjan
elmondhat6, hogy a TBHQ koncentracidja nem valtozott olyan egyszerii lefutas szerint, mint a
BHT-nak. Az ¢ls6 5 percben megfigyelhet6 egy felezédés, ezt kdvetden viszont a csokkenés
sebessége koriilbeliil a BHT bomlasi sebességével azonos mértékii. A TBBQ ebben az esetben
mar 5 perc utan megjelent, majd koncentracidja 120 percig folyamatosan nétt, 180 percre
viszont lecsokkent. Valdszinisitheté, hogy atalakult valamilyen mas bomlastermékké. A
DTBBQ 15 perc utan jelent meg, koncentracioja 30 percnél csokkenést mutatott, viszont ezt
kovetéen a bomlastermék koncentracidja a mérés végégig nott. A TBHQ mennyisége nem
csOkkent kimutatasi hatar ala 180 perc elteltével sem, és az olaj szinének és szaganak valtozasa
is késobb, valahol 60 és 120 perc kdzott kovetkezett be. A 180 perces minta kromatogramjan
233 nm-en a TBHQ, TBBQ ¢s DTBBQ-val egyiitt 17 kiilonb6zd cstcs volt lathatd, tehat
Osszesen 14 egyéb UV aktiv komponens keletkezett a mérés végén. Az adatok alapjan
elmondhat6, hogy magasabb hémérsékleten a TBHQ valamivel jobb antioxidans, mint a BHT,
mert annak ellenére, hogy 5 perc alatt elreagalt az olajban 1évé mennyiség fele, viszont ezt
kovetden a csokkenés mértéke valamivel kisebb volt, mint a BHT esetében. Elmondhat6
tovabba, hogy késobb voltak megfigyelhetdk az avasodas jelei a TBHQ-t tartalmazd minta

esetében, valamint a mérés végére nem fogyott el az antioxidans teljes mennyisége sem.

7. tablazat. A TBHQ, TBBQ és DTBBQ koncentracidjanak valtozéasa az id6
fliggvényében, melegités hatasara

TBHQ TBBQ DTBBQ
idd [perc] ¢ [ppm] ¢ [ppm] ¢ [ppm]
0 206 - -

5 101 47 n.d.
15 90 7.1 15,3
30 66,8 7.1 13,0
60 38,0 9,0 17,5
120 13,2 9,4 20,4
180 7,6 2,7 24,5
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4.5.2 A BHT ¢s TBHQ bomlasanak vizsgalata fény hatasara

A BHT esetében egy 100 ppm antioxidanst tartalmazé olajmintat készitettem. 1 honap
utan az olajminta 88,8 ppm BHT-t tartalmazott, valamint 233 nm-en 9 egyéb mas UV aktiv
komponens volt megfigyelheté a kromatogramon. 2 honap utan az olajminta 72,3 ppm BHT-t,
valamint 233 nm-en 5 egyéb mas UV aktiv komponenst tartalmazott. A 3 honapos minta 71,4
ppm BHT-t tartalmazott, valamint 233 nm-en 14 egyéb UV-aktiv komponens volt lathato a

kromatogramon.

A TBHQ esetében 194 ppm antioxidanst tartalmazé olajmintat készitettem. 1 honap utdn
az olajminta 96 ppm TBHQ-t tartalmazott, valamint 4,8 ppm TBBQ is megjelent a mintaban.
Emellett 8 egyéb UV aktiv komponens volt lathaté a kromatogramon. 2 honapot koveten a
mintaban a TBHQ mennyisége 38,2 ppm volt, a TBBQ mennyisége 6,8 ppm volt. A 3 honapos
minta tartalmazott 37,2 ppm TBHQ-t, 2,4 ppm TBBQ, valamint 16 egyéb UV-aktiv
komponenst. A DTBBQ 3 honap utan nem volt megtalalhaté a mintaban valdsziniisithetéen

tovabb alakult.

Az olajminta szine mindkét esetben valtozott: a TBHQ-t tartalmazé minta esetében
nagyobb mértékben, a BHT-t tartalmaz6 esetében kevésbé. Mindkét minta esetében valtozott
az olaj szaga. A TBHQ esetében tobb egyéb UV aktiv komponens jelent meg a kromatogramon,
mig a BHT esetében valamivel kevesebb. Ez 0sszeegyeztethetd azzal a kisérleti adattal, hogy a

TBHQ nagyobb mértékli bomlason ment keresztiil a mérés soran.
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crer

fény hatasara

BHT TBHQ
id6 [honap] ¢ [ppm] ¢ [ppm]
0 100 194
1 88,8 96,0
2 72,3 38,2
3 71,4 37,2
250
EZOO A
o
=
5 150
2
£ 100 o + o BHT
(]
3 ATBHQ
2 50 1
0
0 1 2 4

A 18. dbra alapjan elmondhato, hogy a két antioxidans kiilonbdzoképpen viselkedik. A
TBHQ esetében megfigyelhetd egy hirtelen koncentraciocsokkenés az 1 honapos mintdban: az
antioxidans kezdeti mennyiségének kozel fele elbomlott. A hozzavetdleges felezodés fennall a
2 honapos minta esetében is. A 3 honapos minta esetében a koncentracido mar alig valtozott
tovabb. A BHT esetében joval kisebb mértékii csokkenések figyelhetok meg, ezenkiviil 2 honap
eltelte utan mar itt sem mérhetd szamottevé koncentraciocsokkenés. Ezek alapjan elmondhato,
hogy a BHT kevésbé hajlamos bomlasra fény hatasara, mint a TBHQ, mivel a BHT esetében

az eredeti mennyiség 71 %-a, mig a TBHQ esetében az eredeti mennyiség 19 %-a volt jelen a

mintaban 3 honap utan.

1d6 [honap]

crcr
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4.5.3 A bomlasvizsgalatok eredményeinek Osszegzése

A ho6-, valamint a fénystabilitast vizsgalo kisérletek alapjan elmondhato, hogy a BHT és
a TBHQ viselkedésében kiilonbségek és hasonlosagok is mutatkoznak. A BHT-t tartalmazo
olajnal mindkét esetben megfigyelhetd egy viszonylag egyenletes koncentraciocsokkenés, mig
a TBHQ-t tartalmaz6 mintanal el6bb egy gyors csokkenés volt tapasztalhatd, majd egy, a
BHT-hoz hasonlé fokozatos fogyas. A hébomlas esetében 3 ora alatt a BHT koncentracioja
kimutatasi hatar ala csokkent, mig a TBHQ még 3 6ra utan is kimutathat6 volt, viszont sokkal
jobban fogyott a kisérlet elején, mint a BHT. A fény hatasara torténé bomlaskor a BHT sokkal
stabilabbnak bizonyult, mint a TBHQ.

A kisérleti eredmények alapjan elmondhatd, hogy a BHT bomlésa mas, egyszeriibb
kinetikat kovet, mint a TBHQ atalakulasa: a TBHQ hobomlasa a folyamat elején sokkal
gyorsabb, mint a végén. Ez valosziniileg Gsszhangban all azzal, hogy szabvany szerint a

TBHQ-t kétszeres mennyiségben lehet alkalmazni a BHT-hoz képest.

5. Osszefoglalas

A munkdm sordn megvizsgaltam a hatalyban 1évé magyar szabvany reprodukalhatosagat
és visszanyerési korlatait, hatféle antioxiddnsra ¢és kétféle bomlastermékre. A nyolc
komponensbdl csak egy, a TBBQ bomlastermék esetében nem volt megfelel6 az eredmény,
viszont a bomlastermékekre a szabvany nem is ir el6 elemzést. Ez alapjan latszik, hogy ez a
modszer valdban alkalmas az antioxidansok mennyiségi meghatarozaséara, viszont a modszer
oldoszer- és idbigénye miatt megujitasra szorul. Ezt kovetdéen egy, a peszticidek
meghatérozasara vonatkozd6 QUEChERS modszerbdl indultam ki. fgy dolgoztam ki egy
ultrahangos—centrifugas moddszert harom kiilonb6zé oldoszerre. Az oldoszerbe atjutd
olajmennyiség csokkentése érdekében lehetdség van elvégezni egy kifagyasztast is a
mintaelokészités végén. Maga a modszer reprodukalhatosagat tekintve minden komponensre
elfogadhat6. Visszanyerés szempontjabol bizonyos komponensek esetében nem kielégitd, ezért
a kiértékeléskor ezekre bevezettem egy szorzofaktort. Ezt kovetden dsszehasonlitottam kétféle
antioxidans (BHT és TBHQ) termikus, valamint fotostabilitasat étolajban. A mérések soran a
mennyiségi meghatarozast az altalam kifejlesztett centrifugds moddszerrel végeztem. A
bomlasvizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a BHT fényre kisebb mértékben érzékeny, mint
a TBHQ, és ho hatasara is kevésbé gyorsan kezd bomlani. A bomlasvizsgalat, valamint a

bomlastermékek stabilitasanak meghatarozasa ¢s analitikajuk tovabbi vizsgalatokat igényelne.
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