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Determination of flavonoids and polyphenols in
veterinary products

ABSTRACT

According to the 8th Hungarian Pharmacopoeia, propylene glycol can be
chosen as solvent over ethyl alcohol for use in food supplements, therefore,
the concentration of flavonoids and polyphenols in medicinal plants is mea-
sured using propylene glycol extracts. Samples of seven products, used in
veterinary medicine, known to be rich in polyphenols and flavonoids were
chosen to verify the usefulness of propylene glycol as extraction solvent.
The polyphenol measurements were carried out using the Folin-Ciocalteu
method and the total flavonoid content was established using the modified
method from the 10th Romanian Pharmacopoeia, Cynarae folium mono-
graph. Propylene glycol/water mixture (70%/30%), used as extraction solvent
for medicinal plants rich in flavonoids and polyphenols, proved to be useful
for extraction of these valuable active substances and correlates with the
known amounts stated previously to be present in these vegetable mate-
rials. Results were in correlation with literature data, concentrations ranged
between 0.05 and 0.07 mg/ml (immediately after preparation), 0.02 and 0.08
mg/ml (within six months following preparation) in case of flavonoids and
244 and 3.80 mg/ml (immediately after preparation), 1.20 and 2.18 mg/ml|
(within six months following preparation) in case of polyphenols.

Keywords: polyphenols, flavonoids, propylene glycol

KIVONAT

Az éllatgydgyaszati étrend-kiegészitdk dsszetételében az etanol helyett a VIIl.
Magyar Gyogyszerkdnyvben hivatalos propilénglikolt valasztottuk a névényi
hatdanyagok kivondsara, igy ezen kivonatokbdl hataroztuk meg a polifenolok
és flavonoidok koncentraciojat. Hét llatgydgyaszati termékbdl, melyek dssze-
tételében polifenolokban és flavonoidokban gazdag novényi részeket hasz-
naltunk, kovetttk a propilénglikollal készult kivonatok hatdanyagainak kon-
a Folin-Ciocélteu modszerrel és a flavonoidokat a X. Roman Gyogyszerkonyv,
Cynarae folium monogréfianal leirt modositott médszerrel hatdroztuk meg. A
propilénglikol: viz keveréke (70 % : 309%) hatasosnak bizonyult az értékes haté-
anyagok kinyerésére, a koncentraciok osszefiiggésben vannak a korabban
ismert novényi részek hatdanyagainak a koncentracidjaval. Méréseink soran
flavonoidokndl 0,05-0,07 mg/ml (gydrtast kovetéen), 0,02-0,08 mg/ml (hat
honap utén) és a polifenolokndl 2,44-3,80 mg/ml (gyartast kdvetéen), 1,20-
2,18 mg/ml (hat honap utén) koncentracidkat hataroztunk meg.

Kulcsszavak: polifenolok, flavonoidok, propilénglikol
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Bevezeto

Az allatgyogyaszatban az étrend-kiegésziték biztonsagos
alkalmazasa érdekében a szakembernek ismernie kell a
szabdlyozasok el6irasa szerinti el6allitdsi kovetelménye-
ket és a felhasznalhatdsdghoz sziikséges kritériumokat az
allatokra/allatgyogyaszati készitményekre vonatkozoan is.

Az étrend-kiegészit6k az eurdpai unids szabalyozds
szerint olyan élelmiszereknek tekinthetk, amelyek az
étrend kiegészitését szolgaljak, és koncentralt formaban
tartalmaznak tapanyagokat vagy egyéb taplalkozasi vagy
élettani hatdssal rendelkezé anyagokat. Az étrend-ki-
egészitok Osszetételében vitaminok, asvanyi anyagok,
tonikumok és mas anyagok szerepelhetnek. Mas anya-
gok kozé soroljak a gydgynovényeket, tehdt a gydgyno-
vényektSl gylijtott novényi részek is bekeriilhetnek ezen
termékek Osszetételébe, és igy szilletett meg a novényi
eredett termékek fogalomkore [1]. A névényi termékek
és készitmények nemcsak a human fitoterapiaban, hanem
az allatgyogyaszatban is hatasosnak bizonyultak, a ter-
mékek 9sszetételében a kiilonb6zé névényi hatéanyagok
harmonikusan kiegészitik egymadst. A gyogynovények-
nek szerepiik van az egészség fenntartasaban, a kdrfolya-
matok megel§zésében és kedvezd befolyasolasiban [2].
Az allat- és humdn gyogyaszatban az enyhe és kozepesen
stlyos betegségek kezelésére gyakran/néha elsé 1épésben
gyogynovényeket probalnak ki, ismervén a gydgyno-
vények tapasztalaton alapulé hatasossagat. Hatékony,
standardizalt készitmények eldallitdsa céljabol, a nové-
nyekben taldlhaté hatéanyagok kivonasira olyan oldé-
szer vagy olddszerelegy haszndlata javasolt, amely toxi-
kologiai szempontbol megfelel6 és hatékonyan kivonja a
noévényi hatdéanyagokat.

Koztudott, hogy az etanol az egyik leggyakrabban
alkalmazott kivonodszer a novényi hatéanyagoknal, de
javasolt egy olyan olddszer hasznalata, amely engedélye-
zett az étrend-kiegészit6knél és képes kivonni a névényi
hatéanyagokat [1]. Az unids harmonizacios kotelezettség
alapjan étrend-kiegésziték osztalydba tartozé termékek-
nél alkohol (40%) és viz keverékét irja el6, ami az eltart-
hatdsag szempontjabol nem a legelénydsebb [1,3].

A novényi hatéanyagok kivondsara a VIII. Magyar
Gyogyszerkonyvben hivatalos propilénglikol is alkalmas
(propylenglycolum, propan-1,2 diol). A propilénglikol
stirtin folyo, tiszta, szintelen folyadék. Vizzel és alkohollal
elegyedik [4]. Az alkoholok csoportjaba tartozd szén-
hidrogén vegyiilet, veszélytelennek szamit, hasznalhat6
oldoszerként és nedvesitGszerként [5]. A propiléngli-
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kolt Eurépaban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban
is hasznaljak helyi, perordlis és néhany intravénas
készitmény eldallitdsandl, az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal (Food and Drug
Administration, FDA) és az Eurdpai Gyogyszertigynokég
(European Medicine Agency, EMA) altal engedélyezett,
és étrend-kiegészit6k Osszetételében szerepelhet [3,6].
Az FDA a propilénglikolt altalaban biztonsagosnak
tekinti, engedélyezi a hasznalatat, de az Egészségiigyi
Vildgszervezet (World Health Organisation, WHO a 25
mg/kg/nap maximalis dozisra hivja fel a figyelmet, ami
folott mar toxicitast mutat [3,6-8].

Galeotti és munkatarsai a propoliszos termékek-
nél haszndltak propilénglikolt, mint olddszert étrend-
kiegészit6k Osszetételében [9]. Egy barcelonai 2019-es
tanulmany szintén a propoliszos kivonatok kapcsan alla-
pitotta meg, hogy stabilabbak azok a kivonatok, amelyek
propilénglikollal késziiltek, mint az etanolos kivonatok
[10]. A propilénglikolt, mint olddszert j6 eredmények-
kel alkalmaztak a polifenolok kivondsara, amit egy thai-
foldi kutatocsoport is igazolt a mangosztdn perikarpium
vizsgalatakor. Az altaluk alkalmazott olddszerek koziil a
propilénglikol és a kdkuszolaj (40-70%) keveréke hatasos-
nak bizonyult a polifenolok és flavonoidok kinyerésére.
Novelve a propilénglikol koncentraciojat a kivono-oldo-
szer elegynek magasabb polifenol és flavonoid koncentra-
cidkat hatdroztak meg, tehat a propilénglikol jelenléte
pozitivan befolydsolta a hatéanyagok kinyerését [11].

Korabbi publikacionkban voltak el6zetes vizsgalatok a
propilénglikollal késziilt kivonatokbdl [12]. Ebben a mun-
kankban 6sszpolifenol és Gsszflavonoid tartalom megha-
tarozasokat végeztiik propilénglikolos kivonatokbdl.

A propilénglikollal torténé fitokémiai mennyiségi
meghatarozdasok munkamenete nem véltozhat és nem
befolyasolja az eredeti kisérletes munka menetét [13,14].

Anyag és modszer

A termékekbdl a gyartast kovetden és hat honap tarolas utan
is meghataroztuk az sszpolifenol és flavonoid tartalmat,
kovetve az emlitett hatéanyagcsoportok koncentréciojat.

Novényi kivonatok

Hét allatgyogyaszati készitmény allt a rendelkezé-
stinkre, amelyeket direkt hidraulikus préseléssel allitot-
tak el6 propilénglikol (70%) és viz (30%) keverékkel. Az
egyes termékek mennyiségi dsszetételére nincs informa-
cionk, mert a termékek bejegyzés alatt dllnak.
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A gyogynovények ezekben a készitményekeben az
Agrimonia eupatoria L. (herba), Allium sativum L. (bul-
bus) (termesztett), Arctium lappa L. (radix), Betula
pendula Roth (folium), Calendula officinalis L. (flos)
(termesztett), Coriandrum sativum L. (herba) (termesz-
tett), Chelidonium majus L. (herba), Equisetum arvense
L. (herba), Foeniculum vulgare L. (fructus) (termesztett),
Juglans regia L. (folium) (termesztett), Juniperus commu-
nis L. (fructus), Humulus lupulus L. (flos), Hypericum
perforatum L. (herba), Melissa officinalis L. (folium) (ter-
mesztett), Ononis spinosa L. (radix), Primula officinalis L.
(radix) (termesztett), Rosmarinus officinalis L. (folium)
(termesztett), Salvia officinalis L. (folium) (termesz-
tett), Tanacetum vulgare L. (flos), Taraxacum officinale
EH.Wigg (radix), Thymus serpyllum L. (herba), Urtica
dioica L. (herba, radix), Valeriana officinalis L. (radix)
(termesztett), Viola tricoloris L. (herba), melyet a spontan
florabol vagy kulturabdl gytjtottek, Maros megye terii-
letérdl. A novényi részek szaritasa természetes kortilmé-
nyek kozott és raktarozasuk a felhasznalasig az el6irasok-
nak megfelel6en szdraz helyen, fénytél védve tortént [15].

Oldészerek, reagensek

Az §sszpolifenol meghatdrozashoz Folin-Ciocélteu
reagenst (Scharlau, Spanyolorszag), natrium-karbonatot
(Lach-ner, Csehorszag), galluszsavat (Sigma-Aldrich,
Németorszag) és az dsszflavonoidhoz aluminium klorid
hexahidratot (Chimopar, Romadnia), ndtrium acetatot
(Carl Roth GmbH, Németorszag) és kvercetint (Sigma-
Aldrich, Németorszag) hasznaltunk. Az ultratiszta viz
eléallitasdhoz Direct-Q10 tipust (Millipore, USA) viz-
tisztito rendszert haszndltunk. A novényi kivonatok
elkészitésénél oldoszerként propilénglikolt (Brenntag,
Romadnia) haszndltunk. A spektrofotometrids mérésein-
ket a Specord 210 (Analytic Jena, Németorszag) késziilé-
ken mértiik.

Mennyiségi meghatdrozdsok

Osszpolifenolok kimutatdsa: A Folin- Ciocalteu
madszerrel dolgoztunk. 40 pl elkészitett mintdhoz 3,16
ml desztillalt vizet és 200 ul Folin-Ciocélteu reagenst
adtunk. Elegyitést kovetGen 5 perc utan 600 pl natrium
karbonatot (20% w/v) adtunk hozzd. Az igy 6sszekevert
oldatok 2 6rat szobahémérsékleten (20 °C) alltak és vak-
probaval (viz és reagensek) szemben 765 nm-en leolvas-
tuk az abszorbanciat. Az eredményeket pg/ml galluszsav
ekvivalensben hataroztuk meg [16]. A mintdk koncent-
racidjanak meghatdrozasakor harom parhuzamos mérést
végeztiink.

A hasznalt galluszsav standardot a kovetkezéképpen
készitettiik el: 0,500 g galluszsavat 10 ml etanolban oldot-
tunk és 100 ml-es mér6lombikban vizzel toltottiik jelig.
Az igy elkészitett torzsoldatbdl tovabbi vizzel vald higi-
tassal elkészitettiik a kalibracids egyeneshez sziikséges
higitasi sort (50-500 pg/ml).

Osszflavonoid tartalom meghatdrozésa: A kivonatok
Osszflavonoid tartalmat kolorimetrids modszerrel hata-
roztuk meg. 1500 pul mintahoz 1 ml natrium acetatot (10%
w/v), 600 ul AICI, oldatot (2.5%, w/v), 1400 pl metanolt
és 1500 pl vizet adtunk. Az oldatokat jol dsszekevertiik
és 15 percig allni hagytuk szobahémérsékleten (20 °C),
majd 430 nm-en leolvastuk az abszorbanciat vakprobaval
szemben (reagensek, metanol és viz). Az eredményeket
kvercetinben fejeztiik ki [4,17-19]. A mintak Gsszflavo-
noid-koncentracié meghatarozasdhoz harom parhuza-
mos mérés tortént.

A flavonoid koncentrécié meghatdrozasihoz kvercetin
standardot hasznaltunk. 100 ml-es mérélombikban 0,019
g kvercetint mértiink és a jelig metanollal toltottik fel.
Az elkészitett oldatbol 25-375 ul kozotti mennyiségeket
vettiink ki, 1500 pl-ig kiegészitettiik metanollal és rendre
1000 pl natrium-acetatot (10% w/v), 600 pl alumini-
um-klorid oldatot (2.5%, w/v), 1400 ul metanolt és 1500
wl vizet adtunk hozza.

A mintak leolvasdsa metanollal valo 6tszoros higitds
utdn tortént.

Eredmények és megbeszélés

A Folin- Ciocalteu moédszert a kiilonb6z6 Gyogyszer-
kényvek noévényi kivonatok Osszpolifenol mennyiségi
meghatarozasara irjak le. Eredményeinket az alabbi
abrékon és tablazatban foglaltuk 6ssze (1. dbra, 2. dbra és
1. tablazat).

A készitmények polifenol és flavonoid tartalmat az 1.
szamu tablazatban foglaltuk 6ssze.

A termékek polifenol tartalma kozeli értékeket mutat.
A gyartast kovetden a legkisebb érték a 2,44 mg/ml mig
a legnagyobb érték 3,80 mg/ml, hat hénap tarolds utdn
legkisebb érték a 1,20 mg/ml mig a legnagyobb érték
2,18 mg/ml polifenol tartalom galluszsavban kifejezve.
A flavonoid koncentraciokndl a gyartast kovetéen a
legkisebb érték a 0,05 mg/ml és a legnagyobb a 0,07 mg/
ml és hat honap térolds utan a legkisebb érték 0,02 mg/ml
és a legnagyobb érték 0,08 mg/ml kvercetinben kifejezve,
ami azt jelenti, hogy a flavonoidok nem bomlottak el a
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1. tablazat: A vizsgalt allatgydgyaszati termékek polifenol és flavonoid tartalma

Termékek  Termékek javallata Polifenol tartalom + SD galluszsavban Flavonoid tartalom * SD kvercetinben
sorszama kifejezve (mg/ml) kifejezve (mg/ml)
Januar Jalius Januar Jalius

1 Parazita ellen 2,52 +0,7 1,20 £ 0,1 0,05 + 0,4-102 0,05 £ 1,7-10%

2 Kokcidiozis ellen 2,65+04 1,58 £0,3 0,04 £ 0,4-102 0,05+ 1,0-102

3 Trichomonas ellen 2,44 + 0,6 1,32 +0,2 0,04 + 1,410 0,02 + 1,0-10

4 Szérhullas ellen 3,78 +0,2 2,05+0,2 0,07 £ 1,2-10* 0,02 £ 1,2:10%

5 Allergia ellen 3,14+ 0,4 1,23 £0,7 0,07 £ 0,6-102 0,07 £ 1,2:10%

6 Stresszoldo 3,80 0,4 2,01 £0,3 0,06 + 0,8-10* 0,07 £ 2,1-10%

7 Vizeletiirités zavaraira 3,52+ 0,3 2,18+ 0,2 0,06 £ 1,1-102 0,08 + 2,810

tarolas alatt. Az Gsszpolifenol tekintetében a készitmé-
nyek hat honapos tarolas utan veszitettek hatdéanyagtar-
talmukbol. Ez a veszteség 60,83 és 38,06% kozé tehetd a
vizsgalt mintdknal.

Kovetkeztetések

Az §sszpolifenol és flavonoid tartalmat hatdroztuk meg a
propilénglikollal késziilt dllatgyogyaszati termékekbdl. A
termékek magas polifenol és flavonoid tartalma a nyers-
anyagként hasznalt gyogynovények magas polifenol és
flavonoid tartalmara vezethetd vissza. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a vizsgalt aktiv fitokémiai anyagok propi-
lénglikollal jol kivonhatok a novényekbdl, igy allatgyo-
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gyaszati termékek, étrend-kiegészit6k allithatok eld. Az
azonnali és a hat honap tavlatabol mért eredmények azt
bizonyitjak, hogy a polifenolok jelentés bomlast szenved-
tek viszont a flavonoidok stabilak voltak.
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