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KIVONAT

Antioxidans paraméterek vizsgalata Magyarorszagon eléfordulo erdei fafajok levél-
és kéreg szoveteiben c. értekezéshez

A Magyarorszagon elofordulé erdei fafajok levelei ¢és kérge antioxidans
paramétereinek vizsgalata hianypdtld alapkutatds, emellett jelentds gyakorlati
vonatkozassal is rendelkezhet. Az eredmények nemcsak a tudoméanyt gazdagitjak, hanem
a mellékterméknek szamitd falevél- és kéreg antioxiddnsai az élelmiszeriparban,
gyogyaszatban, stb. is hasznosithatok lehetnek, amint azt tobb nemzetkozi példa is
bizonyitja. Vizsgalataim soran meghataroztam a legjelentdsebb hazai erdei fafajok levél-
¢s kéreg szoveteinek antioxidans kapacitasat (DPPH-, FRAP-, ABTS-modszerrel), a
fenolos vegyiileteik (6sszes polifenol-, 6sszes-flavonoid- €s 6sszes flavan-3-ol-tartalom)
mennyiségét, valamint kivalasztott mintdk esetében elvégeztem a polifenolos
antioxidansok HPLC-PDA-MS/MS vizsgalatat is.

Vizsgalataim elején optimaltam a minta-elokészités egyes szakaszait mindkét novényi
rész esetében. Eloszor megvizsgaltam a mikrohulldmu kezelés hatasat a polifenolokat
oxidalo enzimek inaktivaldsa céljabol, majd vizsgaltam az extrakcids oldoszer
Osszetételének és az extrakciés mddszer hatasat a kivonatok antioxidans kapacitasara.
Szobahdmérsékleten az ultrahangos extrakcid szolgéltatta a leggyorsabb kioldast a
szovetekbol, ezért a tovabbiakban ezt a mddszert alkalmaztam metanol:viz 80:20 v/v%
eleggyel. Mivel a biikk kéreg az egyik legjelentdsebb magyarorszagi faipari
melléktermék, ezért erre a mintara kiilon részletes vizsgalatokat is végeztem.
Megallapitottam, hogy megndvelt nyomas és hémérsékleti koriilmények mellett a viz is
lehet legalabb annyira hatékony olddszer az antioxidansok kivondsara, mint az alkohol-
tartalmu elegyek.

A DPPH, FRAP és ABTS modszerekbdl kapott eredmények alapjan egy pontrendszert
dolgoztam ki a mintdk ,,0sszesitett” antioxidans erejének megallapitasara. A 12 vizsgalt
fafaj esetében megallapitottam, hogy a legerésebb antioxiddns hatdssal a kozonséges
gyertyan, a szelidgesztenye ¢s a molyhos t6lgy késd nyari/kora 0szi levelei rendelkeznek.
A 11 vizsgalt fafaj kéregmintai tekintetében a legtobb antioxidans hatast vegyliletet a
fekete cseresznye hdncsaban, valamint a szelidgesztenye és a vordsfenyd héjkérgében
mutattam ki.

Az antioxidans tulajdonsagokért felelos fenolos vegyiiletek azonositaisa HPLC-PDA-
MS/MS modszerrel tortént. A kivalasztott mintdk (k6zonséges gyertyan levél- és a biikk
kéreg) esetében ilyen jellegli vizsgalatokat kordbban még nem végeztek. A kozonséges
gyertyan levélkivonatabol 171 vegyiiletet valasztottam el és 92 vegyiiletet azonositottam,
melyek kozott gallotanninok, ellagitanninok, flavonoid-glikozidok, fenolos savak és
flavan-3-olok is megtaldlhatok. A biikk kéreg esetében 0Osszesen 37 komponenst
valasztottam el, és ebbdl 28-at azonositottam, koztiikk katechineket, procianidineket és
taxifolin-glikozidokat.
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ABSTRACT

Determination of antioxidant parameters in the leaf and bark tissues of Hungarian
forest tree species

The investigation of antioxidant parameters of the leaves and barks of Hungarian
forest tree species is a basic research, yet it has also significant practical aspects. The
results do not only contribute to the science, but the antioxidants of the by-products of
tree leaf and bark can be utilized in the food industry, therapeutics etc. as demonstrated
by several international examples. In the course of my research I determined the
antioxidant capacity (DPPH, FRAP, ABTS method) and the phenolic compounds (total
phenol, total flavonoid and total flavan-3-ol content) of the bark and leaves of most
important Hungarian forest tree species. In the case of selected samples the detailed
HPLC-PDA-MS/MS profiling of polyphenolic compounds was also carried out.

As a first step I optimized certain phases of the sample preparation for both plant parts.
I examined the effect of microwave pretreatment for the inactivation of polyphenol-
oxidizing enzymes and then I determined the efficiency of the extraction solvent
composition and the extraction methods. At room temperature ultrasonication provided
the fastest extraction from the tissues, thus this method was used henceforward with
methanol:water 80:20 v/v. Since beech bark is one of the most important by-product of
Hungarian wood industry, I have investigated special detailed examinations from this
sample. It was found that under increased pressure and temperature conditions, water can
be as effective as alcohol-containing mixtures for the extraction of antioxidants.

Based on the results obtained from the DPPH, FRAP and ABTS methods, I developed
a score system for determining the overall antioxidant power of leaf and bark samples. In
the case of 12 examined species I have found that European hornbeam, sweet chestnut
and downy oak leaves have the strongest antioxidant effect in their late summer/at early
autumn extracts. For the bark samples of the 11 examined species, the most antioxidant
compounds were found in the inner bark of black cherry and in the outer bark of sweet
chestnut and European larch.

The profiling of compounds, that contribute to antioxidant properties was performed
by HPLC-PDA-MS/MS method. This type of detailed study from European hornbeam
leaf and European beech bark extracts has not yet been carried out. In European
hornbeam’s leaves altogether 171 compounds were separated and 92 were identified and
characterized including gallotannins, ellagitannins, flavonoid glycosides, phenolic acids
and flavan-3-ols. In beech bark 37 compounds were separated and 28 were identified
including catechins, procyanidins and taxifolin-glycosides.
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,A tudomdny megkoveteli a pontossagot mérésben,

gondolkoddsban és hivatkozdasban egyarant.”

(Beck Mihaly)

1. BEVEZETES

Az utébbi évtizedekben jelentdsen megndvekedett a polifenolos jellegi,
antioxidans hatdsu vegyiiletekkel kapcsolatos kutatdsok szama. Elsdsorban azok
betegségekre gyakorolt pozitiv hatasai miatt.

A ndvényi antioxidansok nagyon sokfélék lehetnek, ide sorolhatéak a polifenolok
mellett az aszkorbinsav, a tokoferolok, terpenoidok, bizonyos enzimek, és fémek, pl. a
szelén. A novényekben az antioxiddns hatissal rendelkezd vegyiiletek masfajta
feladatokat is ellathatnak: a karotinoidok a fényvédelemben és a pigmentacioban segitik a
novényt. A mono-, és diterpének, amelyek az illoolajok f6 komponensei, allelopatias
szerekként viselkednek novény-névény, novény-patogén korokozo, vagy novény-
novényevo allat kozotti kolcsonhatasban. A kutatdsok bizonyitjak, hogy a ndvényi
polifenolok szintézise ¢s akkumuldcidja altaldban a biotikus stresszre (gomba-,
bakterialis- vagy virusfertozés) illetve abiotikus stresszre €s kornyezeti hatdsokra (pl.
sotartalom novekedése, szarazsag, napsugarzads, stb.) adott valaszreakcidoval is
Osszefliggésben van egy adott ndvényfaj esetében. Tovabba nemcsak antioxidans, hanem
virusellenes, antimikrobidlis hatdstak is lehetnek ezek a vegytiletek, valamint alkalmasak
a fémionok megkotésére, enzimek gatlasara is.

Az antioxidans tulajdonsagok megbizhatd, reprodukalhaté ¢és szamszer
meghatdrozasa fontos feladat. Annak ellenére, hogy szdmtalan kutatist taldlhatunk
Magyarorszagon eloforduld borok, zoldségek ¢és gylimolesok antioxidans jellegli
komponenseinek jellemzésérdl, kifejezetten a hazai erdei fafajok szoveteiben jelenlévd
ilyen jellegli vegyiiletekrol csak kevés eredményt kozoltek. Erdei fak esetében az
antioxiddns kapacitds értékek meghatirozasa, ¢s ezzel egylitt az antioxidans
tulajdonsagok vizsgalata elsdsorban védekezési, védelmi reakciok vizsgalata miatt keriilt
elotérbe (gomba- vagy baktériumfertdzés, klimatikus adaptécio, stb.), valamint az egyes
fa melléktermékekbol (aggocs, kéreg, stb.) kivonhatd és potencidlisan hasznosithato
anyagok kapcsan, melynek kutatasara tobb nemzetkdzi tapasztalat is van. Noha a kutatasi
téma novényélettani, humdn-egészségiigyi és taplalkozastani szempontbdl is jelentds,
hasonld jellegi atfogd vizsgélatok specidlisan Magyarorszdgon eléforduld erddalkotd
fafajok szoveteire még nem torténtek meg.

Doktori disszertdciom célja ennek megfelelden az volt, hogy a hazdnkban
eléforduld legfontosabb erdei fak szovetei (elsdsorban levél és kéreg) antioxidans
paramétereinek Osszehasonlitd vizsgalatat elvégezzem, meghatarozzam a szdvetekben
jelenlévd polifenolos vegyliletek mindségét €s mennyiségét, tovabba nagy hatékonysagu
folyadékkromatografids/tandem tomegspektrometrids modszerekkel azonositsam azokat a
vegylileteket, amelyek ezen antioxidans tulajdonsagokért feleldsek.
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2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Antioxidansok és szabad gyokok

Antioxidansoknak olyan molekuldkat tekintlink, amelyek az oxidadlandd szubsztrathoz
képest kis mennyiségben vannak jelen, és jelentdsen lassitjak vagy gatoljak a szubsztrat
oxidaciojat (Apak et al., 2007). Legfontosabb funkcidjuk a ndvényi szovetekben
eléfordulo, vagy bekeriild szabad gyokok hatastalanitasa, megkotése. Ez a folyamat
azonban részben ellentmondédsos, hiszen a szabad gyokok az élet fenntartdsdhoz
elengedhetetlen oxigéntermelési folyamat, majd az oxigén redukcidja sordn képzddd
adenozin-trifoszfat (ATP) termelés melléktermékeként képzddnek.

A szabad gyokok kettos szerepet toltenek be, és e két ellentétes szerep kozott torékeny
egyensuly all fenn. Egyrészt mérsékelt mennyiségben hasznosak, hiszen a sejtek
vélaszreakcidiban €s az immunrendszer miikodésében fontos szerepet toltenek be (Pham-
Huy et al., 2008), de nagyobb koncentracioban szdveti karosodast okozhatnak az oxidativ
stressz folyaman. A szabad gyokok olyan molekulaként vagy molekularészletként
definidlhatoak, amelyek legkiils6 atom- vagy molekulapalydjan egy vagy tobb
parositatlan elektronnal rendelkeznek, ennek koszonhetden kialakuldsuk utdn nagy
reakcidképességliek, €s lancreakcidt indithatnak el. A szabad gyokok forrasa endogén
vagy exogén lehet. Endogén eredetli szabad gyokok az autooxidacid sordn vagy kis
molekuldk inaktivaldsa sordn képzddnek a sejten beliil, de az immunsejtek aktivalodasa
révén, gyulladasos folyamatokban, megeroltetd fizikai tevékenység soran és az
oregedéssel egyiitt is nd e kdros részecskék szdma a szervezetben (Rao et al., 2011).
Exogén forrasok a cigarettafiist, szennyezOanyagok, szerves oldoszerek, narkotikumok és
peszticidek lehetnek. Ezen kiviil a kiilonb6z6 gydgyszerek is szabad gyokos
koztitermékké alakulhatnak, amelyek szintén oxidativ kdrosodast okoznak a szévetben
(Rao etal., 2011).

A szabad gyokok képzddése harom elemmel hozhatdo kapcsolatba: oxigénnel,
nitrogénnel és kénnel (1. dbra).

10, (Szinglet oxigén)
30, (chigén)
Ve
0, (Szuperoxid-gydk)
Ve Wy

0,2 (Peroxid-ion) HO, (Hidroperoxil-gydk)

i 2H*

HyOy s OH’

(Hidrogén-peroxid)  (Hidroxil-gyok)
1. abra Reaktiv oxigénformak és keletkezésiik (Kaushik és Roychoudhury, 2014).
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Ezek az elemek reaktiv oxigén-komponenseket (RO-komponensek), reaktiv nitrogén-
komponenseket (RN-komponensek), €s reaktiv kén-komponenseket (RS-komponensek)
hoznak Iétre. A RO-, RN- és RS-vegyliletek olyan szabad gyokoket foglalnak magukba,
mint a szuperoxid-anion (O;), hidroperoxil-gyok (HO,"), hidroxil-gydk (OH’), nitrogén-
oxid-gysk (NO"), hidrogén-peroxid (H,0,), szinglet oxigén ('O,), hipoklérossav (HOCI),
peroxinitrit (ONOO"), diszulfid-S-monoxid, és diszulfid-S-dioxid (Carocho és Ferreira,
2013). Ezen gyokok funkcidjaban is lathatdo a kettds szerep, hiszen a H,O, és a NO
(nitrogén-monoxid) alacsony koncentracidban jelatviteli molekulaként vesz részt a sejt
folyamataiban, de magas koncentracioban 6k is a sejt kdrosodasat idézhetik eld (Corpas
¢s Barroso, 2015).

A 2. abran lathatoak az RO-, RN- és RS-komponensek kozotti lehetséges
kolcsonhatasok a peroxiszdmaban.

L-Arginin
[ o
‘NO
XO0D
XDH

RSS
(RSH, RSSR’,
RS, RSOH,
S0.%)

ASC

DHA
O NP,
SO APX MDHA

Katalaz

@D

2. abra Jelatviteli folyamatok a NO, RO- €s RN-komponensek kozott a ndvényi peroxiszomakban.
Roviditések: O, szuperoxid-anion, ONOQ": peroxinitrit, XOD: xantin-oxidaz, XDH: xantin-
dehidrogendz, NOS: nitrogén-oxid-szintdz, NO:nitrogén-oxid, GSNO: S-nitrozo-glutation, GSNOR:
nitrozo-glutation-reduktdz, NH;: ammonia, GSH: redukalt glutation, GR:glutation-reduktaz, GSSG:
oxidalt glutation, DHAR: dehidro-aszkorbat-reduktaz, DHA: dehidro-aszkorbat, ASC: redukalt aszkorbat,
MDAR: monodehidroaszkorbat-reduktdz, MDHA: monodehidro-aszkorbat, APX: aszkorbat-peroxidaz,
H,0;: hidrogén-peroxid, H,O: viz, RSS: reaktiv kén komponensek, RSH: tiolok, RSSR: diszulfid-gyok,
RS tiol-gyok, RSOH: szulfenil-sav, SO32': szulfit-ion, SO: szulfit-oxidaz, SO42': szulfat-ion (Corpas és
Barroso, 2015).
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A NO-ot az L-arginintdl fiiggd nitrogén-oxid-szintaz (NOS) hozza 1étre. A NO képes
reagalni a xantin-oxidaz (XOD) tevékenysége révén létrejovo szuperoxid-gyokokkel,
hogy peroxinitritet hozzon létre. A NO nagymértéki oxidald hatdssal rendelkezd
komponens, amely képes katalizalni a xantin-dehidrogenaz (XDH) atalakulasat xantin-
oxiddzza, de még a fehérjék nitralasdban is kozremikodik. A NO tovabba reakcioba
Iéphet a redukalt glutationnal (GSH) is, hogy S-nitrozo-glutationt (GSNO) hozzon 1étre,
ami a kovetkezo 1épésben a nitrozo-glutation-reduktaz (GSNOR) révén elbomlik oxidalt
glutationna (GSSG) és ammodniava (NH3). Az oxidalt glutationt a glutation-reduktdz, az
aszkorbat-glutation kor tagja redukalja.

A H0O,, ami a flavin-oxiddzok miikodése altal jon létre, foleg a katalaz vagy
aszkorbat-peroxidaz (APX) tevékenysége soran bomlik le. A szulfit-oxidaz (SO) a
szulfit-ionok  szulfat-ionokka vald atalakuldsat katalizdlja, ¢és e folyamat
melléktermékeként képzddik a H,O,.

A tanulményok azt mutatjak, hogy a szulfit-ionok alacsony koncentricidja gatolja a
kataldz aktivitasat, ami azt jelenti, hogy ez a komponens enzimeket is képes szabalyozni.
Ennek értelmében, az RO-, RN- és RS-komponensek kozotti kdlesonhatasok a névényi
peroxiszomakban nagyon lényegesek, hiszen jelatviteli molekuldkként fontos szerepet
toltenek be a fizioldgiai és fito-patoldgiai folyamatokban (Corpas €s Barroso, 2015).

Szamos kutatds bizonyitotta, hogy a kiillonb6zé fématomok, mint a vas, kréom, réz,
6lom, higany, nikkel és vanddium képes RO-komponenseket 1étrehozni. A fémionok RO-
komponensek létrehozasdhoz vald hozzajarulasa a Fenton-tipusu reakciok soran megy
végbe, ahol az endogén fémionok (Fe* vagy Cu") hidrogén-peroxiddal reagalva hidroxil-
gyokot hoznak 1étre (Castafieda-Arriaga et al., 2016):

Fe?* + H,0, » HO' + HO™ + Fe3*.

A szabad gyokok oxigén jelenlétében a lipidek degradacidjat (peroxidacidt)
okozhatjdk a plazmaban és az organellar membranokban. Az oxidativ degradécié akkor
kezdddik el, amikor a telitetlen zsirsavakban 1évo kettds kotéseket megtamadja az
oxigén-gyok, ami fbleg a OH'-b8l szarmazik. A lipidek és szabad gyokok
kolcsonhatasaban peroxidok keletkeznek, amelyek széleskorii membran-, organellar- €s
sejtkdrosoddshoz vezethetnek, igy a foszfat-csoportokat tartalmazdé lipidek (pl.
foszfolipidek) 1is, amelyek a sejtet koriilvevd é&s sejtet felépitd membranok
nélkiilozhetetlen alkotoelemei, karosodast szenvedhetnek.

Az RO-komponensek nagymértékii termelddése gyakran vezet makromolekuldk
(DNS, fehérjék) karosodasahoz is, azonban szdmos komponens képes a szabad gyokok
ellen fellépni. Az antioxidansok a hidroperoxidokat redukalhatjak, a fém ionokat
eltavolithatjak, a szabad gyokoket befoghatjak, a lancreakciot megallithatjak, és még a
sejt sériilését is megjavithatjak. Néhany antioxiddns mas antioxiddnsok bioszintézisét is
indukélhatja (Rao et al., 2011).
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2.2. Az antioxidans vegyiiletek csoportositasa

Mivel a polifenolok, vitaminok, esszencidlis zsirsavak, és enzimek is rendelkeznek
antioxidans hatdssal, ezért az antioxidans vegyiiletek csoportositasat tobbféleképpen
talalhatjuk meg a szakirodalomban (1. tdbldazat):

e elsérendii (lancmegszakitd) €s masodrendii (preventiv) antioxiddnsok (Nemes,
2009),

e enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansok (Carocho és Ferreira, 2013),

o oldhatdsaguk alapjan: hidrofil és lipofil antioxidansok (Thaipong et al., 2005),

o clhelyezkedésiik alapjan: membranokban elhelyezkedd, allandé koérforgasban 1évo,
citoszolban megtaldlhatd és szerkezeti antioxidansokat kiilonboztethetiink meg
(Cornelli, 2009).

Az antioxidansok kozé tartoznak a metabolikus antioxidansok (pl. glutation, L-

arginin), és az exogén tapanyag-antioxidansok (pl. E-vitamin, C-vitamin, karotinoidok,
nyomelemek, flavonoidok, omega-zsirsavak) is (Rao et al., 2011).

ANTIOXIDANSOK
Enzimatikus Nem enzimatikus
Elsédleges Masodlagos Lipofil Hidrofil
glutation-peroxidaz glutation-reduktaz karotinoidok fenolos
szuperoxid-dizmutaz gliik6z-6-foszfat- omega-zsirsavak komponensek
katalaz dehidrogendz E-, A-vitamin C-vitamin

1. tablazat Az antioxidansok csoportositasa.

Az enzimatikus antioxidansok (2. tablazat) két alcsoportra oszthatok: elsddleges (pl.
glutation-peroxiddz, szuperoxid-dizmutdz, katalaz) és mdsodlagos enzim védelmi
rendszerre. A glutation-peroxidaz két elektron donaldsaval a peroxidokat redukalja, a
kataldz a hidrogén-peroxidot vizzé és molekularis oxigénné alakitja. A szuperoxid-
dizmutdz a szuperoxid-anionokat alakitja hidrogén-peroxidda, igy szolgaltatva
szubsztratot a kataldz enzim szamara.

Enzimatikus antioxidansok Katalizalt reakcio
Szuperoxid-dizmutdz (SOD) 0,"+0,+2H — 2H,0,+0,
Katalaz (CAT) 2 H,0,— O,+ 2 H,O
Aszkorbat-peroxidaz (APX) H,0, + AA — 2 H,O + DHA
Monodehld(rl(\)/[—];;sl%llz)fr{l;at—reduktaz 2 MDHA + NADH — 2 AA + NAD
Dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) DHA +2 GSH — AA + oxidalt glutation
Glutation-reduktaz (GR) oxidalt glutation + NADPH — 2 GSH + NADP"

2. tablazat Enzimatikus antioxidansok. Roviditések: DHA: dehidro-aszkorbat, MDHA: monodehidro-
aszkorbat, NADH: nikotinamid-adenin-dinokleotid redukalt alakja, AA: aszkorbinsav, NAD: nikotinamid-
adenin-dinukleotid, GSH: redukalt glutation, NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt
alakja, NADP": nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (Kaushik és Roychoudhury, 2014).

A masodlagos enzim védelmi rendszer a glutation-reduktaz ¢és gliikkoz-6-foszfat-
dehidrogenaz enzimet foglalja magaba. A glutation-reduktdz a glutationt redukélja az

oxidalt form4jabdl a redukalt alakjaba, igy ezzel tovabbi szabad gyokok semlegesitése

11
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indul meg. A gliik6z-6-foszfat a NADPH (nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat)
koenzimet regeneralja, igy redukalt kornyezetet hoz Iétre. Ez a két enzim nem
kozvetlenlil semlegesiti a szabad gyokoket, de fontos szerepilkk van mas endogén
antioxidans hatasaban. Szamos nem enzimatikus mukodésti antioxidans ismert, mint
példaul a vitaminok, enzim kofaktorok, nitrogéntartalmi vegyiiletek ¢&s peptidek
(Carocho ¢és Ferreira, 2013).A zoldségekben és gyiimolcsokben megtalalhatdé nem
enzimatikus antioxidansok (3. tablazat) hirom {6 vegyiiletcsoporttal hozhatok
kapcsolatba: a vitaminokkal, fenolos vegytiletekkel €s karotinoidokkal. A karotinoidok
lipofil, mig az aszkorbinsav és a fenolos komponensek hidrofil antioxiddansokként
ismertek (Thaipong et al., 2006).

Nem enzimatikus antioxidansok Funkcio

A hidrogén-peroxid toxikus hatdsat csokkenti az
aszkorbat-peroxidaz segitségével
Detoxifikalo koszubsztratként van jelen enzimek (pl. GR
és GST) szamara

Aszkorbinsav (AA)

Redukalt glutation (GSH)

a-tokoferol A lipid-peroxidacid termékei ellen nyujt védelmet
Karotinoidok Kioltja a fotorendszerekbdl felszabaduld tébbletenergiat
Flavonoidok Kozvetleniil hatastalanitja a H,O,-t, 'O,-t és OH -t

Megkéti a '0,-t és OH -t, és megel6zi a lipid-

Prolin ST s
peroxidacidbdl szarmazd sériiléseket

3. tablazat Nem enzimatikus antioxidansok (Kaushik és Roychoudhury, 2014).

2.3. A polifenolos antioxidansok

A polifenolos komponensek névényekben talalhatok meg, ahol a kémiai védekezési
rendszerben vesznek részt baktériumok, gombdk és ndvényevd allatokkal szemben
(Mammeld, 2002). Ezen kiviil segitik a védekezést a kérokozok, a kornyezeti stressz, az
ultraibolya sugarzas, a kdrnyezetszennyezés ellen is (Ruiz és Romero, 2001).

A polifenol megnevezés arra utal, hogy szerkezetiik alapja egy fenolvaz, amihez
kiilonb6z6 szerves savak, szénhidratok és egyéb csoportok kapcsolddnak. Mivel szamos
kotodési sorrend, hely €s kapcsolodd molekula szdba johet, igy a kis molekulatomegl
egyszerli fenolos savaktol kezd6dden egészen a 30.000 Da-os molekulatomegl
vegyliletekig talalunk polifenolokat (Bravo, 1998). A polifenolok antioxidans hatasossaga
igy érthetden nagyban fiigg a szerkezetiiktol. A fenolcsoport 6nmagéaban antioxidansként
nem aktiv, de az orto-, para-difenolok mar antioxidans képességgel rendelkeznek, és ez a
képesség az etil-n-butil-csoportok altali hidrogén-atom szubsztiticidval folyamatosan no.
A polifenolok magukban foglaljdk az egyszerli fenolokat, tanninokat, antocianidineket és
mas flavonoidokat. (Mdammela, 2002).

2.3.1. A polifenolok csoportositasa
Mivel a polifenolok koz¢ tobb, mint 8000 vegyiiletet sorolnak, nem csak egyféle
csoportositasi mdd 1étezik, Pietta et al. (2003) az aldbbi felosztast alkalmaztik:

12
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L Hidroxi-benzoesav szarmazékok: Olyan fenolos komponensek, amelyek altalanos
szerkezete Cq-C;. Habar a hidroxi-benzoesav szarmazékok néhany gylimdlcsben szabad
savak (pl. galluszsav a datolyaszilvaban) formajaban is eldfordulnak, vagy a z6ldség- és
gylimolcesfeldolgozas sordn felszabadulnak, féleg konjugalt formdban vannak jelen (Pietta
et al. (2003)). A galluszsavat ¢és ellagsavat (3. dbra) a Castanea sativa levelében is
sikeriilt detektalni (Diaz Reinoso et al., 2012), tovabba vizsgalataim alapjan a k6zonséges
gyertyan levelében is megtalalhatok ezek a vegyliletek. A hidroxi-benzoesav
szarmazékok koziil az elobb emlitett vegyiiletek mellett a 4-hidroxi-benzoesav, a
vanillinsav, a sziringsav, a protokatechusav és a szalicilsav a legfontosabbak. Ezek a
savak a gliikoz észtereiként is 1éteznek. A protokatechusav-O-pentozidot szintén sikeriilt
azonositanom a gyertyan levélkivonataban. Ez megfelel Csapd és Csaponé Kiss (2003)
munkdjaban leirtaknak, miszerint a protokatechusav (3,4-dihidroxi-benzoesav) (3. dbra)
szabad vagy észteresitett formaban, a levelekben, a viragokban és a ndvények fas
részeiben is megtalalhatd.

@) OH @)
0.0 OH
o ~Hon T o
o GG G
OH OH OH

3. abra A galluszsav, az ellagsav és a protokatechusav szerkezete (URL 1., URL 2., URL 3.)

2. Hidroxi-fahéjsav szarmazékok: A hidroxi-fahéjsav szarmazékok transz-fenil-3-
propénsavak. A legéltalanosabb hidroxi-fahéjsav szarmazékok a kavésav, a ferulasav, a
szinapinsav ¢s a p-kumdrsav. Ezek a vegyiiletek is foleg konjugatumokként fordulnak
eld, a kinasav észtereiként, mint ahogy a gyertyan levél extraktumabol sikeriilt is Oket
meghatarozni kinasav-O-kévésav- ¢€s kinasav-p-kumarsav észterekként. A kinasav-O-
kavésav észtert nevezik klorogénsavnak (4. dbra).

CH
OH
Hooc HOooc ok
CH

OH

OH  on  HO 0 g 0
Kinasav
X x
HO Ho
OH OH
Kavésav Klorogénsav

4. abra A kinasav, kavésav ¢s klorogénsav szerkezete (dos Santos et al., 2006).
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Ezekre a vegyiiletekre az észterképzddés mellett jellemz0 a glikozildcio is, ezt bizonyitja
az is, hogy kavésav-O-hexozidot és kumarsav-O-galloil-gliikézt is sikeriilt azonositanom
a gyertyan levelébdl.

Egy masik csoportositdsi mdd alapjan a hidroxi-benzoesavakat €s hidroxi-fahéjsavakat
Osszefoglald néven fenolos savakként is definidljak (Pandey és Rizvi, 2009), ennek
megfelelden a gyertyan levelébdl azonositott komponensek esetében én is az Gsszevont
csoportositasi mddot alkalmaztam a vegyiiletek besorolasa soran.

3. 4-oxo-flavonoidok: Tizendt szénatomos vazuk Ce-C3-Co egységet alkot, ezért
difenil-propan szdrmazékoknak tekinthetdk (5. dbra), két aromas gytiriivel (A és B
gylrll), és egy oxigéntartalmu heterociklussal (C gylirli) rendelkeznek. A novényi
flavonoidok aglikonok formdjaban is megjelenhetnek, de a legelterjedtebb formajuk az

O-glikozid. A flavonok C-glikozidos formaban is eléfordulhatnak.
3!

5. abra A flavonoidok altalanos szerkezete és a szénatomok szamozasa (Lillo et al., 2008).

Az aglikon ¢és cukoregységet 0sszekotd kotés altaldban 7°- (flavon, flavanon), 3’-
(flavonol), vagy 4’- helyzetli. A cukoregység lehet mono-, di-, tri-, vagy tetraszacharid, a
D-gliik6z, az L-ramnodz, a gliikoramnoz, a galaktéz ¢€s az arabindz a leggyakoribb
cukorrész. Az aglikon szerkezettél fiiggden t6bb alcsoportra oszthatok a 4-oxo-
flavonoidok: flavonolok, flavonok, flavanonok, izoflavonok, kalkonok és
dihidrokalkonok.

4. Flavan-3-olok: A flavan-3-oloknak a 4-oxo-flavonoidokhoz hasonld C-gytiriije
van, de a kettes és harmas helyzetli szénatomok kozotti kettds kotés, valamint a négyes
helyzetli oxocsoport hidnyzik. A flavanolok koziil a természetben leggyakrabban a (+)-
katechin és (—)-epikatechin fordul eld (Pietta et al., 2003). A katechinek (Id. I. Melléklet,
(+)-katechin, (—)-epikatechin, (—)-epigallokatechin, (—)-epigallokatechin-gallat, (-)-
epikatechin-gallat) gyakoriak a tedk leveleiben (Khokhar et al., 1997), de kimutattdk a
magyaltolgy (Karioti et al., 2009), a kocsanyos tolgy (Scalbert et al., 1988) és a
kozonséges biikk levelében is (Feucht €s Treutter, 1994).

5. Antocianidinek, antocianinok, tanninok

5.1. Antocianidinek, antocianinok: Alapegységiikk a flavilium-ion (6. dbra). Az

antocianidinek legnagyobb része 3,5,7-trihidroxi-flavilium-klorid szarmazék,
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friss névényi részekben ritkan taldlhatok meg instabilitdsuk miatt. Ugyanakkor az
antocianinok, azaz a glikolizalt antocianidinek, 27 élelmiszernévény csalddban
(féleg piros gyiimolcsokben és zoldségekben) megtalalhato vizoldhatd pigmentek
csoportjat alkotjak (Pietta et al., 2003).

O+
AN

=

6. abra A flavilium-ion szerkezet (URL 4.).

5.2. Tanninok: Koztes vegyliletek a nagy molekulatomegli fenolos komponensek
felé, 6 jellemzojiik, hogy fehérjékkel oldhatatlan komplexeket alkotnak. A
tanninokat olyan polifenolos anyagcsere termékekként tartjdk szamon,
amelyeknek a molekulatomege nagyobb, mint 500 Da, és képesek kicsapni az
oldatban 1évo zselatint és egyéb fehérjéket, valamint tipikus fenolokra jellemzo
reakcidkat mutatnak, vagyis kék szinnel 1épnek reakcioba a vas(III)-kloriddal. A
tanninok két focsoportra oszthatok, kondenzalt €s hidrolizalhaté tanninokra. A
kondenzalt tanninok galluszsavval észtereket képeznek (gallo-, és ellagi-
tanninok), mig a hidrolizalhat6 képviseloik polihidroxi-flavan-3-olok, mas néven
procianidinek (Pietta et al., 2003).

2.3.2. A polifenolos vegyiiletek bioszintézise és sejten beliili elhelyezkedése

A polifenolos vegyiiletek bioszintézisével szamos kutatds foglalkozik (Hemingway és
Laks, 1992; Winkel-Shirley, 2002; Boudet, 2007; Tsao, 2010; Tejeda et al., 2014; Marin
et al., 2015; Dilshad et al., 2016).

A bonyolult, egymasbdl kovetkezd folyamatok elsd 1épése, a fenolos vegyiiletek
szintézise, az endoplazmatikus retikulumban torténik. A fehérjék szintén itt talalhatoak
meg, ¢s itt is szintetizdlodnak, vagy lazédn kotddnek az endoplazmatikus retikulumhoz.
Minden fenolos vegyiilet a sikimisav-bioszintézis Ut (II. Melléklet) termékének
tekinthetd. A komplex polifenolok, mint pl. a flavonoidok bioszintézise az elsddleges
anyagcseretermékekhez kapcsoldodik a plasztiddkbdl és mitokondriumokbol szarmazo
koztitermékek révén. A B jelli aromas gytirt (5. dbra) és a C jeli kroméan gyiirti a
fenilalanin nevii aminosavbdl szarmazik, ami a sikimisav ut egyik terméke. Az A4 jeld
gylrii a malonil-koenzim A hdrom egységébdl tevodik Ossze. Ez a harom malonil-
koenzim A egység egymadst kovetd dekarboxilezési kondenzacios reakciokon keresztiil
kapcsolddik 6ssze, aminek kovetkeztében elindul a flavonoidok bioszintézise.

A fenilalanin-ammonia-lidiz  enzim (PAL) kulcsfontossagi a fenilpropanoid
bioszintézis uton (I11. Melléklet), ugyanis a fenilalanin aminosav cinnamat egységgé vald
atalakulasat katalizalja, amibdl aztan a C¢-Cs szerkezet kialakul. Az utolsé intermedier, a

4-kumaroil-koenzim A és harom molekula malonil-koenzim A kondenzacios reakcidoban

15



10.13147/SOE.2018.008

kapcsolodik Ossze, és igy kialakul az elsd flavonoid-jellegii szerkezet, a naringenin-
kalkon. Ezt a folyamatot a kalkon-szintdz (CHS) nevii enzim katalizalja. A kalkon
vegylilet izomerizacios folyamat révén flavanonna alakul a kalkon-flavanon-izomeraz
(CHI) enzim miikodése révén. Ez a flavanon koztitermek kulcsfontossagu, mivel a tobbi
flavonoid ebbdl szarmaztathatd. A flavonoidok glikozildcidja a glikozil-transzferdz enzim
mukodésének koszonhetd (Tsao, 2010).

A polifenolos vegyiiletek sejten beliili elhelyezkedése a 7. abrdn lathato.
SEJTFAL PLAZMALEMMA

™

POD

Plasztida POD
]

&Pro

Vakudlum

Endoplazmatikus retikulum

Mitokondrium Fenolos vegylletek 97%-a

Fenolos vegyiilatek 3%-a POD J
7. abra A polifenolok sejten beliili elhelyezkedése. Roviditések: POD: peroxidaz enzim, PPO: polifenol-

oxidaz enzim (Toivonen ¢s Brummell, 2008).
Ezek a molekulak létrejottikk utan glikolizalédnak, majd a vezikulumok segitségével
kilépnek az endoplazmatikus retikulumbdl, és a vakuolumokba vagy az apoplasztba,
sejtfalrendszerbe jutnak. A fenolos vegyiiletek egy része megtaldlhatdé a
kromoplasztokban, a citoplazmaban, a mitokondriumban is, de ezek altalaban paranyi
mennyiséget jelentenek, és specifikus metabolikus funkciok miatt vannak jelen ezekben a
sejtrészekben (Toivonen €s Brummell, 2008)

2.4. A novényi polifenolok mennyiségét befolyasolo tényezék

Altalanossigban elmondhaté, hogy a novényekben megtaldlhaté polifenolos
vegyliletek elofordulasat két f6 tényezd befolyasolja: a genetika €s a kornyezet. Mivel
ezek a vegyiiletek masodlagos anyagcsere termékek, jelenlétiik ¢s mennyiségik a
novények kiilonbozd fajtaiban nagymértékben eltér. A genetikai tényezok feltardsdban az
elmult idoészakban jelentds fejlodés volt tapasztalhaté (Watson, 2014). Mivel nem ez a
tényezo a legfontosabb a kutatasi témam szempontjabodl, csak annyit jegyzek meg, hogy a
polifenolok mennyiségét és tipusat szamos enzim szabdlyozza, és ezek a ndvény
genotipusatdl fiiggden kiilonbozdek lehetnek.

A novények velesziiletett immunitassal rendelkeznek, hogy ennek segitségével meg
tudjak védeni magukat, és ez a védelmi rendszer t6bb elembdl tevodik dssze. A novények
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hatalmas mennyiségli antimikrobidlis madsodlagos anyagcsereterméket képesek
felhalmozni. Ezeknek a védekezésre szolgdld anyagoknak egy része mar eldre
készenlétben van (fitoanticipinek), mig a tobbi csak akkor aktivalddik (fitoalexinek),
amikor a ndvényi szervezet mar felismerte a betegséget kivalto kdrokozot. A fitoalexinek
szamos tipusa ismert, lehetnek terpének, kén- vagy nitrogén-tartalmi metabolitok és
polifenolok is (Watson, 2014).

A novények védekezését az is nagymértékben befolyasolja, hogy helyhez kotott
¢letmddot folytatnak, ami miatt sokféle és eltérd mértékii kdrnyezeti stressznek vannak
kitéve, amelyek igy megvaltoztatjdk az anyagcsere folyamataikat fejlddésiik soran. A
fitokémiai kutatdsok azt mutatjdk, hogy a stresszhelyzet az RO-komponensek
tultermelodéséhez vezet (Kaushik és Roychoudhury, 2014). Ahhoz, hogy az oxigén-
tartalmu szabad gyokok felhalmozoddsa kovetkeztében felboruld egyensuly tjra
visszaalljon, antioxiddnsokra (pl. polifenolokra) van sziikség. Minden névény szintetizal
polifenolokat egy bizonyos mennyiségben, €s ezen vegyliletek mennyisége biotikus és
abiotikus (pl. UV-sugarzas, magas fényintenzitds, homérséklet, sdtartalom, viztartalom,
sebek, alacsony dsvanyi anyag koncentracid, kodrokozok tadmadésa) stresszhatds
kovetkeztében bizonyitottan megnovekszik.

A fekete nyart (Populus nigra L.) a kutatdk szarazsag-stressznek tették ki, €s azt
tapasztaltak, hogy a teljes fenolos glikozidok mennyisége 89%-kal magasabb volt a
szarazsagnak kitett novényeknél, mint a megfeleld vizellatottsaga fak esetében (Watson,
2014). Glynn et al. (2003) szintén fekete nyarral kapcsolatos kutatast végeztek. A
tapanyag mennyiségét valtoztatva azt tapasztaltdk, hogy a tdobblet tdpanyag
kovetkeztében dramaian megugrott a relativ novekedési rata, a teljes biomassza, a teljes
levélfeliilet, mig a levelek fenolos koncentracioja csokkent.

A szitka luc fiatal egyedeit Wainhouse et al. (1998) tobbféle kornyezeti tényezdnek is
kitéve azt vizsgalta, hogy hogyan reagdlnak a novények a gyenge és erds fényre, valamint
az alacsony ¢s magas nitrogén-koncentracidéra. Ezeket a hatdsokat az egyedek
novekedése, a tllevelek és a gyantacsatornak mérete, a viztartalom, a gyanta és
polifenolok mennyisége alapjan, valamint a tlilevelekben, a térzsben és a gyokerekben
1év6 cukor- €s nitrogén-tartalom alapjan hataroztdk meg. Eredményiil azt kaptak, hogy a
gyanta, a polifenolok és a szénhidratok mennyisége nagyobb volt nitrogénszegény
egyedek esetében. A valtozasok mértéke hasonld volt minden névényi részben, beleértve
a gyokereket is.

Ezekbdl a példakbdl jol 1athatd, hogy a kérnyezeti tényezok jelentdsen befolyasoljak a
novények anyagcsere termckeit, koztik az antioxidansok, a polifenolok sejten beliili
megjelenését is. Ezeken a hatdsokon kiviil a polifenolok mennyiségére a foldrajzi
elhelyezkedés €s a novény vegetacids stadiuma is jelentds hatdssal van, ezért fontos lenne
tanulmanyozni a noévényi szovetek antioxidans paramétereinek szezondlis valtozasat is
(Watson, 2014).
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2.5. Erdei fak levél- és kéregszoveteinek jellemzése

A levél- és kéregszovetek szerkezeti felépitésének megismerése nélkiilozhetetlen az
antioxidans tulajdonsagaik megértéséhez és felhasznalhatosaguk megallapitasahoz.

Vizsgalataim soran a fafajok kozott voltak lombhullatéak és tlilevelliek is, ezen fak
esetében a levelek jellemzd szerkezete a 8. és 9. dbrdkon lathatok. A lombhullato fak
leveli dorziventralis lomblevelek, vagyis csak a levéllemez egyik oldalat éri a
megvilagitas, ennek kovetkeztében a szini és fonaki epidermisz (bdorszévet) nem azonos,
a levél szinén egy kutikula réteg is kialakul, és sztomakat nem tartalmaz, mig a fonaki
borszovet vékonyabb, kevésbé kutinosodott és ebben a rétegben helyezkednek el a
gazcserenyilasok (Papp, (2003); URL 5.).

8. abra A lomblevél szerkezete. Jelolések: 1: oszlopos taplalékkészitd alapszovet, 2: levélér, 3: szivacsos
taplalékkészito alapszovet, 4: sztoma (gazcserenyilds), S: sztdma zarosejtek, 6: alsd borszovet, 7: 1égrés, 8:
hancsrész, 9: farész, 10: nyalabhiively, 11: fels6 borszovet, 12: kutikula, 13: kloroplasztisz (URL 6.).

crer

A levelek morfoldgidjat alapvetden a fényellatottsdg is befolyasolja. Kis
fényintenzitasu helyeken nagyobb méretii és vékonyabb levelek alakulnak ki, ezek az
drnyéklevelek, melyek sejtjei lazabban 4allnak és kevesebb kloroplasztisz taldlhato
benniik. Ezzel ellentétben a nagy fényintenzitasu helyeken kisebb, vastagabb levelek, a
feénylevelek alakulnak ki, amelyek sejtjei tomottebbek és sok kloroplasztiszt tartalmaznak
(Gracza (2004); URL 7.).

A fenydk a lombos fakkal ellentétben a nyitvatermok torzsébe tartoznak, ennek
megfelelden eltérd tiileveliik szerkezete a lomblevelekétol. A tllevelek xeromorf
sajatsagokat mutatnak, azaz szerkezetiikk a szarazsdghoz vald alkalmazkodéas miatt, a
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viztartalom megdrzése érdekében mddosult. Ennek megfeleléen az epidermiszt kiviilrol
vastag kutikula boritja és a gdzcserenyilasok viasszal boritott csatornakba siillyedve
helyezkednek el. A borszovet alatt szilarditdo szovet talalhatd. A mezofillum karos
paliszdd parenchima sejtekbol all, és ebben a szdvetrészben talalhatok meg a
gyantajaratok is, amelyek falat (gyanta) kivalaszté funkcidval rendelkezd epitél sejtek
alkotjak. A gyantajarat koriil egyrétegti szklerenchima alakul ki. A tlilevél belsejében egy
kozponti hengerre emlékeztetd szerkezeti elem figyelhetd meg, amit egy keményitd
tartalmi sejtsor, a periciklus vesz koriil. A pericikluson beliil taldlhato a tiilevél
transzfizids szovete, ebbe agyazodva helyezkedik el két darab kollaterdlis nyilt
szallitonyaladb. A transzfuzids szovet raktarozo-, csersavtartd- és transzfersejtekbdl épiil
fel. A szallitobnyalabok kornyezetében szintén eldfordulhat szklerenchima is (Kristof et
al., 2013).

KUTIKULA EPIDERMISZ

PERICIKLUS e )
TRANSZFUZIOS SZOVET

ILARDITO SZOVET
(SZKLERENCHIMA)

GAZCSERENYILAS

, KOLLATERALIS
GYANTAJARAT KAROS PALISZAD NYILT NYALABOK
PARENCHIMA

9. abra A tlilevél keresztmetszete szdzszoros nagyitasban (URL 8.)

A levelek taplalékkészitd alapszovetében torténik a szerves anyagok eldallitasa,
amelyek aztan a fa egészét behaldzo szallitoszovet rendszeren keresztiil jutnak a fatdrzsbe
¢s a gyokérhez. A fatdrzset a fakéreg veszi koriil, ami 1ényegében a fatestet koriilvevo,
azt véd6 szovetek osszessége. Két 6 alkotérésze van: a hancs és a héjkéreg. Elettani
szempontbdl a hancsnak nagyon fontos szerepe van a tdpanyagok szallitdsaban €s azok
raktarozasdban, mig az elpardsodott héjkéreg az él6 fa mechanikai behatasokkal (pl.
vadragds, tliz) szembeni védelméért felel. A kéreg vastagsdgit tobb tényezd is
befolyasolja: a fa tipusa, kora és az okologiai tényezok. A torzsmagassag novekedésével
a fakéreg vastagsaga csokken (Molnar, 2004).
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A hancs a vaszkularis kambium mikodése kovetkeztében alakul ki. A kambium
anyasejtek osztdédasaval jonnek 1étre a lednysejtek, amelyek differencialédva hozzak 1étre
a kiilonb6z6 hancssejteket. K6zos tulajdonsaguk, hogy nem lignifikalédnak. A lombosfak
hancsa rostacsovekbdl, hancsrostokbdl és bélsugarakbol tevodik 6ssze (Raven et al.,
1999). A fenydkben rostacsovek helyett rostasejtek vannak, tovabba tartalmaznak
hancsparenchimat, hancsrostot €s bélsugarat. A rostacsovek és rostasejtek foképpen a
nagy molekulaju szerves anyagok szallitdsaban vesznek részt. A hancsparenchimak pedig
a lombosfaknal és fenydknél is a vizben oldodo, kis molekuldju szerves vegyiiletek (pl.
cukrok) szallitasaért felelések. Gyakran raktdroznak keményitdt, csersavat, gyantat is.
Sajatos hancselemek a hancsparenchimakbdl kifejlodd kosejtek, amelyek elsdsorban a
simakérgl fajokra (pl. biikk, nyir, jegenyefenyod) jellemzoek, €s nekik koszonhetéen ezen
fajok hancsa nagy keménységgel és merevséggel rendelkezik. A kdsejteken kiviil még a
hancsrostok is szilarditdo funkciot latnak el. A szildrditd elemek szempontjabol négy
csoportba sorolhatdk a fontosabb fafajaink hancsa:

a) kosejtekkel és hancsrostokkal egyarant rendelkeznek (akéc, tolgy, kdris, gesztenye,

fiiz)

b) csak hancsrostokat tartalmaznak (szilek, harsak)

c) csak kosejtekkel szilarditanak (biikkk, nyir, platan, éger, luc, jegenye- ¢s

vorosfenyo)

d) csak pétlohancsrostokkal rendelkeznek (Pinus-félék)

A kéreg hancsrészére jellemz0, hogy a teljes kéreg térfogatanak az esetek legnagyobb
részében a felét sem teszi ki. Egyes fafajoknal (pl. biikk, di0) azonban elérheti a 4-15 mm
kozotti vastagsagot, mig mas fafajok esetében (pl. akéc, erdeifenyd) csak 2-4 mm
szélességli (Molnar, 2004).

A hancs mellett a héjkéreg is tobbféle szovetbdl épiil fel. Az elsddleges borszovet, az
epidermisz a szar vastagodasat nem képes kovetni, ezért felrepedezik. Ezen szovet
poétlasdra jon 1étre a parakambium (fellogén). A fellogén kifelé hozza 1étre az elpardsodd
sejtsorokat, a fellomot, befelé pedig a parenchimatikus sejtekbdl a fellodermat alakitja ki.
A fellogént, fellomot és fellodermat egyiittesen nevezziik peridermanak vagy parabdrnek.
A fatorzs vastagodasa soran a periderma megrepedezik, lemorzsolddik, a fellogén elhal és
poétlasara a hancsparenchimakbdl alakul ki egy ujabb parakambium. Tehét a kiilsd kéreg
vastagodasa soran a fellogén folyamatosan befelé halad.

A felrepedezd periderma-rétegek a kozéjik zart kéreg- és hancsrészekkel egyiitt
alkotjak a héjkérget. A kiilosnbozé fajok esetében eltéré id6 alatt alakul ki a héjkéreg. Igy
az akacnal 6-10 év, az erdei-, feketefenydnél 8-12 v, nyarnal és cseresznyénél 20-25 év,
mig a tolgyeknél 25-40 év, gyertydnndl 50 év sziikséges a héjkéreg kialakuldsahoz. Egyes
héjkéreg tipusok rostokban gazdagok (pl. tolgyek (10. dbra), akac), masok rostszegények
(pl. erdeifenyd, platan, hegyi juhar). Fontos megjegyezni, hogy a kéreg kémiai 6sszetétele
jelentds mértékben kiilonbozik a faanyagétdl, elsésorban nagyobb mennyiségii
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extraktanyagot és szervetlen vegyiiletet tartalmaz, celluléz tartalma viszont kevesebb
(Molnér, 2004).
W

10. abra Tolgy (Quercus sp.) masodlagosan vastagodo fasodo, de még fiatal szaranak keresztmetszetébol
részlet. Kiviil lathaté a masodlagos borszovet, a periderma. Ennek a szarnak a jellegzetessége, hogy
nemcsak szallitdelemeket tartalmaz, hanem a képen vordsre festett rostkotegeket, parasodott fala sejtekbol
allo rétegeket és parenchimat is tartalmaz. A t6lgy jellegzetessége, hogy kambiuma elsésorban a vegetacids
iddszak kezdetén nagy atmérdjii trachedkat hoz létre, mig a végén foleg rostokat képez, emiatt a fatest
koncentrikus korokben tartalmazza a porusokat, ezért az ilyen fakat gytiriis likacsi faknak nevezziik.
(Kristof et al., 2013).

Lathato, hogy mind a lomb- ¢és tlilevelek kozott, mind a hancs és héjkéreg felépitése
kozott jelentds kiilonbség van. Azonban nemcsak a névényi szervek szerkezete kozott,
hanem kiilonb6zd fajok azonos szerveinek felépitésében is jellemzd eltérések lehetnek.
Ezaltal nemcsak a fajtak, valtozatok, fajon beliili 6kotipusok elkiilonitésére van lehetdség,
hanem magyarazatot is taldlhatunk az eltérd antioxidans tulajdonsigaikra, valamint a

feldolgozasi technoldgiat és hasznositasi médokat is fajra szabhatjuk.

2.6. Erdei fak szoveteiben 1év6 antioxidansok és hasznositasi lehetéségeik

A zoldségek, gyiimolesok, lagyszari novények polifenol tartalmat és antioxidans-
kapacitasat széleskorlien tanulmanyoztdk (Santos-Gomes et al., 2002; Shui és Leong,
2004; Lin és Tang, 2006; Chan et al., 2011; Liang et al., 2012). Az erdei fak
,melléktermékei”, pl. a levél, kéreg, toboz, aggodcs, terméshéj, gyokérzet iparilag
nehezen, vagy egyaltalan nem hasznosithatok (Molndr, 2004; Ogunwusi, 2013; Pasztory
et al.,, 2016), azonban szoveteik nagy koncentracidban tartalmazhatnak polifenolokat
(Vazquez et al., 2008; Lesjak et al., 2011; Sathya és Siddhuraju, 2012), amely tény utat
nyithat a hasznositasuknak is.

Kutatdsaimban az erdei mellékterméknek szamitd falevél és fakéreg polifenol
tartalmaval és antioxidans tulajdonsagaival foglalkoztam.

A népi gyogyaszatban mar régen felismerték, hogy egyes fak levelei jotékony hatassal
vannak kiilonbozd betegségekre. A szelidgesztenye (Castanea sativa Mill.) leveleit a
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kohogés, hasmenés ¢€s reumatikus betegségek kezelésére haszndltdk. Mint ahogy mas
novényeknél, itt is aktiv vegyiiletekként a polifenolokat jelolték meg. Ezek legnagyobb
hanyadat a galluszsav- €s ellagsav-szarmazékok tették ki (Diaz Reinoso et al., 2012).

A tanninokban gazdag novények kiillonb6zd tipusait a hagyoményos orvosldsban
gyakran hasznaltak. Ilyen névény példaul az ecetfa (Rhus typhina L.) is. Olchowik et al.
(2012) bizonyitottdk, hogy ennek a fanak a leveleibdl késziilt kivonat megvédi a
vorosvérsejteket felépitd membranfehérjéket és lipideket az oxidaciétdl in  vitro
kortilmények kozott.

Az éger novénynemzetségébe tartozd Alnus sieboldiana (Matsum.) leveleiben szintén
leirtak a hidrolizalhat6 tanninok és flavonoidok jelenlétét, és egyeb éger fajok leveleit is
széleskoriien vizsgaltdk. Az Alnus hirsuta (Mill.) leveleiben 1évo diarilheptanoidok a
nitrogén-oxid tultermelését gatoljak, mig az Alnus japonica leveleiben talalhatd
ugyanezen komponensek citotoxikus hatast fejtenek ki a ragcsalokban megtalalhato B16-
tipusu melanoma sejtekre, valamint az emberi gyomorban kialakulé SNU-C1 tipusu rakos
sejtekre. Ezeken kivil az Alnus firma (Siebold & Zucc.) leveleiben jelenlévd
triterpenoidok ¢és flavonoidok a HIV-virus replikdcidojat gatoljak meg, valamint
szabalyozzdk e veszélyes virus enzimjeit in vitro koriilmények kozott (Ludwiczuk et al.,
2011).

A molyhos nyir leveleiben 1évd fenolos komponensek a novénykarositokkal szembeni
védelmet szolgaljak. Ezek a vegyiiletek két f6 szempont alapjan is nagyon fontosak a
védekezés szempontjabdl. Egyrészt, a nyirfa leveleiben nagy mennyiségli, a szaraz tomeg
10%-4at is meghalad6 fenolos vegyiilet taldlhatd, masrészt a levélsériilés bekdvetkezte
utan jelentésen megnovekedik a fenolos vegyliletek mennyisége, sot a lombhullast kdvetd
évben is jelentds lesz ezen vegyiiletek koncentracidja (Ossipov et al., 1997).

A kozonséges gyertyan (Carpinus betulus L.) leveleinek etil-acetatos extraktuma az
U373-as jelolést glioblasztoma sejt novekedését gatolta, igy a gyertyan leveleiben 1évo
egyes vegyiiletek is rakellenes hatassal rendelkezhetnek (Frédérich et al., 2009).

A havasi bordka tobozabdl és tlilevelébdl késziilt extraktumok szintén antioxidans
hatassal rendelkeznek, tovabba gyulladasgatld tulajdonsagukat is leirtak. Ezekért a
tulajdonsagokért tobbek kozott a luteolin-7-O-gliikozid, az apigenin-7-O-gliikkozid, és a
rutin felelosek (Lesjak et al., 2011). A szelidgesztenye terméshéj extraktumok pedig az
eukaliptusz kérgénél is erdsebb antioxidans hatdsiak (Vazquez et al., 2008).

A kéreg extraktanyaga szamos értékes, a gyakorlatban hasznosithaté bioaktiv
komponenst tartalmaz. Példa lehet a Piknogenol nevii kereskedelmi termék, amit a
tengerparti feny® (Pinus maritima Aiton) kérgébdl vontak ki, ¢és hatékony
antioxiddnsként tartjdk szdmon. A Piknogenol procianidinekbdl all, amelyek sokféle
biologiai hatdssal (gyulladasgatld, asztmaellenes, rakellenes, allergia-ellenes, magas
vérnyomds elleni, és kardioprotektiv hatasuak) megtaldlhatok gylimdlesokben,
z6ldségekben, mogyordfélékben, magokban ¢és a kéregben (Diouf et al., 2009). A
kanadai fekete luc (Picea mariana (Mill.) Britton, Sterns & Poggenburg) kérgének forrd
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vizes kivonata gyulladdsgatld hatasu €s antioxidans sajatsagokkal rendelkezik. Ezekért a
tulajdonsagokért a kivonatbdl azonositott neolignanok, lignanok, transz-rezveratrol,
fenolsavak és flavonoidok tehetok feleldssé (Garcia-Pérez et al., 2012). Nemcsak tiileveli
fak kérgébol készithetok az emberi egészségre pozitiv hatast gyakorlo szerek, hanem pl. a
sarga nyir (Betula alleghaniensis Britton) kérgébdl is. Az ebbdl készitett kivonat lupan
tipusu triterpenoidokban (pl. betulin, betulinsav) gazdag, és ezeknek jelentds rak- és HIV-
virus elleni, valamint gyulladdscsokkentd hatasat irta le a szakirodalom (St-Pierre et al.,
2013).

A kozonséges vorosfenyd (Larix decidua Mill.), a lucfenyd (Picea abies (L.) H.
Karst.), az erdeifenyd (Pinus sylvestris L.), korai juhar (Acer platanoides L.), a hamvas
éger (Alnus incana (L.) Moench), a molyhos nyir (Betula pubescens Ehrh.), a
kocsanytalan tolgy (Quercus petraea (Matt.) Liebl.), a madarberkenye (Sorbus aucuparia
L.) és a kecskefiiz (Salix caprea L.) kéreg extraktumanak vizsgéalatakor megallapitottak,
hogy gombaellenes hatasuk van, a leghatdsosabb fungicid a korai juhar extraktuma volt,
amely az Osszes vizsgalt gomba novekedését csokkentette. A gombakkal szemben
legkevésbé hatékony a molyhos nyir volt (Alfredsen et al., 2008). Eukaliptusz fak
kérgének vizsgalatakor szintén bizonyitottdk, hogy a kéregbdl extrahdlt anyagok kozott
jelentds szamu polifenolos komponens van (Santos et al., 2012).

Frédérich et al. (2009) 16, Belgiumban elterjedt fafaj extraktumanak rakellenes hatasat
vizsgalva azt talaltdk, hogy a kocsanytalan t6lgy metanolos kéreg extraktuma jelentds in
vitro novekedést gatld hatast fejtett ki rakos sejtekre. Ezen kiviil a k6zonséges gyertyan
metanolos €s kocsdnytalan tolgy etil-acetatos extraktuma is in vitro novekedést gatld
tulajdonsaggal rendelkezik a rdkos sejtekre, ¢s ugyanolyan hatékonysagu lehet, mint a
rakelleni gydgyszerek (pl. oxaliplatin és etopozid).

Fontos megjegyezni, hogy ezek a vegyiiletek nemcsak az emberi egészségre
gyakorolhatnak kedvez6 hatast, hanem az élelmiszeriparban is fontos felhasznaldsuk van,
pl. a szelidgesztenye kérgébdl kivont tanninokat gyakran a bor- és szeszes ital-gyartashoz
hasznaljak fel (Comandini et al., 2014).

A bemutatott példakbol lathato, hogy az erdei fak egyik mellékterméke, a kéreg is
potencialis forrasa lehet a bioaktiv anyagoknak. Ennek ellenére a fakitermelés soran
képz6dd nagy mennyiségli kéreghulladékot inkabb elégetik, hogy az erdészeti ipar
energiaigényének legalabb egy kis hanyadat biztositsak. Hosszutdvon azonban ez nem
kifizetddd, mivel a kéregnek nagy a hamutartalma, ami a kazanok élettartamat
megroviditi. A kéregbdl készitett faipari termékek piaca sem elég kiterjedt, igy
mindenképpen sziikséges lenne egy Uj felhasznalasi mod ezen értékes hulladék
hasznositasara. Nyersanyagb6l nem lenne hiany, mivel Magyarorszag erddsiiltsége az
utdbbi 90 évben fokozatosan nétt, az erdész-szakemberek altal véghezvitt nagyardnya
erddtelepitéseknek koszonhetden. Ennek kovetkeztében a mai erdteriiletek nagysaga
meghaladja az 1,93 millié hektart (11. dbra), az erddgazdalkodasi rendeltetésii teriiletek
nagysaga pedig 2,05 millio hektarra tehetd.
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11. abra Az erddteriilet valtozasa napjainkig Magyarorszagon (Czirok et al., 2014).

Az erdodtelepitések soran a korabbi mezdgazdasagi vagy egyeb teriiletekre telepitenek
erdoket. A Nemzeti ErdOprogram keretében a jovOben is folytatjdk az ez irdnyu
munkalatokat, amelynek célja, hogy Magyarorszdg erddsiiltsége a mostani 20,8%-rol
27%-ra emelkedjen (Czirok et al., 2014).

A magyarorszagi erdokben a legnagyobb teriiletet a tolgyek foglaljak el (4. tabldzat).
A tolgyeket koveti a biikk, az akdc és a gyertyan. Ez nem meglepd, hiszen Magyarorszag
a mérsékelt égovon helyezkedik el, és a fajosszetétel is ezt tiikkrozi.

Fafaj Teriilet (1000 ha)
Tolgy 3879
Cser 210,6
Biikk 111,3
Akac 4552
Gyertyan 96,6
Egyéb kemény lombos 114,5
Nyér 196,6
Egyéb lagy lombos 98,6
Erdeifeny6 116,7
Feketefeny6 61,0
Egy¢b fenyo 20,3
Osszesen 1869.3

4. tablazat A magyarorszagi erdok fafajcsoport megoszlasa 2015-ben (URL 9.).

Az 5. tabldzatban lathatd, hogy milyen mértékii fakitermelés volt Magyarorszagon
2015-ben. Ez alapjan, ha feltessziik, hogy ennek a 7 354 000 m® fanak a kéreg hulladéka
21% (URL 10.), az évente 1 544 340 m’ kérget jelent. Ez jelentds mennyiségii hulladék,
aminek fontos lenne felhaszndlast taldlni. A hulladék mennyisége még nagyobb lesz, ha a
faleveleket is beleszamitjuk. A levelek mennyiségérél nehéz becslést adni, mivel
mennyiségiik fiigg attol is, hogy mikor torténik a fakitermelés.
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Fafaj 1000 m*
Tolgy 941
Cser 815
Biikk 666
Gyertyan 261
Akac 1488
Egyéb kemény, lombos fajok 276
Nemesnyar 1072
Hazai nyar 257
Fiz 75
Egy¢b lagy, lombos fajok 264
Fenyd 1240
Osszesen 7354

5. tablazat Fakitermelés fafajcsoportok szerint 2015-ben Magyarorszagon (URL 11.).

A felsorolt példakbdl kitiinik, hogy az erdei fak melléktermékeibol kivont
antioxidansok kutatdsa elméleti és gyakorlati szempontbol is fontos teriilet. Sok fafaj
tekintetében a szakirodalom nem rendelkezik megfelelé adatokkal. Sokszor olyan fafajok
leveleirdl €s kérgérol is hianyosak az ismereteink, amelyek hazankban €s Eurdpaban is
gyakoriak (pl. kozonséges biikk). A megfeleld fafajok vizsgalatdval nemcsak az eddigi
kutatdsokat lehet 1) ismeretekkel kiegésziteni, hanem 1j utak is megnyilhatnak a faipari
hulladékok hasznositdsara, ezzel fokozva a fahasznositas hatékonysagat.

2.7. A novényekben eloéforduléo antioxidans hatasu vegyiiletek tartositasi
modszerei

A novényi szovetekben taldlhaté polifenolos vegyliletek enzimek (elsdsorban
peroxiddz ¢és polifenol-oxiddz enzimek) hatdsara levegd jelenlétében gyorsan
oxidalddnak, ezaltal mennyiségiik jelentésen csokken. Sziikséges tehat a vizsgalt minta
»tartositasa”, a polifenol-tartalom megorzése a feldolgozott (daralt) novényi szovetekben.

Szamos példat talalhatunk arra, hogy a kutatdk kiilonb6zo fliszer- és gydogyndvények
tedk, gyiimolcsok eltarthatosagat, beltartalmi mindségét valamilyen kezeléssel probaljak
meghosszabbitani (Irfan et al., 1998; Huang et al., 2007; Chan et al., 2012; Chavez-Reyes
et al., 2013). Erre azért van sziikség, mert pl. enzimatikus hatasokra a gyiimélesok,
gytimolcslevek, élelmiszerek, tedk megbarnulnak, mindségiik romlik, beltartalmi értékiik
¢s szavatossagi idejiik csokken. A mindségromlas mértéke fiigg a gylimoles polifenol-
tartalmatol és a polifenol-oxiddz enzimek mennyiségétol. A tartdsitds torténhet fizikai
(pasztorozes, sterilezés, appertizalas, kiilonb6zo hiitési technikak, vizelvonas, szaritas,
UV-sugarzas), vagy kémiai modszerekkel (étkezési savak, cukor hozzdadasa) is (URL
12.). Az utdbbi esetben az eltarthatdésagot gyakran kén-tartalmu vegyiiletekkel torténd
kezeléssel novelik meg, de Gjabban a koltségek és adalékanyagok csokkentése céljabol
mikrohulldmu kezeléssel probaljak a szavatossagi idot meghosszabbitani (Chdvez-Reyes
et al., 2013).

Az eltarthatdsag novelése érdekében az emlitett mddszerek koziil a legegyszeriibben

kivitelezhetd a szaritdsi modszer, ugyanakkor a szaritdsi folyamatok hatasara a névényi
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szovetekben kiillonb6zd valtozdsok mennek végbe. A szaritdas sokféle modon
megvalosithatd, pl. szabad levegén, szaritészekrényben, liofilizaldé berendezést
alkalmazva, mikrohulldmu energia segitségével. Doktori munkam soran a levél és kéreg
mintak eldkezelésére az utdbbit alkalmaztam. Az irodalmi adatok alapjan a mikrohullamu
elokezelés ellen és mellett is taldlunk érveket, attdl fiiggden, hogy milyenek az adott
novényi szovet tulajdonsdgai. Prusinowska ¢és Smigielski (2015) irodalmi 6sszefoglald
munkajukban példaként hozzak fel, hogy az 6sszes polifenol-tartalom a mikrohulldmmal
szaritott oregano ¢€s szdritott (nem emliti, hogy milyen mddszerrel) bazsalikom levelében
sorrendben lecsokkent 21 és 70%-kal a friss novényhez képest. Egy masik kutatdsban
ezzel ellentétben a borsmenta esetében az Gsszes polifenol-tartalom 45%-kal nagyobb
volt a mikrohullammal kezelt novény esetében, mint a friss novénybol készilt
extraktumban. A mikrohullamu kezelés pozitiv hatdsat azzal magyardzzak, hogy a
sugarzas lerombolja a n6vényi sejt szerkezetét, igy megkonnyiti a polifenolos vegytiletek
felszabaduldsat, ezaltal az extrakcidjat. Megemlitik azt is, hogy a hagyomanyos
melegitéssel szemben a mikrohulldmu azért hatékony, mert ott a hdhatds tovabb tart és az
enzimatikus degradaciora is lehetdség van (a mikrohullamu sugarzés pillanatszeriien
inaktivalja az enzimeket, ¢s ennyi id6 alatt nem degradalédnak a polifenolok) (Arslan et
al., 2010). Egy masik cikkben a fodormenta vizsgéalata sordn 5 szdritdsi modszert
(hagyomanyos melegités szaritoszekrényben, liofilizalas, mikrohullamu és levegén vald
szaritast napfény segitségével, illetve anélkiil) alkalmaztak a kutatok. Bar a friss novény
eredményeit nem ismerjiik, a szaritdsi modszerek kozotti rangsor feléllithatd. A legkisebb
polifenol-tartalom a mikrohulldma széritds utan késziilt extraktumok esetében volt
mérhetd, és a hidroxi-fahéjsavak mennyisége, valamint a FRAP-, és DPPH-féle
antioxidans kapacitas esetében is ugyanez volt a tendencia. A szakemberek ezt azzal
magyaraztak, hogy a hohatdsra a polifenolos vegyiiletek degraddlédnak (Orphanides et
al., 2013). Egy tovabbi kutatds a Labiatae csaladba tartozd fliszerndvények vizsgalatarol
szol, ahol haromféle elokezelést alkalmaztak (melegités szaritészekrényben 50 °C-on 5,5
h-t (OD50) / melegitést szaritoszekrényben 80 °C-on 3,5 h-t (OD80) / 15 g novény
mikrohullamu kezelése 30 masodpercig (a teljesitményt sajnos nem ismerjiik), utana
melegités szaritdszekrényben 50 °C-on 5,5 h-t (MODS50)). A legtobb névény esetében a
szaritas kovetkeztében a polifenolos vegyiiletek mennyisége, és az antioxidans kapacitas
csokkent a friss novényhez képest. A legnagyobb csokkenés az OD80 esetében volt,
kisebb csokkenés az OD50 esetében, és a legkisebb friss novényhez képesti csokkenés a
MODS50 esetében volt tapasztalhatd. 4 kutatok szerint a 15 g friss novény 30
mdsodperces mikrohullamu elokezelése megfelel6 modszernek mutatkozott a polifenol-
oxidaz enzim inaktivdalasara a Labiatae csalddjaba tartozo fiiszernovények esetében.
Sajnos a kutatok az alkalmazott mikrohullamu teljesitményt nem kozolték (Chan et al.,
2012).

Fontos megemliteni, hogy az elobb felsorolt filiszer- illetve gydogyndvények esetén az

eredmények értelmezésénél szamolnunk kell az illéanyagok meghatarozé jelenlétével is,
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ami a kezelés hatdsdra felszabadulhat és/vagy tejesen elparologhat a novényekbol, igy
ezek mennyisége is hozzdjarulhat a Folin-Ciocalteu-modszerrel mért 6sszes polifenol-
tartalom és antioxidans-kapacitasok valtozasahoz.

Tovabbi probléma, hogy a felsorolt cikkek egy részénél nem adjak meg a szerzdk a
mikrohulldmu kezelés id6tartamat, és/vagy a kezelt ndvényi minta tomegét, noha
egyaltalan nem mindegy, hogy adott tomegli névényi mintat mennyi ideig tesznek ki
adott energiaji mikrohullamu sugarzasnak. Ha tul kicsi a mikrohulldamti energia
intenzitasa, akkor az oxidacioért felelds enzimek aktivak maradnak, ha til nagy, akkor a
sejtfalszerkezet felbomlik ami a polifenolok felszabaduldsdhoz vezet, a tovabbi
vegyiiletek keletkezéséhez vezethet. Igy, ha a paraméterek nincsenek precizen megadva,
akkor nem tudjuk nyomon kd&vetni, hogy a kezelés hatdsara a polifenol tartalomban
bekovetkezd valtozas pontosan milyen folyamatoknak (visszamarad6 enzimek okozta
degradacid, polifenolok felszabadulasa, polifenolok hdbomlésa) vagy azok valamilyen
egyiittesének tulajdonithatd. Chavez-Reyes et al. (2013) naspolya gyiimdlcsoén végzett
kutatasa részletesen feltarja ezeket a folyamatokat. A kutatok meghatdroztak a kezelt €s
kezeletlen gytimolcs DPPH és ABTS antioxidans kapacitasat, valamint 6sszes polifenol-
tartalmat, €s a részletes polifenol profil mindségét és mennyiségét. A mikrohullamu
kezelést probaltdk optimalni azt vizsgalva, hogy kiilonb6zd tomegli novényi mintakat
kezeltek ugyanazzal a teljesitménnyel eltéré ideig. EbboOl mikrohullamu energia
intenzitast (E [kJ/g]) szamoltak és vizsgaltak a novekvd mikrohulldmu energiamennyiség
enzim inaktivalo- €s a ndvényi sejt szerkezetére gyakorolt hatasat, valamint HPLC-MS-
mddszerrel a polifenolos Osszetétel véltozasat is meghataroztak. Az adatok alapjan a
polifenol-oxiddz enzim aktivitdsa forditottan aranyos volt a kezelés intenzitasaval. A
mikroszerkezeti vizsgalatok ramutattak arra, hogy a kezelés egy adott szakasza utan
morfoldgiai valtozasok torténtek a sejtekben: vékonyabbak lettek a sejtfalak, valamint a
vakuolumok sejthartydi. Ezen megvaltozott sejtszerkezet kovetkeztében a vegyiiletek
konnyebben ki tudnak jutni a vakudlumokbdl, igy a mikrohullamu kezelés szignifikdnsan
meg tudja ndvelni a kivonhatd polifenolos vegyiiletek mennyiségét a friss szovetekbol. A
mikrohullamokbdl szdrmazd intenziv hohatds a novényi szdvet belsejében magas
géznyomast ¢és homérsékletet okoz, igy a sejtfalat felépitd polimerek szétszakadnak.
Ennek kovetkeztében a sejtfalban kotott polifenolok is felszabadulnak, ezaltal nagyobb
lesz a kivonhaté polifenolok mennyisége. Megallapitottdk, hogy 1j polifenolos
vegyliletek a kezelés hatasdra nem keletkeztek, csak az eredetileg is megtaldlhato
vegyiiletek mennyisége nétt a kezelés hatdsara. Osszességében a cikk bebizonyitia a
mikrohullamu kezelés enzim inaktivdalo pozitiv hatasat, leirja a hatékonysaganak
magyardzatat. Bebizonyitja, hogy uj vegyiiletek nem keletkeztek, ez az eldkezelés ,,csak”
lehetoveé teszi, hogy még tobb eredetileg is ott lévo polifenolos vegyiilet szabaduljon fel a
sejthol, a sejtfalak és sejthartydak degradalodasa, valamint a polifenol-oxidaz enzim

inaktivalasa révén. Ugyanakkor emlitést tesz arrol, hogy a tulzott mikrohullamu kezelés
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crer

az emlitett vegyiiletek degradaciojat ideézheti elo, és fontos a névényi szovet
mennyiségéhez képesti idedlis idotartamu és intenzitasu mikrohullamu kezelés
hasznadlata.

A felsorolt cikkekbdl megallapithatd, hogy a mikrohulldamu kezelés hasznalata
leginkabb lagyszard novények (fliszernovények, gyogyndvények) valamint tealevelek
esetében vizsgalt, kutatott. Ezen kiviil tobb élelmiszeripari példat is olvashatunk, amely
azonban nem tartozik kozvetleniil a jelen kutatds témakorébe. A szakirodalom hianyos,
vagy nagyon kevés példat tartalmaz fas novényi szovetek (falevél, kéreg, szijacs)
esetében a mikrohulldmu enzim inaktivalas hatdsanak pontos ¢s részletes vizsgélatara,
valamint alkalmazasara, igy nehéz megmondani, hogy milyen hatast varunk az erdei fak
levelei €s kérgei esetében.

Az egyetlen szakcikk, mely fakéregben talalhatd enzimek inaktivalasardl szol Makk et
al. (2013) munkdja. A kutatdk tolgy fajok kérgében taldlhaté peroxidaz és polifenol
oxiddz enzimek inaktivaldsdra alkalmaztak mikrohulldmu sugdrzast a (+)-katechin
tartalom megdrzése céljabol. Munkdjukban kimérték, hogy az Aaltaluk alkalmazott
modszerrel a kezelt mintakban az enzimaktivitas a kezdeti érték 1-5%-ara cs6kkent, ezzel
parhuzamosan a kezelt és a friss kéregmintdk (+)-katechin tartalma kézt nem mutatkozott
szignifikdns eltérés, tehat az eljarassal sem degradacid, sem a vizsgalt vegyiilet
felszabaduldsa nem kovetkezett be.

A doktori kutatasomban a mikrohulldmu elokezelés koriilményeit a levelek esetében
Ceni et al. (2009) munkéja alapjan allitottam be, mely maté tea levelek polifenol oxidaz-
¢s peroxidaz enzimjeinek inaktivalasat irja le mikrohulldmu energia segitségével. Erdei
fak leveleire vonatkozo hasonld témdju szakirodalmat nem taldltam. A Ceni et al. (2009)
ismertetett eljarasban a kutatok 40 g levelet 220 masodpercig kezeltek 800 W
mikrohullamu sugarzassal haztartasi mikrohulldmu siitoben, ezaltal mindkét enzim teljes
inaktivalasat el tudtdk érni. Ennek megfelelden a falevélmintdim esetében 18-20 g levél
(ez mintegy 20-30 db levelet jelent, természetesen a pontos darabszam fafaj fiiggd)
esetében 120 masodperces elokezelést hasznaltam 700 W-on. A kéreg mintak esetében
Makk et al. (2013) kutatasat vettem alapul. Tolgykérgek esetében a szaritoszekrényes
szaritdst, mikrohulldmu kezelést és UV-sugarzassal torténd elokészitést hasonlitottak
Ossze, mint enzim inaktivalasi eljarasokat, ¢és bebizonyitottdk, hogy a mikrohulldmu
kezelés volt a leghatékonyabb a polifenolokat oxidaldo enzimek inaktivalasara, mivel
segitségével megmaradt a minta kezdeti magas (+)-katechin-koncentracidja és az idd
elorehaladtaval csak kismértékben és lassan csokkent. Az alkalmazott bedllitasok a
kovetkezok voltak: 700 Watt teljesitmény, 2 perc, 250 g kéreg szovet.

2.8. Antioxidans tulajdonsagok jellemzésére alkalmas modszerek

Az utdbbi iddészakban jelentdsen megnovekedett a természetes antioxidansokkal
kapcsolatos ismeretek iranti érdeklddés, ezért ezek jellemzésére is egyre nagyobb az
igény. A kutatoknak azonban nincs konnyl dolguk, hiszen ahogy kordbban is emlitésre

28



10.13147/SOE.2018.008

keriilt, az antioxidans vegyiiletek nagyon sokfélék lehetnek, igy a meghatarozasukra is
szamos moddszer 1étezik. Ha megnézziik a szakirodalmat, akkor antioxidans kapacitast
meghatarozé modszerrel mindenképpen talalkozunk, illetve ha pontosan tudni akarjuk,
hogy milyen vegyiiletek tehetdk az antioxidans hatasért feleldssé, valamilyen
nagymiiszeres analitikai technikat is alkalmazni kell.

A szakirodalomban gyakran egymas szinonimajaként hasznaljadk az ,,antioxidans
aktivitas” ¢és ,,antioxidans kapacitas” kifejezéseket, bar ezek valodi jelentése
kiilonbozd. Az antioxidans aktivitds egy antioxidans vegyiilet és egy adott szabad gyok
kozotti reakcid sebességi allandoja. Az antioxiddns kapacitds a vizsgalt rendszer altal
befogott szabad gyokok anyagmennyiségének mértéke. Fiiggetlen az antioxiddns
aktivitastol. Mivel a bioldgiai mintakban sokféle antioxidans aktivitassal rendelkezd
vegylilet taldlhato, az antioxidans tulajdonsagok jobban jellemezhetéek az antioxidans
kapacitéassal (Ghiselli et al., 2000).

A fent emlitett okok miatt manapsag nélkiilozhetetlen, olyan modszerek hasznélata,
amelyek segitségével gyorsan ¢s egyszerlien tudjuk az antioxidans kapacitds szamszer(i
értékét megadni (Tabart et al., 2009).

A szakirodalomban megfigyelhetjiik, hogy altaldban nem egy, hanem tobbféle
modszert hasznalnak a kutatok az antioxidans kapacitds meghatarozasara. Ennek az az
oka, hogy onmagaban egy modszer sem alkalmas a valddi, €16 szervezetben lezajld
folyamatok modellezésére, minden modszer valamilyen vegyiiletcsoportra specifikus, de
egyik sem alkalmas az Gsszes vegyiilet teljes antioxidans tulajdonsagdnak leirasara.
Tovabbi problémakat vet fel, hogy gyakran nem vizsgéalhatok egyszerre a lipofil &s
hidrofil antioxidansok. A reakcidk hasonlé redoxi-mechanizmusa ellenére a f6 reagens, a
termékek €s a mérés kivitelezése is kiillonbozo lehet, és az értékelt eredmények gyakran
kiilonbozdek a publikdcidkban, ezért nehéz Gsszevetni a mérési eredményeket. Nagy
sziikség lenne az antioxidansok vizsgalatdnak standardizalasara, hogy a jelenlegi
moddszerek kozotti ,,zlirzavart” minimalizalni lehessen. Léteznek gyors, olcsd, egyszeri
metodikadk, de talalkozhatunk draga, bonyolult miiszereket igényld technikakkal is. Az
antioxidans kapacitas pontos meghatarozasat egyes esetekben az interferald vegyliletek
kovetkeztében fellépd zavard hatdsok hiusitjak meg (pl. az Osszes polifenol-tartalom
meghatarozasat az aszkorbinsav nagymértékben zavarja). Mindezen indok kovetkeztében
tobb mint 100 modszer keriilt kifejlesztésre (Balogh, 2010), és a leggyakrabban
alkalmazott antioxidans kapacitast mérd moddszerek két csoportra oszthatok fel (6.
tablazat):

e clektronatmeneten (ET-electron transfer) s
e hidrogén atom atvitelén (HAT-hydrogen atom transfer) alapulé mddszerekre.
Az elektronatmeneten alapulé metodikdk az antioxidans vegyiiletek redukciojan
alapuld szinvaltozast mérik, mig a hidrogén-atom atvitelen alapuldé modszereknél az
antioxidans ¢s a szubsztrat versenyez a szabad gyokokért.
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ANTIOXIDANS KAPACITAST MERO MODSZEREK TiPUSAI

Elektronatmeneten alapulé Hidrogén atom atvitelén . .
. L, Egyéb modszerek
modszerek alapulé modszerek
ABTS-mddszer (2,2’azinodi- Krocin elszintelenedésén TOSC-médszer (Total
(3-etilbenzotiazolin)-6- alapulo mddszer Oxidant Scavenging Capacity)
szulfoninsav)
TRAP-mddszer (Total Kemilumineszcencias és
DPPH-médszer (2,2- Peroxyl Radical Trapping elektro-kemilumineszcencias
diphenyl-1-picrylhydrazyl) Parameter) moédszerek
FRAP-moédszer (Ferric ORAC-moédszer (Oxygen Gyokok megkotésén alapulo
reducing ability of plasma) Radical Absorbance modszerek (szuperoxid-
Capacity) anion, hidrogén-peroxid,
CUPRAC-moédszer (CUPric hidroxil-gy6k, szinglet oxigén,
ion Reducing Antioxidant peroxi-nitrit)
Capacity)

Voltammetrias technikak
Polifenol-tartalom
meghatarozasa Folin-
Ciocalteu-modszerrel

6. tablazat Antioxidans kapacitast méré mddszerek tipusai (Balogh, 2010; Rebey et al., 2012).

A mddszerek koziil csak a kutatdsom soran alkalmazott elektronatmeneten alapuld
modszerek keriilnek bemutatésra.

2.8.1. Elektronatmeneten alapul6 fontosabb modszerek

2.8.1.1. Folin-Ciocalteu-maodszer

Az 0Osszes polifenol-tartalom meghatdrozdsdra haszndlt mddszer kifejlesztése
Singleton ¢és Rossi (1965) munkaja. Redukald-képességen alapulé modszer (Balogh,
2010), a teljes polifenol-tartalmat vizsgalja, de nem fenolos vegyiiletekre is ad
valaszreakcidt, kisebb intenzitds-értékekkel (Tabart et al., 2009). Az eredeti mddszert
tirozin analizisére hasznaltdk, melynek soran a fenolok oxidacidja egy molibdo-
wolframat reagenssel valdsult meg, szines terméket eredményezve:

Mo® + e — Mo>", sarga — kék  (Amax= 745-750 nm).

Ez a mddszer egyszerl, érzékeny ¢és preciz, de savas pH-n a reakcié lelassul, és
specifikussagat is elveszti. Singleton és Rossi fejlesztette tovabb, 1) reagenst alkalmazva,
amely sokkal specifikusabban redukdlta a fenolokat. A mérés pH=10-en torténik, a
keletkezd kék szin spektrometridasan nyomon kovetheté 765 nm-en. Bar Singleton és
Rossi pontosan leirta a modszer 1épéseit, a kutatdk sokféle reagens koncentraciot &s
inkubalasi 1d6t alkalmaznak. A méréshez eldirt eredeti standard a galluszsav volt, ehelyett
is sok mas vegyiiletet hasznalnak, pl. (+)-katechint, kvercetint, klorogénsavat. Gondot
okoz a mddszer standardizalasanak hidnya is, egy kisérletben az afonyak vizsgalata soran
a polifenol-tartalom 22 és 4180 mg/100 g friss tomeg kozott valtozott a mérési
paraméterek valtoztatasa kovetkeztében (Prior et al., 2005).
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A Folin-Ciocalteu-moddszer legnagyobb hatranya, hogy nem specifikus a
polifenolokra, szdmos interferalo vegyiilet zavarja a mérést (foleg cukrok, aromas
aminok, aszkorbinsav, szerves savak, de szervetlen komponensek is (kén-dioxid, Fe(II)-
ionok, mangan-szulfat, natrium-foszfat, natrium-szulfit stb.)), ezdltal a modszer
megtévesztd eredményt adhat (Prior et al.,, 2005). Tovabbi hatrany, hogy lugos pH-n
torténik a mérés, ami nem életszert (Balogh, 2010).

2.8.1.2. ABTS-mdédszer

A modszert Miller et al. (1993) fejlesztették ki, amelynek elsé 1épése az ABTS
(2,2’azinodi-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav)-gyok létrehozédsa. Eredetileg ebben a
mddszerben metmioglobint és H,O,-ot reagaltattak ferrilmioglobin létrehozésa céljabol,
majd ez reagalt az ABTS-sel, hogy ABTS™ jojjon létre. A gydk kialakitasa mas
reakciouton is megvaldsulhat, példaul kalium-perszulfattal (12. dbra), vagy mangan-
dioxiddal, esetleg enzimatikus ton torténd oxidacid soran. Ezt kdvetden a kék/z61d szinii
gyok redukalddik az antioxiddnsokkal valo reakcio soran, s igy a reagens szinintenzitdsa
csokken, adott esetben teljesen elszintelenedik. Ezt az abszorbancia-csokkenést
spektrofotometriasan mérik 734 nm-en (Prior et al., 2005). A mérést 7,4-es pH-n végzik,
a modszer megfizethetd, egyszerli és gyors. A mérést 12-16 dras inkubalas elézi meg (ez
alatt képzédik az ABTS™), emiatt a minta-elokészités hosszadalmas.

Tovabbi hatrany, hogy a mddszer olyan gyokot hasznal, ami az €10 szervezetben nem
talalhato meg (Balogh, 2010), tovabba az ABTS-reagens viszonylag instabil, és lassan
elbomlik a reakciokoriilmények kozott. P1. mérhetd abszorbancia-csokkenés tapasztalhatd
a mérések folyaman, ami megnovelheti a minta antioxidans értékét, pozitiv hibat okozva
ezzel (Stratil et al., 2007).
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12. dbra Az ABTS kéalium-perszulfat altali oxidacioja ABTS ™ -gyok létrehozdsa céljabdl, és a gyok
reakcidja egy gyokfogd komponenssel (De Oliveira et al., 2014). AOH: gyokfogd komponens.

A modszer nagy elénye, hogy szines mintdknal is alkalmazhato, mert az abszorbancia
a lathato fénytartomanyon kiviil mérendd (a kozeli infravords sugarzas tartoméanyaban)
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(Prior et al., 2005). Az ABTS™ polaros és apolaros olddszerekben is oldddik, tobbféle
kozegben alkalmazhatd, igy hidrofil és liofil antioxidansok meghatarozasara is alkalmas.

Termodinamikailag olyan vegyiiletek képesek redukalni az ABTS '-t, amelyek redox
potencialja alacsonyabb, mint az ABTS-¢ (0,68 V). Ennek megfelelden szdmos fenolos
vegyiilet képes redukalni az ABTS -t (Prior et al., 2005), de az egyes komponensek
reakcidideje eltérd. Pl. a C-vitamin egy perc alatt is teljes mértékben elreagal, de a
galluszsavnak, vagy a karotinoidoknak tobb 1d6 kell a reakcio végbemeneteléhez. Ezért
célszerli lenne adott mérési 1dOt standardizalni, hogy a laboratoriumok kozotti
eredmények dsszevethetok legyenek (Balogh, 2010).

2.8.1.3. DPPH-mddszer

Ezt a széles korben elterjedt reakcidt 1958-ban Blois javasolta (Kedare és Singh,
2011). A DPPH-gyok nitrogéntartalmu szerves vegyiilet, mely sotétlila szinli, a
kereskedelmi forgalomban kaphato, és nem sziikséges joval a mérés elétt 1étrehozni, mint
az ABTS™-t. A modszer azon alapul, hogy az adott komponensek milyen mértékben
képesek redukalni a DPPH'-t. Ezt a redukalo-képességet vagy elektron spin
rezonanciaval, vagy az abszorbancia csokkenés mérésével lehet meghatarozni (Prior et
al., 2005), ugyanis a DPPH elveszti szinét az antioxidans komponensekkel vald
reakcioban (13. dbra), és ezt 515 nm-en spektrofotométerrel kovetni tudjuk.

N AH A’ N
| |
N- NH
_—
O,N NO, O,N NO,
NO, NO;
DPPH - oxidalt DPPH - redukalt
lila sarga

13. abra A DPPH-gyok megkotésén alapuld modszer alapja (Teixeira et al., 2013).

Ennek a mddszernek is vannak hatranyai. Az €16 szervezetben fel nem lelhetd gyokot
hasznal, a reakcidt sotétben kell végezni, mivel a DPPH -gyok érzékeny a fényre, tovabba
oxigénre, és a pH-valtozasra is. A szines vegyliletek gondot okozhatnak, példaul a
karotinoidok interferdlnak 515 nm-en (Prior et al., 2005). Nehézséget jelent, hogy a
DPPH -gyok elszintelenedése nemcsak HAT-reakcidtton, hanem ET-reakcidval is
végbemehet, és a sztérikus hatdsok lesznek a dontdek a reakcioban. Ennek megfelelden a
kisméreti molekuldk, amelyek jobban hozzaférhetoek a gyok szamdra, nagyobb
antioxidans kapacitast fognak mutatni (Stratil et al., 2007). A mddszer nem ad képet
arrdl, hogy a minta antioxidansai a biologiai gyokokkel szemben mennyire reaktivak.
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Az ABTS- ¢és DPPH-modszereket Osszehasonlitva elmondhatjuk, hogy mindkét
modszer alkalmazhatd tiszta, természetben megtaldlhato vegyiiletek és komplex elegyek
vizsgalatara is. Az antioxidans kapacitds mindkét esetben leirhato az 1Cso-értékkel, ami
azt fejezi ki, hogy az antioxiddns vegyiilet mekkora koncentracidja sziikséges ahhoz,
hogy a DPPH'- és ABTS™ gyok mennyisége a kezdeti koncentraci6 felére csokkenjen,
ami a kezdeti abszorbancia 50%-4val jellemezhetd (De Oliveira et al., 2014). Stratil et al.
(2007) egy gyumolcsokre és gabonakra kiterjedd kutatdisban a DPPH- és ABTS-
modszerek Osszehasonlitasa soran azt allapitottdk meg, hogy a DPPH-mddszerrel kapott
antioxidans kapacitasok tobbszor kisebbnek adodtak. Ezt azzal magyaraztdk, hogy a
DPPH’-gyok viszonylag stabilisabb, és ez kisebb reakcioképességben nyilvanul meg. Ez
a gyok nyilvanvaléan csak a reaktivabb fenolos vegyiiletekkel 1ép reakcidba, igy a
modszer nem fogja detektdlni a kevésbé reakcidképes komponenseket, amelyeknek
azonban jelentds antioxidans hatdsuk lehet az emberi szervezetben.

2.8.1.4. FRAP-mddszer

A FRAP-modszert eredetileg Benzie €s Strain (1996) hasznalta redukald-képesség
mérésére plazmaban. A meghatérozas a Fe’* - 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) komplex
antioxidansok altali redukcidjan alapul, ahol a Fe*" - TPTZ-komplex szinintenzitasat

mérik 593 nm-en spektrofotometriasan (14. dbra).
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14. abra A FRAP-mddszer mérési elve (Balogh, 2010).

A modszer gyors (reakcioidd 5 perc) é€s egyszerlien kivitelezhetd, a reakcid
(Benzie ¢és Strain, 1996). A DPPH-modszerrel ellentétben a FRAP-moddszer teljes
mértékben elektrondtmeneten alapul, igy ha mas mddszerekkel kombindljuk, akkor
nagyon hasznos lehet a kiilonb6z6 antioxidansok reakcidinak megkiilonboztetésére.

A Fe(III)-TPTZ-komplex redox potencidlja hasonlé az ABTS" -gyokéhez, igy hasonlo
vegyiiletek reagdlnak a két reakcioban, azonban a reakcidkoriilmények kiilonbozoek. Az
ABTS-moddszer semleges pH-n zajlik, a FRAP-mddszert pedig savas pH-n (pH=3,6) kell
végrehajtani, hogy a vas-ionok oldhatosdga fenntarthatdo legyen. Az alacsony pH
kovetkeztében csokken az ionizacids potencidl, ami az elektronvandorlast irdnyitja, ¢s
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novekedik a redoxpotencidl, ami egy eltolddast eredményez a reakcidmechanizmusban. A
kutatok abbdl a szempontbdl vitatjdk a modszert, hogy egy vegyiilet vasredukald-
képessége kevésbé jellemzi, hogy milyen a vegyiilet szabad gyok befogd képessége, ami
az antioxidansok fontos tulajdonsaga. Azonban a gyokok ionokka vald redukcidja vagy
oxidacidja megallitja a lancreakciokat, igy a redukdlo-képesség tiikrozi a vegyiiletek
redoxtonus-modulald képességét a szovetekben.

A FRAP- és az ABTS-modszer is azon a hipotézisen alapul, hogy a redoxreakciok
gyors lefolyasuak, és 4-6 perc alatt végbemegy az 6sszes elektronvandorlas, azonban a
valdsagban ez nem igy van. A FRAP-mérések eredményei nagyon valtozatosak lehetnek
attol fiiggden, hogy mennyi a reakcididd. A gyorsan reagalo fenolok rovid reakcioidovel
jellemezhetok, azonban szamos polifenol sokkal lassabban reagal, és hosszabb
reakcididore van sziikség (30 perc). Egy adott id6ben leolvasott abszorbancia-érték tehat
nem biztos, hogy a reakcio végpontjat jelenti.

A FRAP-modszer tovabbi hatranya, hogy nem mér tiol-csoporttal rendelkezd
antioxidansokat, pl. glutationt (Prior et al., 2005), valamint a karotinoidokra sem
érzékeny, tovabba minden olyan komponens, amelynek a redoxpotencialja +0,77 V-nal
kisebb, redukalhatja a vas(Ill)-iont, igy a nem antioxidans vegyiiletek pozitiv hibat
okoznak (Prior et al., 2005).

Osszefoglalas. Megdllapithato, hogy nehéz kivdlasztani azokat a mérési médszereket,
amelyek az adott mintamdtrix valodi antioxidans tulajdonsdagait leirjak. Korreldciot csak
olyan mérések kozott varhatunk, amelyek ugyanolyan elven miikédnek, és azonos
koriilmények kozott végezték oket, de gyakran még ekkor sincs az eredmények kozott
nagymertékii 6sszefiigges.

Az egyik alapveto probléma az, hogy nem olyan reakciot mérnek, ami az élo
rendszerben valoban meghatarozza az elegy antioxidans kapacitasat. Tobbségiik
mesterséges szabad gyokoket alkalmaz, és igy a biologiai rendszerekben ténylegesen
végbemeno reakciokrol kevés informaciot adnak.

Az alkalmazott eljarasokkal szemben tovabbi kovetelmény, hogy legyen egyszeriien és
gyorsan megvalosithato, amit az elobb felsorolt modszereknél meg is tapasztalhatunk.

A mddszerek alapjat olyan reakcioknak kell képezniiik, amelyek mechanizmusa jol
ismert és végpontjuk egyértelmii. Ha nem egyértelmii a reakcio végpontja, akkor a
kutatok onkényesen hataroznak meg egy reakcioidot. Mivel ez nincs standardizdlva, ezért
mas értekeket kapnak DPPH-, FRAP-, és ABTS-mérések esetében (hosszabb reakcioido
alatt nagyobb lesz az antioxidans kapacitas), a reprodukalhatosag csékken, és a kozolt
eredmények osszehasonlitdisa nem valosithaté meg.

Az alkalmazott standard vegyiiletek haszndlataval kapcsolatban sincs megegyezés, és
emiatt sem lehetséges a mérési eredmények osszehasonlitisa, és ha még azonos is egy
adott modszernél a standard vegyiilet, még akkor is eltérhetnek a végso eredmények,

hiszen  szdrazanyag-tartalomra, friss tomegre, de extraktanyag-tartalomra is
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megadhatjak oket. Ezeket nekiink kell dtszamolnunk, ha éssze akarjuk vetni a sajat
eredményeinkkel, azonban ha a minta-elokészitési lépések hianyosan vannak megadva, ez
sem lehetséges.

Tovabbi gond lehet az is, hogy a modszerek szelektivek bizonyos vegyiiletekre, pl. a
DPPH-metodikanal kedvezményezettek a kis molekulaju vegyiiletek. A novényi kivonatok
osszetettsége miatt ezekben az extraktumokban szamos interferalo vegyiilet is zavarja a
meéréseket, és ez is megnehezitheti a modszer kivalasztasat.

Osszességében, ha egy bioldgiai minta , antioxidans” tulajdonsdgaira vagyunk
kivancsiak, célszerii a mintat tobb (legalabb hdarom) lehetoleg kiilonbozo elven miikodo
antioxidans kapacitas meghatdarozo modszerrel vizsgalni és a kapott eredményeket

egylittesen kiertékelni.

2.8.2. Osszes flavonoid- és dsszes flavan-3-ol-tartalom meghatirozasa

Mivel szamos kutatds bebizonyitotta, hogy a flavonoidok és flavanolok is antioxidans
hatasokkal rendelkeznek (Pratt és Miller (1984); Lahiri-Chatterjee et al., (1999); Torres et
al., (2002); Coskun et al., (2005)), ezért munkdm soran ezt a két vizsgalati modszert is
alkalmaztam a kivonatok vizsgalatara. Ezek a modszerek annyiban kiilonboznek a 2.8.1
fejezetben ismertetett eljardsoktol, hogy nem a kivonatok ,,0sszes” antioxidans
kapacitasat mérik, hanem szelektiven csak flavonoidok, illetve flavan-3-ol tipusu
antioxidansok mennyiségét hatarozzdk meg. A kapott eredmények arnyaljak azt a képet,
amit a FRAP-, ABTS- és DPPH-modszerek illetve az Osszes polifenol-tartalom
szolgaltatnak a kivonatok antioxidans kapacitdsarol, informaciét nyujtanak arrol, hogy az
antioxidans tulajdonsagok kialakitdsdhoz ezen tipusi vegyiiletek milyen mértékben
jérulnak hozza. A flavonoidok antioxidans tulajdonsagai nagyban fiiggenek a molekula-
szerkezetiiktol, antioxiddns képességiik aranyos a hidroxil-csoportok szamaval. Egy
flavonoid jobb antioxidans, ha a B-gyliriin van egy o-dihidroxi-rész is (Apak et al., 2004).

A flavonoid-tartalom meghatarozasara tobbféle eljaras is talalhatd az irodalomban. Az
altalam alkalmazott mddszer Kalita et al. (2013) meghatdrozasan alapul: savas
kornyezetben a flavonoidok C4-keto és C3- vagy C5-hidroxil-csoportja stabil komplexet
képez aluminium-kloriddal. A képzddé komplex jelentds abszorbanciaval rendelkezik és
ez 415 nm-en spektrofotometridsan mérhetd.

A flavan-3-ol-tartalom meghatdrozasara kétféle modszert hasznalnak. Vagy HPLC-vel
torténd  elvalasztast alkalmaznak kilonféle detektalasi  technikaval, példaul
tomegspektrométerrel (Gryszczynska et al., 2011), vagy spektrofotometrias uton
hatdrozzdk meg a flavan-3-ol-tartalmat. Treutter (1989) munkdja alapjan az utobbit
vélasztottam: ez a modszer azon alapul, hogy koncentralt kénsav jelenlétében a DMAC
[(4-(dimetilamino)-fahéjaldehid)] a flavan-3-ol vegyiiletekkel (katechinek és
procianidinek) szelektiv kondenzacids reakcidt ad, melynek terméke jol mérhetd
abszorpcios maximummal rendelkezik 640 nm-en. A tobbi fenolos vegyiilet, indolok €s
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terpének is reakcidba lépnek ezzel a reagenssel, de mdas fényelnyelésii terméket
eredményeznek, vagy csak gyenge reakciét mutatnak. A modszer (—)-epikatechinre
példaul 20-40000-szer érzékenyebb, mint egyéb fenolokra vagy szubsztitudlt indolokra
(Treutter, 1989).

2.9. Antioxidans hatasu vegyiiletek extrakciojara alkalmas modszerek

Ahhoz, hogy a ndvényekben 1évo antioxidans hatasi vegyiileteket a jovoben
felhasznalhassuk valamilyen gyakorlati alkalmazasra, mindenképpen sziikséges egy
olyan extrakciés mddszer, amivel ez megvaldsithatd. Az irodalom szerint a molekuldkat
friss, fagyasztott, vagy szaritott novényi részekbdl is kivonhatjuk. Novényi részekbdl a
kivonatok elkészitése leggyakrabban oldoszeres extrakcidval torténik, ugyanis ez a
technika egyszeri, hatékony és széleskorlien alkalmazhaté. Altaldnos elvként az
olddszeres modszereknél szem elott kell tartani, hogy a kinyerés hatasfoka
nagymértékben fiigg az olddszer polaritdsatdl, az extrakcio idotartamatdl, az alkalmazott
homérséklettdl, a novényi minta és az oldoszer aranyatdl, valamint a minta kémiai és
fizikai tulajdonsagaitdl. A polifenolok oldhatésagdt a novényi minta kémiai jellege
ugyanugy meghatarozza, mint a felhasznalt olddszer polaritasa. A novényekben
kiilonb6zd mennyiségben fordulhatnak eld az egyszerli polifenolok és a nagy
molekulatomegli  szarmazékok, raadasul sok polifenol mas vegyiiletekkel (pl.
szénhidratokkal) képez asszocidtumokat, vagy a sejtfalmatrixhoz kémiailag kapcsolodik
(Gtn. ,nem extrahdlhatd polifenolok” formdajaban). Ezért nem Iétezik univerzalis
extrakcids eljards, amely minden polifenolt képes kivonni a névényi szovetbol. Az
alkalmazott olddszerelegytdl fiiggben a polifenolok ,.keverékét” kapjuk, tovabba nem-
fenolos komponensek (szénhidratok, szerves savak, zsirok) is keriilnek az extraktumba,
ezért gyakran tovabbi tisztitdsi 1épést kell beiktatni a nemkivanatos vegyliletek
eltavolitasa céljabol (Dai és Mumper, 2010).

Az irodalomban fellelhetd leggyakrabban alkalmazott olddszerek a metanol, etanol,
aceton, és etil-acetat, illetve ezek vizzel alkotott kiilonbdzd aranyu elegyei (Dai és
Mumper, 2010), de taldlkozhatunk olyan kutatasokkal is, ahol kloroformot (Ting et al.,
1979), benzolt (Bianchini és Gaydou, 1983), vagy n-hexant (Ludwiczuk et al., 2011)
hasznaltak.

Altalanossagban elmondhaté, hogy a metanol féleg kis molekulatomegii polifenolok
extrakcidjara alkalmas, mig a nagyobb molekulatomegli vegyiileteknél, pl. a
flavanolokndl vizes acetonnal nagyobb extrakcios hatasfok érhetd el. Az etanol szintén
nagyon hatékony olddszernek szamit, nagy elonye, hogy biztonsaggal alkalmazhato
emberi fogyasztasra szant kivonatok esetében (Dai és Mumper, 2010), valamint, hogy
elfogadhatd aron lehet beszerezni, ami fontos szempont, ha iizemi méretekben szeretnénk
az extrakciét megvalositani. Tovabbi érv az etanol mellett, hogy legnagyobb részt

fermentdcioval allitjak eld, igy emiatt gyartdsanak okoldgiai labnyoma is kisebb (St-
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Pierre et al., 2013), ezzel pedig a kivonatok elkészitése kornyezetbardtabb modon
torténhet meg.

Antocianinokban gazdag novényi szovet extrakcidjahoz savas alkohol elegyet
alkalmaznak. Ez az olddszer kombindcio a sejtmembranok denaturdldsaval egyidejiileg
kioldja az antocianinokat. A sav alkalmazasanal tigyelni kell arra, hogy gyenge szerves
savakat (pl. hangyasav, ecetsav, citromsav), vagy kis koncentracioji szervetlen savakat
hasznaljunk (Dai és Mumper, 2010).

Az extrakcio kivitelezése soran nemcsak az olddszerek koziil valogathatunk, hanem a
kivonatok elkészitésének modszere is valtozatos lehet. Gyakran alkalmazott technikdk az
aztatas ¢és a Soxhlet-extrakcid. Ezeknek a médszereknek a hatranyai az alacsony kinyerési
hatasfok, a hosszt extrakcids idGtartam, a nagy mennyiségii névényi anyag €s oldoszer,
igy ezek a modszerek a kornyezetet is jelentosen terhelik. Ennek ellenére a kutatok ezeket
a modszereket is el6szeretettel alkalmazzak (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013; Cujié et
al., 2016). Ezeknél kedvezdbb eljaras pl. az ultrahangos extrakcid. Ez a technika az
el6zoekhez képest szamos eldnnyel bir, pl. oldoszer- és iddtakarékos, nagy kinyerési
hatasfoku, igy ez a modszer mar megfelel korunk kornyezetbarat kovetelményeinek is
(Jovanovi¢ et al., 2017). Az ultrahangos technika mellett a mikrohulldmmal segitett
extrakcid is eleget tesz a kornyezetkiméld szemléletnek, hiszen segitségével szintén rovid
1d6 alatt energiatakarékos mddon, nagy kinyerési hatasfokkal készithetjiik el a névényi
kivonatokat. A mikrohulldmu extrakcio sordn elektromdgneses sugarzassal (0,3 és 300
GHz kozotti frekvencidval) kezeljiik az olddszerben 1évé mintat. A novényi matrixban a
besugarzott mikrohullamu energia foleg a polaros molekuldkra (pl. vizre, a novények
nedvességtartalmara) hat, ennek kovetkeztében a sejtek szétszakadnak, igy a szdmunkra
érdekes vegyliletek is kinyerhetdvé valnak (Bouras et al., 2015).

Osszességében elmondhatd, hogy tobbféle extrakcids technika és olddszer koziil
valaszthatunk, szem elOtt tartva az anyagi és kornyezetbarat megfontolasokat is. Azonban
fontos megjegyezni, hogy nem létezik olyan univerzalis oldoszer és eljards, amivel
minden novényi szovetbol minden vegyiiletcsoportba tartozd komponenst azonos
hatasfokkal tudunk kinyerni, ezért az extrakciok kivitelezését megeldzoen fontos lenne az
adott szovetre €s a célvegyiilet-csoportra kiolddsi mddszert fejleszteni.

2.10. Polifenolos vegyiiletek HPLC-PDA-MS/MS elvalasztasa és azonositasa

A novényi részekbdl késziilt extraktumok Osszetett kivonatok, hiszen az adott
extrakcios olddszer (pl. etanol, metanol, acetonitril, aceton, illetve ezeknek vizzel alkotott
elegyei, stb.) nemcsak azokat a vegylileteket oldja ki, amire épp kivancsiak vagyunk,
szamolnunk kell egyéb komponensek jelenlétével is. A kromatografids elvalasztas célja
az antioxiddns ¢és egyéb bioaktiv hatdsokért felelos vegyiiletek elvalasztasa és
azonositasa, ismeretlen vegyiiletek kutatasa, valamint ezen komponensek mennyiségi
meghatdrozasa. Az antioxidans hatasu vegytiletek elvalasztasa és azonositasa kiemelkedd
fontossdgu, mert azonositdsukkal megtudhatjuk, mely vegytiletek felelések egy novényi
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kivonat antioxiddns é&s egyéb (pl. egészségvédd) tulajdonsigaért. A szerkezeti
informaciok segitségével torténd azonositds soran eddig ismeretlen vegyiiletek leirasara is
sor keriilhet.

Altalanossagban egy kromatografias médszer olyan elvalasztis-technikai mddszer,
amelynél a minta alkotdinak elvdlasztdsa egy helyhez kotott allofazis és az ezzel
érintkezd, mozgo fluid fazis kozotti anyagatmeneten, valamint az egyes alkotdknak az
allofazissal valo eltéré kolesonhatasan alapszik. Ugy érjiik el a komponensek mozgasit,
hogy az allofazis felett pl. nyomadskiilonbség hatasdra aramlast hozunk Ilétre. A
komponensek a mozgofazisban, azzal azonos sebességgel haladnak, de amikor
kapcsolatba keriilnek az allofazissal, azon szerkezetiiktdl fliggben kiilonbozd idot
toltenek (visszatartddnak), emiatt az egyes vegyiiletek az eltérd fizikai, kémiai
tulajdonsagaik miatt a kromatografias allofazison torténd athaladas soran elvalasztodnak
egymastol.

Vizsgalataimhoz a nagy-hatdkonysagu folyadékkromatografia modszerét (HPLC)
alkalmaztam. A folyadékkromatografidas modszerek osztalyozasanak egyik alapja a
fazisok polaritasanak kiilonbsége. Ez alapjdn normal fazisi és forditott fazisu
nagynyomasu folyadékkromatografiarol beszélhetiink.

Az utobbi 20 évben a leggyakrabban alkalmazott modszer a polifenolos vegyiiletek
elvalasztasara a forditott fazisu nagynyomasu folyadékkromatografia (RP-HPLC) volt
(Robbins, 2003). Alapelve, hogy az all6fazis apolarosabb, mint a mozgdfazis, és ennek
kovetkeztében az apolaros komponensek erdsebben kotddnek az allofazishoz, mint a
polarosak (Burger, 2002). Ebbdl kiindulva allofazisként az esetek legnagyobb részében
Cis-as oszlopokat (az allofazisként alkalmazott szilikagél feliiletét Cig-as csoportokkal
modositjak, igy alkalmas lesz az apolaros vegyliletek elvalasztdsara) hasznalnak,
mozgofazisként pedig tobbféle oldoszert (altalaban viz és valamilyen szerves oldoszer
elegyét adott pH értékre pufferalva) hasznalnak, legtobbszor gradiens elicidt alkalmazva.
Mint-6sszetételtd]l fiiggden sokféle gradiens program alkalmazhato, az alkalmazott
szerves olddszerek tipusai azonban kevésbé valtozatosak: altaldban metanolt vagy
acetonitrilt alkalmaznak, ritkdbban propanolt, butanolt, tetrahidrofurant és etil-acetatot. A
vizes olddszerhez altaldban ecetsavat adnak, de kénsav, perklorsav, sésav alkalmazasara
is van példa (Robbins, 2003).

A mérés idotartama is széles intervallumban mozoghat, 30 és 150 perc k6zott. Néhany
modszert ugy fejlesztettek ki, hogy a kis és nagy molekulatomegli polifenolok is
elvalaszthatok legyenek, ami meghosszabbitja az analizis idejét.

Az elvalasztott polifenolos vegyiileteket megfeleld detektorral azonositjdk. A HPLC-
hez kotott detektorok korlatozottan hasznalhatok a komponensek azonositdsdra. Bar
alacsony kimutatasi hatarral rendelkeznek és jo az érzékenységiik, az UV, fluoreszcencia,
torésmutatd, fényszorddasi  vagy  elektrokémiai  detektorok  altal  nyujtott
molekulaszerkezeti informdciok hianyosak. Ennek kikiiszobolésére altaldban két vagy
tobb analitikai technikat hasznalnak kapcsoltan. Leggyakrabban atfolydcellas diddasoros
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(DAD/PDA) detektort haszndlnak, mely az ultraibolya (UV) illetve lathato (VIS)
tartomanyban mukodik, de a részletesebb és pontosabb szerkezeti- ¢s mennyiségi
informacidok kinyerése érdekében a HPLC-rendszert tomegspektrometrids detektorral
(MS) s osszekapcsoljak (HPLC-MS). A diodasoros detektor hasznélata esetében nem
csak egy hullimhosszon torténik a mérés, hanem egy tartomany detektaldsara kertl sor,
majd a mérés végeztével kivalasztjak azt a hullimhossz-tartomanyt, amire sziikség van.
Ennek az az elonye, hogy a kiilonb6zo fényelnyelésii komponensek egyszerre mérhetok.
A flavanolok mennyiségi meghatarozasa 280 nm-en, a flavonoidoké 300 nm-en, a
hidroxi-fahéjsavaké 320 nm-en, az antocianinoké 520 nm-en torténik. Az elvalasztott
komponensek UV-VIS szinképének vizsgalatara is lehetdség van ezzel a detektaldssal.

A tomegspektrométerekben semleges részecskékbdl ionokat allitunk eld, majd az
ionokat elektromagneses terek segitségével tomeg/toltés aranyuk szerint elvalasztjuk.
Fontos részelemei az ionforras, az ionoptika, a tomeganalizator és a detektor. Kiilonb6z6
ionizacids technikdk terjedtek el. Ezek koziil a legsokoldalubb az elektroporlasztasos
ionizacido (ESI), a matrixszal segitett lézer deszorpcidt (MALDI) féleg a nagy
molekulatomegli procianidinek elemzésére haszndljak, mig a kevésbé poldros
komponensek azonositdsdra az atmoszferikus nyomdsu kémiai ionizaciét (APCI)
alkalmazzak. A tomegspektrométer analizatoraként a repiilési id6 analizator (TOF) az
analit egzakt tomegét képes meghatirozni, az ioncsapda analizatorral az érzékenység
novelhetd ¢és ezzel a molekuldk szerkezetének kutatasara is lehetdség van. A
legegyszerlibb analizator az un. kvadrupdl analizator, melybdl egy (egyszeres kvadrupdl)
illetve harom (harmas kvadrupol) egység is keriilhet egy tomegspektrométerbe. A harmas
kvadrupdl (QqQ) rendszer leginkdbb a szelektiv mennyiségi meghatarozasra
alkalmazhatd.

Mivel kutatasom soran a polifenolok azonositasdra ESI ionizacios technikat €s harmas
kvadrupol/lineéris ioncsapda analizatort alkalmaztam, ezért ezekrol adok részletes leirast.

Az ESI technika viszonylag régi mddszer, fizikai alapjait Sir Geoffrey Taylor irta le
(Taylor, 1964), majd késdbb, 1988-ban John Fenn csapatanak sikeriilt demonstralnia azt,
hogy a nagy molekuldkat (pl. fehérjéket) képesek ionokként gazfazisba juttatni anélkiil,
hogy azok szerkezeti karosodast szenvedtek volna ((Meng et al., (1988), Fenn et al.,
(1989)). Ezutan mas kutatdcsoportok kozott mar gyorsan elterjedt az 0j technika, és ezzel
Uj ut nyilt meg a biomolekularis tudoményok teriiletén.

Az ESI technika azért nagyon elterjedt, mert széleskorlien alkalmazhatd olyan
mintdknal, amelyek folyékony halmazallapotban vannak, é&s igy kozvetleniil
Osszekapcsolhatd folyadékkromatografias eszkozokkel. A folyadék halmazallapotbol
kinyert ionokra jellemz6, hogy nagyon stabilak és nincsenek gerjesztett allapotban, az
ionizacid nagy hatékonysaggal megy végbe, tovabba a molekuldk tomege nem jelent
limitald tényezot az ionok 1étrehozéasanal (Wilm, 2011).

Az ESI-mddszer a 1agy ionizacids technikdk koz¢ tartozik, ami azt jelenti, hogy nagy

polaritasd, kevésbé illékony, vagy termikusan instabil komponensek szamara alkalmas
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ionképzésre. Mivel a képzdodott ionok legnagyobb része protonalt vagy deprotondlt
molekula, ezért bonyolult fragmens ionok nem képzddnek. Ennek kdszonhetéen kénnyen
meghatarozhatd a vegyiilet molaris tomege, és ez a technika széleskoriien alkalmazhato a
gyakorlatban (URL 13.).

Az ionok az ionforrasban valo 1étrejottiik utdn az interfészen keresztiil az analizatorba
keriilnek, ahol tomeg/toltés (m/z) hanyadosuk alapjan szétvalnak, és a detektorba
keriilnek. A kvadrupdl analizator négy darab parhuzamosan -elhelyezkedd, az
elektromossagot vezetd fémrudbdl, elektrodbdl all. Az ionforrasbdl szarmazo ionok a
négy fémrud kozott haladnak at. A rudakra egyen- és valtofesziiltséget is kapcsolnak ugy,
hogy az atlésan egymassal szemben 1év6 rudak szimultan kapcsolodnak 6ssze, az egymas
mellettick pedig ellentétes eldjeli potenciallal rendelkeznek. A két radpar még egy
radidfrekvenciaval vezérelt oszcillatorhoz is kapcsolodik. A 1étrehozott tér az ionok
haladési irdnyara merdleges. Az ionok az egyen- és valtéaram Osszesitett hatdsanak
kovetkeztében a haladasi iranyukra merdleges transzverzalist mozgast hajtanak végre. Az
elére halado ionok koziil a kationokat a pozitiv toltésti rudak taszitjak, a negativ toltéssel
rendelkez6 rudak pedig vonzzak. Mivel az oszcillator miikodése révén az elektrodok
toltése folyamatosan véltozik, igy az ionok is szabdlytalan mozgdst végezve haladnak
elore. Csak azok az ionok jutnak at az analizatoron keresztiil a detektorba, amelyek
végighaladnak a rudak k6zott, a tobbi ion a rudaknak csapddva elveszik.

A kvadrupol analizator eldnye, hogy pozitiv €s negativ t6ltésli ionok analizatoraként is
mikodik. A miszer méretének valtoztatasaval bedllithaté az analizator alkalmazasi
tartomanya is. Ha noveljiik a fém rudak hosszat (5-20 cm), azzal a felbontoképességet is
nagyobb irdnyba valtoztatjuk, a fém rudak keresztmetszetének novelésével pedig az
analizator érzékenységét novelhetjiik, ugyanis ezaltal a vizsgalandoé ionok m/z aranyanak
tartomanya kisebb lesz (Burger, 2002).

Kutatdsom soran a polifenolos vegyiiletek profilozasat és szerkezeti vizsgalatat a
tandem tomegspektrometria segitségével végeztem, aminek alapja egy harmas kvadrupdl
analizator. Az altalam hasznalt tomegspektrométer esetében a madasodik kvadrupol
itk6zési cellaként, a harmadik kvadrupol linearis ioncsapdaként is hasznalhatd, ami a
kimutatasi hatart csokkenti, €s a késziilék érzékenységét a hagyomanyos harmas
kvadrupol tomegspektrométerekhez képest jelentésen noveli. A kvadrupdl analizéatort
kétféleképpen hasznalhatjuk: pasztazo (scan) vagy szird (park) iizemmodban.

A tomegtartomany pasztdzasa sordn az egyen-¢s valtéaram folyamatosan valtozik, és
ennek eredményeképpen a teljes tomegtartomany feltérképezésére sor keriil. Az igy
kapott tomegspektrumok mindségi informacidt nyujtanak. A pdsztdzo lizemmod
hatuliitéje, hogy az igy miikodd kvadrupdl kis érzékenységre &s lassi pdsztizasi
sebességre képes, ezért a mennyiségi meghatirozast igénylé méréseknél a sziird
tizemmod alkalmazésa terjedt el (URL 14.).

A héarmas kvadrupol tomegspektrométerek (15. dbra) esetében az ionok harom

egymast kovetd kvadrupdl analizatoron repiilnek keresztiil. A harom kvadrupdl megfeleld
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programozdsaval és iddbeli egymdshoz hangoldsaval kiilonbozd ,kisérletek” hajthatok
végre, melyek szelektiv mindségi (molekula tomegének és szerkezetének vizsgalata
céljabol), illetve mennyiségi analizist tesznek lehetdve.
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15. abra A harmas kvadrupdl/linearis ioncsapda elrendezésti MS detektor felépitése (URL 15.).

A polifenolok elvalasztisara és azonositasara a 16. dbrdn lathaté HPLC-PDA-
MS/MS késziiléket hasznaltam.

16. abra A polifenolok elvalasztisara és meghatarozasara alkalmazott HPLC-PDA-MS/MS-késziilék.

A harmas kvadrupollal rendelkezd tomegspektrométer lehetséges tizemmodjai koziil
az MRM (Multiple Reaction Monitoring — kivalasztott ionfolyamat kovetése)
tizemmodot, illetve az Osszetett IDA funkcidt (Information Dependent Acquisition —
informéaciofiiggd analizis) (mely egy EMS (Enhanced MS) és azt kovetd EPI (Enhanced
Product Ion) iizemmoddot alkalmaz) hasznaltam.

Az MRM tlizemmod (17. abra) els6sorban mennyiségi meghatarozasra alkalmazhatd.
Miikoédése soran az elsd kvadrupdl ,kiszlri” az adott, szamunkra érdekes m/z értékkel
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rendelkezd iont (anyaion) ugy, hogy az attol eltérd m/z értékii ionok nem jutnak at a Q1

kvadrupolon (Q1:park).
Ms' cp MS?2
(] \ 3
_sonmanls. ] ([ —
OHEA —

Q1 Q2 Q3
17. abra A kvadrupol analizator MRM tizemmodja (Pisitkun et al., 2007).
Roviditések: MS':anyaion képzddése, CID: collision-induced dissociation, iitkozés hatdsara leanyionok
keletkeznek, MS?: leanyionok meghatarozott m/z értékkel jutnak a detektorba, Q1: elsé kvadrupél, Q2:
masodik kvadrupol (iitk6zési cella), Q3: harmas kvadrupdl.

Az tkozési cellaban (Q2) géazbevezetés (pl. nitrogén) hatasara bekovetkezik az
anyaion fragmentacidja, és létrejonnek az adott vegyiiletre jellemzd lednyionok. A
képz6dott leanyionok a harmadik analizatorba keriilnek, ahol csak a meghatarozott m/z
értékli, az anyaion fragmentdcidjara egyértelmiien jellemzd lednyion jut tovabb a
detektorba (Q3: park).

Az MRM-mod dupla tomegsziiroként mitkodik, képes drasztikusan csokkenteni a zaj
szintjét, €s novelni a meghatarozas szelektivitasat (Schreiber, 2010). A kiemelkedd
szelektivitds azzal magyardzhatd, hogy annak ellenére, hogy tobb molekula is
rendelkezhet azonos moldaris tomeggel, annak a valdszinlisége, hogy ezek a fragmentacid
soran ugyanolyan leanyionokat képeznek, nagyon kicsi. Tehat ha az anyaion-leanyion
atmenetet hatarozzuk meg, akkor sokkal kisebb a lehetdsége annak, hogy mas vegyiiletet
mériink, mint amilyenre kivancsiak vagyunk. Ezaltal a mérés sokkal érzékenyebb, mert
sokkal nagyobb a jel/zaj ardnya, ¢s ezzel egylitt a kimutatasi hatéar is csokken (URL 16.).
Ennek megfelelden az MRM iizemmoddot mennyis€égi meghatarozasra hasznaljuk. A
gyakorlatban egy vegyiiletre legalabb 2 MRM atmenetet figyeliink, ebbdl egyet a
mindségi azonositdsra (qualifier) a masikat a mennyiségi azonositasra (quantifier)
hasznalunk. A vegyiilet mindségi azonositasdhoz természetesen a kromatografids
retencids adatokat is felhasznalhatjuk.

Az IDA funkcid alapja, hogy iddbeni program alapjan a legnagyobb intenzitdssal
rendelkez6 anyaionok fragmentalédnak az titk6zési celldban. Ennek az elve a 18. dbrdn
lathat6. Egy IDA ciklus a kovetkezOképpen irhatdo le: egy adott idopillanatban a
tomegspektrométer Q1 tartomanyaba jutd ionok feltérképezésre (survey scan) keriilnek
(Q1: scan). Ebbdl a tomegspektrumbdl egy algoritmus kivélasztja a kivant szdmu
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legintenzivebb anyaiont. A kovetkezd idOpillanatokban a Q1 tartomédny a kivalasztott
anyaionokat egymas utan rendre atengedi (park), a Q2 fragmentalja, a Q3 tartomanyban
pedig a leanyionok, fragmensek pasztazasa torténik meg (dependent scan). Megfeleld
programozdas esetén az Osszes kivalasztott anyaionrdl részletes fragmentacios (MS")
spektrum nyerhetd, melybdl a molekula szerkezetére vonatkozdan nyerhetd informéciod
(molekulatomeg, szerkezet, stb.). Természetesen a tomegspektrométer ,,gyorsasaga”, a
kromatografidas csucs szélessége és a vegyliletek koncentracidja gatat szab az egy
ciklusban (100-1000 msec) felvehetd értékelhetd fragmentacids spektrumok szamanak.

A kivélasztott anyaionok

nagyfelbontasd MS/MS
IDA spektruma
1
9 : 1
= 3 4 A 10 legintenzivebb I | | || |
g 5 anyaion | | 1 |
L 6 7
= 9 5
Far
20 il | (LN |||
]Jh .I_ 10
mjfz
{ ill | | | | III

18. abra Az IDA mérési méd elmélete (URL 17.).

Osszefoglalas. A novényi szovetek antioxiddans paramétereinek meghatdrozasdra
sokféle modszert dolgoztak ki, mivel a szovetekben lévo antioxidansok is nagyon sokfélék.
Ha egy kivonat atfogo antioxidans kapacitasat kivanjuk meghatdrozni, egyszerii, gyors és
koltséghatékony modon, akkor érdemes a szabad gyokok megkotésén alapulo
spektrofotometrias modszereket vdlasztani. Ha azt is szeretnénk tudni, hogy milyen
vegyiiletek tehetok ezekért a tulajdonsdagokert felelossé, akkor mas eszkozokhoz is kell
folyamodnunk, pl. a HPLC-PDA-MS/MS technikdhoz.
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3. CELKITUZESEK

Kutatdsom elsddleges célja a Magyarorszagon eldforduld legfontosabb erdei fafajok
levelébdl és kérgébol késziilt kivonatok antioxidans tulajdonsagainak Osszehasonlito
vizsgalata, valamint az antioxidans hatdsért felelds polifenolok mindségi és mennyiségi
meghatarozasa volt. Fontosnak taladltam meghatarozni, hogy mely kivonatokban, milyen
koriilmények kozott mérhetok a legnagyobb értékek, igy ennek segitségével a
késObbiekben a kivonatok ipari alkalmazasat is fontolora lehet venni.

1. Elsé 1épésként a mintavételi-, minta-elokészitési- ¢és extrakcids eljarasok
Osszehasonlitasat tiiztem ki célul, azok optimalasanak érdekében.

2. Célom volt a kivalasztott erdei fafajokbdl vett levélmintdk antioxidans
paramétereinek 6sszehasonlitd vizsgalata a vegetacios idoszak kiilonb6zo pontjain,
hogy megallapitsam, mikor rendelkeznek a legmagasabb antioxidans kapacitassal a
levelek. Ennek érdekében hasonld elven miikodd, de mas gyokot alkalmazo
mddszerekkel mértem az antioxidans kapacitds értékeket, meghataroztam az dsszes
polifenol-tartalmat, tovabba az 6sszes flavonoid-tartalom ¢€s az Osszes flavan-3-ol-
tartalmat. A fafajokat ugy valasztottam ki, hogy legyen kozottiik olyan, aminek
antioxidans kapacitdsdra taldlni irodalmi példat, és olyan is, amit még nem
vizsgaltak ebbdl a szempontbol.

3. Célul tliztem ki a magyarorszagi, erdészeti €s faipari szempontbdl is jelentds erdei
fafajok kiilsé- €s belsd kérgének antioxidans kapacitas értékeinek €s polifenol
tartalmainak 6sszehasonlitd vizsgalatat.

4. Célom volt kivalasztott fafajok és szovetek esetében (a kivalasztas szempontja vagy
a nagy mennyiségben valo elofordulas, vagy a kiemelkedd polifenol-tartalom ¢€s
antioxidans kapacitds értékek voltak) a polifenolos antioxiddnsok elvalasztasa
valamint tomegspektrometrids mindségi €s mennyiségi vizsgalata HPLC-PDA-
MS/MS technika segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérletek, mérések helye

A minta-elokészitést és az antioxidans kapacitds méréseket a Soproni Egyetem
Erdémérnoki Kar Kémiai Intézetében, mig a HPLC-PDA-MS/MS-meghatdrozasokat a
Természeti Eréforrasok Kutaté Koézpontban végeztem.

4.2. Novényi mintak és mintavétel, vizsgalatok iitemezése
4.2.1. Levélmintak gyiijtése

A levélmintik gytijtése a Soproni Egyetem El6 Novénygytijteménye (Botanikus Kert)
teriletén tortént. A vizsgalt fafajok egyedei ennek megfeleléen ugyanolyan termohelyi,
kornyezeti paramétereknek voltak kitéve. Olyan fakat valasztottam, amelyek érett koruak
¢s egészségesek voltak. Fajonként egy reprezentativ egyedrdl tortént mindig a mintavétel.
A leveleket a lombkorona 3-4 méteres magassagabdl, ugyanazokrol az dgakrdl vettem,
délelott 8-11 ora kozott. A lombhullatd fak esetében fajonként és mintavételenként
hozzavetdlegesen 15 arnyék- és 15 fénylevelet gylijtéttem be. A tllevelil fak esetében 3
agvégnyi levelet vizsgaltam, ezek mennyiségét 300 db-ra becsiiltem. Megjegyzem, hogy
a levelek darabszdma csak irdnyérték, hiszen az egyes fafajok leveleinek a mérete
rendkiviil kiilonbozo lehet. Osszességében 18-20 gramm mennyiségii levelet gytijtottem
be mintavételenként (a mikrohulldmt enzim inaktivalas vizsgéalata soran ennek a
duplajat). Arnyéklevélnek azt tekintettem, amely levél a nap nagy részében nem kapott
direkt napfényt, a fénylevelek pedig a nap jelentds részében kozvetlen napsugarzasnak
voltak kitéve. A begylijtott fény- és arnyékleveleket homogenizaltam és egy reprezentativ
mintanak tekintettem. Ezekbdl a mintdkbdl torténtek a vizsgalatok, kivéve, amikor
valamilyen okbdl egyéb mas mintdkat is vettem mads idOpontokban. A mintavétel
koriilményeinek standardizaldsaval igyekeztem a levelek antioxidans tulajdonsdgait
befolyasold kiils6 paraméterek hatasait, valamint a lombkorona inhomogenitdsdbdl adodo
eltéréseket csokkenteni.

A levelek begylijtése nejlon zacskokba tortént, a lehetd legtobb levegd kizarasaval. A
mintakat hlitétaskaba gytlijtottem, és feldolgozasig (kb. 1 o6ra) 4 °C-on tartottam Oket.
A szezonalis valtozas vizsgélata (2014. majus-szeptember) soran a mintavétel a honapok
kozel azonos napjain (egy-két nap eltéréssel) zajlott, igy a mintavételek k6zott 29-31 nap
eltérés volt.
A napon beliili valtozas vizsgélata soran (2014. julius 7-én) a csertolgy esetében kiilon
gyljtéttem a fent megadott (18-20 grammnak megfeleld mennyiségli) fényleveleket,
arnyékleveleket, és ezen kiviil még un. félarnyékos leveleket is, amelyek a napsiitéses
orak egyik felében kaptak napsugarzast, a nap masik felében pedig arnyékban voltak. A
mintavételt a 7. tabldzatnak megteleld idopontokban végeztem el egy napon beliil,

igyelve arra, hogy az adott tipusu levelet mindig a fanak ugyanarrdl az dgairdl vegyem.
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7. tablazat Levélmintavétel a csert6lgy esetében 2014. julius 7-én.

4.2.2. Vizsgalatok levélmintakbol
A 8. tabldzatban lathatok a vizsgdlt fajok és a mintdkbdl elvégzett vizsgalatok.
Elészor a mikrohulldmt enzim inaktivalds hatdsat vizsgaltam (2013. oktéber. 4.-i
mintavétel) a levélszovetek esetében. A fajonként 18-20 g-nak megfeleld levelet
inaktivaltam 700 W-on 2 percig Ceni et al. (2009) munkdjat alapul véve. A
mikrohullammal nem kezelt levelekbdl is készitettem extraktumokat. Ebben az esetben a
mintavétel utan a levelek 5 napig laborkliman (18 °C-on), sététben széaradtak a
mikrohullammal kezelt levelekkel egylitt, az extrakcid ezutan tortént meg.

Idépont Faj Latin név Elvégzett vizsgalatok
Nagyleveli hars Tilia platyphyllos Scop.
Biikk Fagus sylvatica L.
) Keleti gyertyan Carpinus orientalis Mill. Mikrohulldmu kezelés hatdsa
?3 Szelidgesztenye Castanea sativa Mill. _ Extraktanyag-tartalom
{a Vadgesztenye Aesculus hippocastanum L. Ossz.es p o’lifenol-ta.rtﬁlom
é Korai juhar Acer platanoides L. Antioxidns kapac1tasolf
- (DPPH, FRAP, ABTS). Biikk
§ Hamvas éger Alnus incana (L.) Moench. levél kivonat HPLC-PDA -
Fehér akac Robinia pseudoacacia L. MS/MS vizsgalata
Molyhos t6lgy Quercus pubescens Willd.
Magas koris Fraxinus excelsior L.
Biikk Fagus sylvatica L.

Ko6zonséges gyertyan

Carpinus betulus L.

Oldészer optimalas
Szezonalis és napon beliili

Molyhos tolgy Quercus pubescens Willd. véltozas vizsgalata
_ Nyar Populus x euramericana Dode Extraktanyag-tartalom
2 Fehér akdc Robinia pseudoacacia L. Osszes polifenol-tartalom
5 . .
R} Korai juhar Acer platanoides L. Osszes flavonoid
g 51 . Osszes flavan-3-ol
< Csertdlgy Quercus cerris L. Antioxidans kapacitasok
S Szelidgesztenye Castanea sativa Mill. (DPPH, FRAP, ABTS)
Kocsanyos tolgy Quercus robur L. Gyertyan kivonat
Kocsénytalan tolgy Quercus petraea Liebl. komponenseinek HPLC-PDA-
. B . . MS/MS elvalasztasa és
Erdeifenyo Pinus sylvestris L. ,
azonositasa
Feketefeny6 Pinus nigra J. F. Arnold

8. Tablazat A levélvizsgalatokhoz felhasznalt fafajok és az elvégzett vizsgalatok.

A mikrohullammal eldkezelt és nem eldkezelt biikk levél extraktumok esetében

elvégeztem a polifenolok HPLC-PDA-MS/MS analizisét abbol a célbol,

hogy

megallapitsam, okoz-e a mikrohullamu inaktivalas valamilyen valtozast a polifenol
profilban. A kezeletlen minta 5 napos szaritasara azért volt sziikség, hogy ugyanakkora
egyensulyi nedvességtartalma legyen a mikrohulldmmal kezelt és a nem kezelt mintanak,
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nehogy az eltérd nedvességtartalom miatt adédjanak kiilonbségek a cstcsteriiletekben a
kromatografias elvalasztas soran.

Ezutdn a levélmintdk esetében mar csak a mikrohullammal inaktivalt szovetekbol
késziilt extraktumokat vizsgaltam. 2014 m4jusaban elvégeztem az extrakcids olddszer-
Osszetétel hatdsdnak vizsgdlatat ultrahangos extrakciot alkalmazva. Ennek alapjan
meghatdroztam melyik elegy a leghatékonyabb az antioxidansok kivonasara a vizsgalt
erdei fak levélszoveteibol. Ezutan a levelek antioxidans paraméterei és fenolos vegyiiletei
mennyiségének szezondlis valtozasat tanulmanyoztam (2014. majustol-szeptemberig tartd
iddszakban). A kémiai paraméterek egy napon beliili valtozdsdanak vizsgalatat a csertolgy
esetében végeztem el a 2014. juliusi mintavétellel egybekotve a 7. tdbldzat alapjan. A
vizsgalati sorozat végén a legjobb antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezd kivonatokbol
elvégeztem a polifenolos antioxidinsok HPLC-PDA-MS/MS elvalasztasat és

azonositasat.

4.2.3. Kéregmintak gyiijtése

A mintdkat a Soproni Tanulmanyi Erddgazdasag Zrt. Hegyvidéki Erdészetének
allomanyabdl szarmazd faegyedekrdl vettem. Mivel mindegyik fafaj példanya azonos
mintateriiletr6]l szdrmazott, a klimatikus valamint egyéb kornyezeti hatdsok is hasonldak
voltak. A mintavétel soran olyan fak keriiltek kivdlasztdsra, amelyek érett koruak
(mellmagassagi torzsatmérdjilk 30-50 cm) és egészségesek voltak. Mindegyik fafaj
esetében egy reprezentativ torzsrdl vettem mintat, kivéve a biikkot, ahol 6sszesen 3 torzs
mintavételezését hajtottam végre. Minden faj esetében kozvetleniil a dontés utan tortént a
mintavétel. A kéreg lehantasat 1,5 - 3 méter kozti magassagbol fejsze segitségével
végeztem el, 5 kg mennyiségben (kivéve a biikk esetében, ahol 2 kg-nyi kérget
gyljtottem be). A kéregmintdkat azonnal a laborba vittem és megkezdtem a feldolgozast.
Eloszor a kérget szikével szétvalasztottam hancsra és a héjkéregre. Ez alol a kozonséges
gyertyan ¢s a biikk volt a kivétel, ugyanis e fafajok kérge legtobbszor tul vékony ahhoz,
hogy ezt a két réteget precizen el lehessen valasztani (gyertan) illetve a hancs jelentdsen
vastagabb, mint a rendkiviil vékony héjkéreg (biikk). Ezért a gyertyan esetében az egész
kéregmintat, a biikk esetében csak a hancsot vizsgaltam. A szétvalasztott frakcidkat
kalapacsos daraloval daraltam, majd szitaltam és a 0,2-0,63 mm méretli szemcsefrakciot

hasznaltam fel a vizsgdlataimhoz (kivéve a biikk mintak esetében).

4.2.4. Vizsgalatok kéregmintakbol

A 9. tablazatban lathatok a mintavételi idopontok, a kéregvizsgalatokhoz felhasznalt
fafajok €s a mintakbdl elvégzett vizsgalatok.

Az els6 mérések a bikk (Fagus sylvatica L.) kéregbdl torténtek, a vizsgalatok célja az
extrakcios modszer és olddszer optimalasa volt blikk kéregre (2014. januar — Optimalas
I). A mintagytjtés (2 kg) és elokészités az el6zo fejezetben ismertetett modszerrel tortént.
A kéregmintdkat ezutan mikrohullamu kezelésnek vetettem ala (250 g-os adagokat 700
W-on 2 percig), inaktivdlva a polifenolokat oxidalé enzimeket (Makk et al., 2013), majd
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1 napig levegdn, laborkliman (18 °C-on), sotétben szaritottam. A mintdk egy masik részét
nem kezeltem mikrohulldmu sugarzassal, azt 2 napig szaritottam laborkliman (18 °C-on),
sotétben. A kéregdarabokrdl a hancsot raspoly (8 grain) segitségével kiilonitettem el, és a
tovabbiakban ezt vizsgaltam. A kapott szemcsék mérete Osszemérhetd volt a tobbi
kéregvizsgalat esetében kapott szitdlt (0,2-0,63 mm) frakciok szemcseméretével. Az
extraktumok elkészitése rogton ezutdn tortént meg a mikrohulldimmal inaktivalt
mintakbol.

A mikrohulldmmal elokezelt €s nem eldkezelt (csak 2 napig szaritott) mintdk esetében
azonos koriilmények kozt végeztem egy-egy extrakciot. Az extraktumokat HPLC-PDA-
MS/MS eljarassal vizsgaltam abbdl a célbol, hogy megallapitsam, okoz-e a mikrohullamu
inaktivalas valamilyen valtozast a biikk kéreg polifenol profiljaban. A kezeletlen minta
szaritdsara azért volt sziikség, hogy ugyanakkora egyensulyi nedvességtartalma legyen a
mikrohullammal kezelt és a nem kezelt mintdnak, nehogy az eltéré nedvességtartalom
miatt adodjanak kiilonbségek a csucsteriiletekben a kromatografias elvalasztas soran.

Id6épont Faj Latin név Elvégzett vizsgalatok
Optimalas I. - Extrakcios modszer és
- oldészer
~§ Extraktanyag-tartalom
8 . ) Osszes polifenol-tartalom
< Biikk Fagus sylvatica L. Antioxidans kapacitasok
S (DPPH, FRAP, ABTS)
HPLC-PDA-MS/MS elvalasztas,
profilozas
& Fehér nydr Populus alba L. Optimalas II’. - Mlkrghul}amu kezelés
s hatasanak vizsgalata
< =
& Fehér akac Robinia pseudoacacia L. "Extraktan.yag tartalom
< Osszes polifenol-tartalom
S Kocsanvtalan 51 , Licbl Antioxidéans kapacitdsok
Q ocsanytalan tolgy Quercus petraea Liebl. (DPPH, FRAP, ABTS)
Fekete nyar Populus nigra L.
. , Extraktanyag-tartalom
St Py
2 Kozo6nséges nyir Betula pendula ROtl.l Osszes polifenol-tartalom
qE) Vorosfenyd Larix decidua Mill. Osszes flavonoid-tartalom
,ﬂé Erdeifenyd Pinus sylvestris L. Osszes flavan-3-ol-tartalom
= Fekete cseresznye Prunus serotina Ehrh. Antioxidans kapacitdsok
) . . ) (DPPH, FRAP, ABTS)
S\ Ko6zonséges gyertyan Carpinus betulus L.
Szelidgesztenye Castanea sativa Mill.

9. tablazat A kéregmintak, és az azokbdl elvégzett vizsgalatok.

A 2014. februari mintavétel esetében a fo cél a mikrohullamu kezelés hatdsanak
vizsgalata volt tobb fafaj esetében, az optimalis extrakcids moddszert alkalmazva. A
vizsgalt fafajok kérge dontés utan a 19. abrdn 1athato.

19. abra Az akéc, a fehér nyar, a kocsanytalan t6lgy torzse (balrol jobbra, sorrendben) dontés utan 2014
februarjaban.
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A mintavétel és a kéregmintak elkiilonitése a korabban mar ismertetett modszerek
alapjan tortént. A mintak egyik felét a mar ismertetett eljarassal mikrohulldmu
inaktivalasnak vetettem ald, a madsik felét laborkliman szaritottam a biikk kéreghez
hasonléan. Ezutdin a kéregmintdkat ledaraltam, szitdltam, majd elkészitettem az
extraktumokat.

A 2014. decemberi mintavétel esetében az optimalis extrakcios mddszerrel €s olddszerrel,
mikrohullamu inaktivalds nélkiil, a kivalasztott magyarorszagi erdei fafajok kéreg
extraktumaibol meghataroztam az antioxidans kapacitds értékeket, valamint a fenolos

vegyiiletek mennyiségét.

4.3. Felhasznalt vegyszerek, reagensek

A kromatogafias célra hasznalt kétszer desztillalt viz a Soproni Egyetem Erddmérndoki
Kar Kémiai Intézetében késziilt. A HPLC-mindségli metanol és LS-MS mindségl
acetonitril a VWR-t6l (VWR International, Budapest, Magyarorszag) szarmazott. A (+)-
katechin, kvercetin, aszkorbinsav, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxilsav
(trolox), ABTS, kalium-perszulfat, DPPH, 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), vas(Ill)-
klorid, p-dimetil-amino-fahéjaldehid (DMACA), ecetsav, hangyasav, natrium-acetat,
kalium-acetat, sosav, kénsav, natrium-karbonat, dikdlium-hidrogén-foszfat és kalium-
dihidrogén-foszfat a Sigma-Aldricht6l (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) kertlt
beszerzésre. A Folin-Ciocalteu-reagenst a Merck (Darmstadt, Németorszag) gyartotta.

4.4. A mérések soran hasznalt miiszerek és eszkozok

A mikrohullamu kezelés végrehajtasa hagyomanyos haztartasi mikrohullamu siitével
tortént. A levélmintak dardldsa haztartasi kdvédaraloval, a kéregmintdk dardlasa Retsch
SK3 tipusu kalapacsos daralo (Retsch GmbH, Haan, Németorszag) segitségével tortént.
Az extraktanyag-tartalom meghatarozasahoz és a kéreg/levélmintdk szaritasdhoz
szaritészekrényt hasznaltam, melyet 70 °C-ra allitottam.

Az ultrahangos extrakciohoz Elma Transsonic T570 (Elma Schmidbauer, Singen,
Németorszag) ultrahangos fiirdot, a magneses kevertetéshez IKA RO 15 P (IKA Werke,
Staufen, Németorszag) tipusi magneses keverot hasznaltam. A mikrohullammal segitett
extrakcidohoz a Michem MD6 A/C (Peking Michem Instrumentation, Peking, Kina)
késziiléket hasznaltam. Ez a feltard berendezés alkalmas Osszetett mintdk inert (teflon)
edényzetben emelt nyomason és homérsékleten megvalosithato extrakcidjdhoz vagy akar
feltarasahoz is. A késziilék mikrohulldmu frekvencidja 2450 MHz, a programozhatd
homérséklet-tartomanya 0-300 °C. A maximalis nyomds (mely a felfiités hatdsara
autémakikusan képzddik a mintatértben) 6 MPa.

A spektrofotometrids méréseket az U-1500-as spektrofotométeren végeztem el
(Hitachi, Tokid, Japan). A polifenolos vegyiiletek elvalasztasat egy Shimadzu LC-20
tipusu folyadékkromatograffal hajtottam végre, azonositasuk pedig Shimadzu SPD-
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M20A (Shimadzu Corporation, Kyotd, Japan) tipusu diddasoros detektorral és AB Sciex
3200 QTRAP héarmas kvadrupol/linedris ioncsapra tomegspektrométerrel (AB Sciex,
Framingham, USA) tortént.

4.5. Mintak extrakcioja

4.5.1. Levélmintak extrakcidja

A légszaraz/mikrohulldimmal kezelt daralt levelekbdl analitikai pontossaggal 0,2 g-ot
centrifugacsobe/csiszolatos Erlenmeyer-lombikba mértem. Hozzaadtam 20 ml olddszert
(viz / metanol:viz 80:20 v/v% / etanol:viz 80:20 v/v%), majd méagneses kevertetés esetén
24 oran keresztil fénytdl elzarva, szobahdmérsékleten kevertettem. Ultrahangos
extrakcid esetében ugyanilyen bemérési aranyok mellett 2x10 percig ultrahangoztam,
tigyelve arra, hogy az ultrahangos kadban 1év0 viz homérséklete ne emelkedjen 30 °C
folé. Az extrakcid utan a kivonatokat 0,45 pum pdrusatmérdjii fecskenddszliron sziirtem,
sOtétitett barna tivegekbe toltottem, és felhasznalasig fagyasztoban taroltam oket -20 °C-
on.

4.5.2. Levelek extraktanyag-tartalmanak meghatarozasa

Az elkésziilt kivonatokbol mlianyag bemérdcsonakba pipettaztam 5,0 ml extraktumot,
majd szaritoszekrényben 70 °C-on szdritottam, amig az olddszer teljes mennyisége el
nem parolgott (koriilbeliil 4-5 6ra). Az extraktanyag értékét (mg/ml) a DPPH ICsy-érték
kiszamitasahoz hasznaltam fel.

4.5.3. Levelek szarazanyag-tartalmanak meghatarozasa

A levelek esetében nem végeztem kiilon szarazanyag-tartalom meghatarozast, mivel
egy kisérletben ezt elvégezve a mikrohullimmal kezelt és a 1égszaraz levelek
szarazanyagtartalma minden esetben 99% feletti volt.

4.5.4. Kéregmintak extrakcidja

Az eldkészitett kéregmintakbdl 0,15/0,20 g-ot mértem be analitikai pontossaggal, majd
15/20 ml olddszert (viz / metanol:viz 80:20 v/v% / etanol:viz 80:20 v/v%) adtam hozza.

Az elsé vizsgalati sorozatban, 2014. januarjdban a biikk kéreg esetében tobbféle
extrakcids moddszert és olddszert alkalmaztam, hogy megtudjam, melyik modszer és
olddszer a legalkalmasabb a kéregben taldlhatdo antioxiddns hatasti vegyliletek
kinyerésére. Ennek sordn magneses kevertetés esetében 2/5/24 o6ran keresztiil fénytol
elzartan, szobahomérsékleten tortént az extrakcid. A mikrohullammal segitett extrakcid
esetében 10/20 percig 60 °C-on/80 °C-on/100 °C-on/120 °C-on tortént az extraktum
készitése. Ultrahangos extrakcid esetében pedig 10/20/30 percig ultrahangoztam a
mintakat szobahomérsékleten. Olddszerként metanol:viz 80:20 v/v%, etanol:viz 80:20
v/v% elegyet ¢és vizet alkalmaztam. Az extraktumokat 0,45 pm porusdtmérdji
fecskenddszlirdn szilirtem, €s sotétitett barna tivegekbe toltdttem azokat. Felhasznalésig
fagyasztoban taroltam Oket -20 °C-on.
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A masodik vizsgalati sorozatban, 2014 februarjdban a fehér nyar, akac és
kocsanytalan tolgy esetében a biikk kéregre kapott eredmények alapjan ultrahangos
modszerrel 20 perces extrakcids idot €s metanol:viz 80:20 v/v% elegyet alkalmazva
készitettem el a kivonatokat, amiket 0,45 pm pdérusatmérdjii fecskenddsziirdn sziirtem, €s
sotétitett barna tivegekben -20 °C-on taroltam.

A harmadik vizsgalati sorozatban, 2014 decemberében a fekete nyar, a kozonséges
nyir, a vorosfenyo, az erdeifenyo, a fekete cseresznye, a kozonséges gyertyan és a
szelidgesztenye esetében szintén 20 percig ultrahangozva, metanol:viz 80:20 v/v%
eleggyel készitettem el a kivonatokat. Ezutdn sziirtem, és felhasznaldsig fagyasztoban
taroltam azokat.

4.5.5. Kéregmintak extraktanyag-tartalmanak meghatarozasa

Az elkészilt kivonatokbol mlianyag bemérdcsonakba pipettaztam 5,0 ml extraktumot,
majd szaritoszekrényben 70 °C-on szdritottam, amig az olddszer teljes mennyisége el
nem parolgott (koriilbeliil 4-5 6ra). Az extraktanyag értékét (mg/ml) a DPPH ICsy-érték
kiszamitasahoz hasznaltam fel.

4.5.6. Kéregmintak szarazanyag-tartalmanak meghatarozasa

A 2013. decemberi és a 2014. februari mintavétel esetében a kezelt és nem kezelt
mintak laborkliman torténd szaritasat kovetden, a 2014. decemberi mintavétel soran a
mintavétel utan tortént a szarazanyag-tartalom meghatarozas. A szaritoszekrényben 105 +
2 °C-on kiszaritott ¢és exszikkatorban lehltott mérdedényt fedéllel egyiitt analitikai
mérlegen lemértem (M), majd a felapritott mintabdl 5-10 g-ot bemértem ¢és ismét
lemértem a mérdedényt fedéllel egyiitt (A). Ezutan a mintét szaritdszekrénybe helyeztem,
€s 105 £ 2 °C-on 5-6 dran keresztiil szaritottam. Miutdn exszikkatorban kihtlt, ujra
lemértem a méréedényt és a fedelét (B). A szarazanyag-tartalmat a kovetkezo képlettel
szamitottam ki:

S7Z% = 100 — AM 100

4.6. Vizsgalati modszerek
4.6.1. Antioxidans kapacitas értékek meghatarozasa
4.6.1.1. Folin-Ciocalteu-féle dsszes polifenol-tartalom

Az 6sszes polifenol-tartalmat Singleton és Rossi (1965) mddszere alapjan hatdroztam
meg. 20 pl extraktumhoz 480 pl metanol:viz 80:20 v/v% elegyet, majd 2,5 ml Folin-
reagenst, koriilbelil 1 perc mulva 2 ml 0,7 M Na,COs-oldatot adtam. Ezt pontosan 5
percig 50 °C-os vizfiirddbe helyeztem, majd hiitdvizbe téve, lehiilés utdin 760 nm-en
mértem a kék szinii reakcidoldat abszorbancidjat spektrofotométerrel. Minden kivonatbol
3 péarhuzamos mérést hajtottam végre. A mennyiségi meghatirozasdhoz kvercetint
hasznaltam standard vegyiiletként. Az eredményeket mg kvercetin/g szarazanyagban (mg
Q/g sz.a.) adtam meg. A szdrazanyag (sz.a.) a levél/kéreg szaraz tomegét jelenti. Az
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irodalomban a Folin-Ciocalteu-féle Osszes polifenol-tartalmat a meghatarozas elve
alapjan antioxidans kapacitast méré modszerként tartjdk szamon, azonban az
eredményeim ismertetésénél a tobbi Osszfenolos paraméterrel egyiitt targyalom, mert
logikailag oda sorolhato.

4.6.1.2. ABTS-modszer

Az ABTS-gyok elszintelenedésén alapuldé modszert Stratil et al. (2007) leirdsa alapjan
végeztem el. A meghatarozas els6 1épéseként az ABTS-gyokot készitettem el a
kovetkezoképpen: kalium-perszulfat- (125 mmol/l) és ABTS-oldat (7,0 mmol/l) 1:49
aranyu elegyét 12 Odrara sotétben, szobahdmérsékleten 4allni hagytam, hogy a
gyokképzodes végbemenjen. Ezt kdvetden a gyokot tartalmazo oldat abszorbancidjat pH
7,4 foszfat-pufferrel higitva 0,650-re allitottam be. A kivonatokbdl 40 ul-t mértem be,
hozzaadtam az ABTS-gyok oldatabdl 1960 pl-t -t €s az oldat abszorbancidjat 734 nm-en
10 perc vérakozédsi idd utdn mértem. A kalibracios egyenes felvételéhez standard
vegyiiletként troloxot hasznaltam. Minden kivonat esetében 3 parhuzamos mérést
hajtottam végre, €s az eredményeket mg trolox/g szarazanyagban (mg T/g sz.a.) adtam
meg. A szarazanyag (sz.a.) a levél/kéreg szaraz tomegét jelenti.

4.6.1.3. DPPH-modszer

A DPPH-gyok elszintelenedésén alapuld vizsgalatot Sharma ¢és Bhat (2009) mddszere
nyoman végeztem el, aprébb modositasokat alkalmazva. 2090 ul metanolhoz adtam
hozza 900 ul metanolos DPPH-oldatot (2x10™* M) és 10 pl névényi kivonatot. A reakcidt
sotétben kell elvégezni, ezért alufoliaval letakarva, sotét helyen tartottam a
reakcioelegyeket a mérés eldtt 30 percen keresztiil. Az elszintelenedés mértékét az
abszorbancia 515 nm-en tortén0 meghatarozasaval allapitottam meg. A DPPH
antioxidans kapacitast ICso-értékben (pug/ml) hataroztam meg, ami azt jelenti, hogy ennyi
ug extraktanyagnak kell lenni egy m/ reakcioelegyben, hogy 50%-0s inhibicio torténjen a

reakcid soran. Ennek szamitasa két 1épésben tortént meg:

I ::100(ADPPH—A)’ah01

o ApPPH
I: inhibicio mértéke (%)

crer

A: reakcidelegy abszorbancidja,

DPPH (ICsq) =
E: extraktanyag-tartalom (mg/ml)

1000-E-V 50
- —, ahol
3000 I

V: reakcidelegybe mért kivonat mennyisége (pl)

3000: reakcidelegy végtérfogata (ul).

Minden kivonat esetében 3 parhuzamos mérést hajtottam végre.

A DPPH-méréseket nagyfoku odafigyeléssel kellett végeznem, ugyanis méréseim soran
gyakran eldfordult, hogyha a reakcidelegy til nagy mennyiségli mintat, tal sok
antioxidanst tartalmazott, akkor a reakcioelegy szinte azonnal, vagy par perc alatt sarga
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lett. Ebben az esetben még volt antioxidans a rendszerben, de mar nem volt DPPH. Ennek
érdekében, ha a reakcidelegy pillanatszeriien sarga lett, vagy abszorbanciaja 0,2 ala
csokkent, akkor higitottam a mintat és ujra elvégeztem a mérést tigy, hogy az inhibicié ne
legyen 60%-nal magasabb.

4.6.1.4. FRAP-modszer

Ezzel az antioxidans kapacitdst meghatarozé médszerrel a kivonatok Fe’'- redukald
képességét hatdroztam meg Benzie és Strain (1996) nyoman. 10 ul ndvényi extraktumhoz
40 pl metanolt adtam, majd 1,5 ml FRAP-reagenst (ami 25 ml 300 mM-os, 3,6-0os pH-ju
acetat puffer, 2,5 ml 20 mM-os FeCls-oldat, és 2,5 ml 10 mM-os TPTZ-oldat elegye). A
reakcididd 5 perc volt, és az oldat abszorbancigjat 593 nm-en mértem. Standard
vegyiiletként aszkorbinsavat alkalmaztam. A FRAP-mérések esetében egy kivonatbol
négy parhuzamos mérést hajtottam végre (a mérési mdodszer nagyobb szordsa miatt), az
eredményeket mg aszkorbinsav/g szdrazanyagban (mg AS/g sz.a.) adtam meg. A
szarazanyag (sz.a.) a levél/kéreg szaraz tomegét jelenti.

4.6.2. Osszes flavonoid-tartalom meghatarozasa

Méréseimnél a Kalita et al. (2013) altal leirt mddszert alkalmaztam. A reakcidelegyet
az irodalmi referenciamunka alapjan allitottam 6ssze, vagyis 0,5 ml névényi kivonathoz
1,5 ml metanolt, 0,1 ml 1%-os AlCls-oldatot, 0,1 ml 1 M-os kalium-acetat-oldatot és 2,8
ml desztillalt vizet adtam. Annak érdekében, hogy extraktum szinének reakcidelegy
abszorbancidjara gyakorolt hatdsat kikiiszoboljem, minden extraktum esetében
készitettem mintavakot is, az AlCl3;- és a kalium-acetat oldat desztillalt vizzel t6rténo
helyettesitésével, majd az 1igy kapott abszorbanciat kivontam a reakcidelegy
abszorbanciajabdl. A reakcidelegy homogenizalasat kovetden az abszorbanciat 415 nm-
en mértem. A kalibraciés egyenes felvételéhez kvercetint alkalmaztam. Minden
kivonatb6l 3 parhuzamos mérést végeztem, és az eredményeket mg kvercetin/g
szarazanyagban (mg Q/g sz.a.) adtam meg. A szdrazanyag (sz.a.) a levél/kéreg szaraz
tomegét jelenti.

4.6.3. Osszes flavan-3-ol-tartalom meghatirozasa

Az 0Osszes flavan-3-ol-tartalom meghatdrozasa Treutter (1989) munkdja alapjan
tortént. A mérésekhez (+)-katechint hasznaltam standardként. A DMAC-reagenst a mérés
napjan frissen készitettem a kovetkezoképpen: 1,0%-0os DMAC-oldatot készitettem, ahol
a DMAC-t metanol és 3 M-os H,SO,4 1:1 ardnyu elegyében oldottam fel. Az elkésziilt
taroltam.

A reakcidoldat 6sszeallitdsa soran 20 pl ndvényi kivonathoz 2350 ul metanolt és 100
ul DMAC-reagenst adtam, szobahdmérsékleten (~ 20 °C-on) fénytél védve tartottam 20
percig, majd spektrofotométeren mértem az oldat abszorbancidjat 640 nm-en. Ennél a

meghatarozasnal is harom parhuzamos mérést végeztem el, és az eredményeket mg
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katechin/ g szarazanyagban (mg C/g sz.a.) adtam meg. A szdrazanyag (sz.a.) a levél/kéreg

széaraz tomegét jelenti.

4.6.4. Polifenolos vegyiiletek HPLC-PDA-MS/MS elvalasztasa és azonositasa
4.6.4.1. Kozonséges gyertydn levélextraktum

A kozonséges gyertyan levél-extraktum HPLC elvalasztdsa soran alléfazisként
Phenomenex Luna C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um-es szemcseméreti toltettel rendelkezd
oszlopot hasznaltam, mely elé egy Phenomenex SecurityGuard ULTRA LC
elotétoszlopot csatoltam. Az 4allofazis 40 °C-ra termosztalt térben volt elhelyezve.
Mozgoéfazisként A (viz + 0,1% hangyasav) és B (acetonitril+ 0,1% hangyasav) elegyét
hasznaltam. Az dramlasi sebesség 1,2 ml/min, az injektalt térfogat 8 ul volt. A gradiens
elucid programja a 10. tablazatban 1athato.

A diddasoros detektilas tartomdnyat 250-380 nm-kozottire allitottam, a
tomegspektrométeres detektdldsndl az ionizacid negativ elektroporlasztdsos mddon
tortént. Az elvalasztds sordn a mozgdfazis térfogatdrama 1,2 ml/min volt, a
tomegspektrométer felé split aramléassal jutott tovabb a minta (0,6 ml/min), amit egy
osztoszelep segitségével allitottam be.

Id6(min) A% B %
0-4 97 3
522 95 5

23-45 85 15
46-83 43 57

84-90 0 100
91-98 0 100
99-106 97 3

10. tablazat Gradiens elticid programja a gyertyan levélextraktum elvalasztasa soran.

A polifenolok mindségi azonositisa az IDA (Information Dependent Analysis)
analizis segitségével tortént, ami id6beni programozast és a tomegspektrométer
ioncsapddjat hasznalja fel az automata on-line MS/MS detektalashoz. A
tomegspektrométer ionforrasanak bedllitasait a I1. tdbldzat tartalmazza. Az adatok
begylijtése és kiértékelése az Analyst 1.6.1 szoftver segitségével tortént. Az MS/MS
spektrumok kiértékelése a RIKEN tandem MS spektrum adatbéazisa (Sawada et al., 2012),
a MassBank adatbazisa (URL 18.), az irodalomban taldlt eredmények, valamint

fragmentacids szabalyok alapjan (Ujszaszy és Frigyes, 2003) tortént.

A tomegspektrométer beallitasai

Ionforras hdmérséklete 500 °C
Fliggonygaz (N,) nyomasa 40 psi
Szaritogdz (N,) nyomdsa 30 psi
Porlasztégaz (N,) nyomdsa 30 psi
Kapillaris fesziiltség -4500 V

QI tartomany (survey scan) 150 - 1300 m/z
Q3 tartomany (dep. scan) 80 - 1300 m/z

11. tablazat A tomegspektrométer beallitasai a gyertyan levélextraktum vizsgalata soran.
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4.6.4.2. Biikk kéregextraktum

A bikk kéreg-extraktumanak HPLC elvalasztasa soran allofazisként Phenomenex
Kinetex C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,6 um-es szemcseméretli, héjszerkezetli toltettel
rendelkezd oszlopot hasznaltam, mely elé egy Phenomenex SecurityGuard ULTRA LC
elététoszlopot csatoltam. Az allofazis 40 °C-ra termosztalt térben volt elhelyezve.

Mozgoéfazisként A (viz + 0,1% hangyasav) és B (acetonitril+ 0,1% hangyasav) elegyét
hasznaltam. Az aramlasi sebesség 1,2 ml/min, az injektalt térfogat 8 ul volt. A gradiens
elucid programja a 12. tablazatban 1athato.

A diddasoros detektalds tartomanyat 250-380 nm kozottire allitottam. A
tomegspektrométer ionforraséba szintén split aramldssal jutott a minta.

Id6(min) A% B%

0-1 90 10
2-13 85 15
14-23 38 62
24-29 0 100

30-36 90 10

12. tablazat Gradiens eltcié programja a biikk kéregextraktum elvalasztasa soran.

A tomegspektrométeres detektdlashoz negativ elektroporlasztisos ionizaciot
alkalmaztam. Az elvdlasztds soran a mozgdfazis térfogatdrama 1,2 ml/min volt, a
tomegspektrométer felé split aramlassal jutott tovabb a minta (0,6 ml/min), amit egy
osztoszelep segitségével allitottam be.

A polifenolok minéségi azonositasa szintén az IDA (Information Dependent
Analysis) analizis segitségével tortént, a tomegspektrométer ionforrdsdnak bedllitdsai a
13. tablazatban lathatok. Az adatok begytijtése és kiértékelése az Analyst 1.6.1 szoftver
segitségével tortént. Az MS/MS spektrumok kiértékelése a gyertyan levél-extraktumahoz
hasonldan tortént.

A tomegspektrométer beallitasai

Ionforras homérséklete 500 °C
Figgonygaz (N,) nyomasa 40 psi
Szaritdgaz (N,) nyomasa 30 psi
Porlasztégaz (N,) nyomasa 30 psi
Kapillaris fesziiltség -4500 V

Q1 tartomany (survey scan) 170 - 1100 m/z
Q3 tartomany (dep. scan) 50-1100 m/z

13. tablazat A tomegspektrométer beallitasai a biikk kéregextraktum vizsgalata soran.

A mennyiségi meghatarozas az MRM-vizsgélat sordn kapott csucs alatti teriiletek
segitségével tortént, minden extraktumbdl hdrom parhuzamos mérést végeztem. Azért
valasztottam ezt a modszert, mert a (+)-katechin €s (—)-epikatechin kivételével nem alltak
rendelkezésre standard vegyiiletek, tovabba az UV-kromatogramon tobb komponens is
azonos retenciods iddvel jelent meg, igy a kromatogramon 1év6 csucs alatti teriiletek nem
szolgaltattak egyértelmii mennyiségi informaciot. Az MRM vizsgalat soran kapott csucs
alatti teriiletek kiértékelésével a kiilonbdzé modszerekkel kapott extraktumok dsszetételét

tudtam 6sszehasonlitani, a vegyiiletek abszolut koncentracidjanak meghatirozasa nélkiil.
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A jellegzetes MRM atmenetek meghatarozasa ugy tortént, hogy a bilikk extraktumot
kozvetleniil az MS detektorba juttattam fecskendos infuzid segitségével, majd mindegyik,
a mindségi azonositds soran meghatarozott anyaion m/z értékére elvégeztem az MRM
optimalast. A mennyis€égi meghatirozas also hatarat (LOQ = lower limit of quantitation)
a 20. dabrdn feltintetett modon szamoltam ki.
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20. abra A jel/zaj ardny, és az LOQ kiszamitdsa egy adott MRM atmenet esetében. Réviditések: A: csucs

alatti tertilet, S: jelintenzitds, N: zajintenzitas.

A tomegspektrométer komponens-fiiggd beadllitdsai (MRM atmenetek, illetve
fesziiltségértékek) melyeket az MRM relativ mennyiségi meghatarozashoz hasznaltam a
VIII. Mellékletben taldlhatdk. Vegyiiletenként csak egy MRM dtmenetet figyeltem,
mivel a tomegspektrométer bedllitdsai csak ezt tették lehetdvé, az igy is rovid MRM-
csatornankénti figyelési id6 (80 msec) miatt. Mivel csak quantifier MRM atmenetet
figyeltem és qualifier MRM atmenetet nem, ezért a retencids idok azonossagat kisértem
figyelemmel annak megerdsitésére, hogy ténylegesen a meghatdrozandé minta elualodik-
e abban az id6tartomanyban, amelyben a megfelel6 MRM kvantitalast végzem.

4.7. Statisztikai elemzések

A tablazatokban feltiintetett eredmények a parhuzamos mérések atlagait és a szorast
tartalmazzak. A mérési adatokbol az eredmények kiszamitdsa a Microsoft Office Excel
2010 (Microsoft Corp., Redmond, USA) programmal tortént. Az egyszempontos
variancianalizist (ANOVA), a szignifikancia-vizsgalathoz a Tukey HSD tesztet
(kiilonboz6 p értékekkel) a Statistica 11 program (Statsoft Inc, Tulsa, USA) segitségével
végeztem el. Ahhoz, hogy az ANOVA vizsgalat kovetelményei teljesiiljenek, a mérési
eredmények normaleloszlasanak vizsgalatdit Kolmogorov-Szmirnov-prébaval hajtottam

végre, illetve a varianciak homogenitasat a Bartlett Chi-négyzet teszttel ellenoriztem.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Mieldtt a kapott eredményeket értékelném, szeretném Osszefoglalni, hogy milyen
vizsgalatokat végeztem el.

A levél- és kéreganalizisek esetében is optimdltam a minta-el6készitést. Ennek elsd
1épéseként mindkét novényi rész esetében megvizsgaltam, hogy milyen hatdsa van a
novényi szovetek mikrohullamu eldkezelésének a kivonatok antioxidans kapacitasara és
polifenolos 0Osszetételére. Ezutan a kivonatok elkészitésének kiillonb6zo lehetdségeit
(extrakcios modszerek, ¢€s olddszerek megvalasztdsa) vizsgaltam, melynek
eredményeként olyan extrakcids koriilményeket vélasztottam ki, melyek lehetdséget
biztositanak a vizsgalt fajok levél- és kéreg antioxidansainak hatékony kinyerésére,
mennyiségiik dsszehasonlitd vizsgalatara.

A keregmintak esetében az extrakcid-optimalast biikkre végeztem el. A kozonséges
(laboratoriumi) koriilmények kozt leggyorsabb extrakcidos modszert (ultrahangos
extrakciot) alkalmaztam a tovabbiakban az Osszes kéreg- és levélmintara. Ezutan
meghatdroztam a vizsgalt fafajok hancs- ¢és héjkéreg szoveteiben az antioxidans
paramétereket €s az eredményeket egy pontrendszer segitségével kiértékeltem.

A levélmintak esetében egy kivalasztott fafajra (csertolgy) vizsgaltam az antioxidans
paraméterek napon belilli valtozasit a lombkorona hdrom kivalasztott részén, hogy
megtudjam, a napszak mely részében €s honnan érdemes reprezentativ, a fajra és egyedre
jellemzdé mintat venni. Ezutan 12 kivalasztott fafaj esetében megvizsgaltam a fenolos
vegyliletek és antioxiddns kapacitdsok szezondlis valtozasat, az eredményeket Osszesitve
egy pontrendszer segitségével megallapitottam a fajok kozti rangsort.

Vizsgalataim kiegészitéseképpen a kozonséges gyertyan levél- €s a biikk kéreg
extraktumabol elvalasztottam ¢€s azonositottam a polifenolos komponenseket HPLC-
PDA-MS/MS technikéval.

5.1. Levélvizsgalatok
5.1.1. A minta-el6készités és a mintavétel optimalasa

5.1.1.1. A mikrohullamu kezelés hatasa

Gyiimolcsok €s egyéb novények esetében tobb példat is taldlunk a mikrohullamu
kezelés alkalmazasara (Irfan et al. (1998); Huang et al. (2007); Chavez-Reyes et al.
(2013)), a peroxidaz — ¢és polifenol-oxidaz enzimek inaktivalasara, de erdei fak leveleinek
vizsgalatanal ismereteim szerint a kutatok ennek a kezelésnek a hatdsait nem
tanulmanyoztdk. Ennek megfelelden az elsd levélvizsgalatok soran (2013. oktoberben)
parhuzamos minta-elokészitést alkalmaztam, hogy megtudjam, milyen hatdsa van az
antioxiddns-tartalomra annak, ha a polifenolokat oxidalé enzimeket inaktivdlom. Ennek
sordn a levelek egy részét mikrohulldmmal kezeltem, a masik felét pedig laborkliméan
szaritottam. A mintdkat metanol: viz 80:20 v/v% eleggyel, magneses kevertetéses
modszerrel extrahdltam. A vizsgalat célja az volt, hogy Osszehasonlitsam a
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mikrohullammal kezelt €s utana szaritott, valamint a csak szaritott levelek antioxidans
tulajdonsagait. Nemcsak iparilag fontos, hanem még nem vizsgalt fajok (molyhos t6lgy,
keleti gyertyan) leveleit is vizsgaltam (8. tdbldzat). Ezekbol a levelekbdl az Osszes
polifenol-tartalmakat, és az antioxidans kapacitdsokat (DPPH- ¢s FRAP-mddszerrel)
hatdroztam meg. Az eredmények a 14. tdblazatban lathatok.

A legmagasabb 6sszes polifenol-tartalmat a keleti gyertyan esetében mértem. Jelentds
értékekkel rendelkezett még a szelidgesztenye €s a molyhos t6lgy kivonata, mig kézepes
eredményeket a biikk, a vadgesztenye, a hamvas éger, az akdc €s a magas koris mutatott.
A legalacsonyabb polifenol-tartalma a nagyleveli hars kivonatanak volt. A polifenol-
tartalom eredmények alapjan a mikrohulldmu kezelés polifenol-tartalom noveld hatdssal
bir a biikk, a szelidgesztenye, a hamvas éger, az akac, a molyhos t6lgy és a magas koris

esetében a 1égszaraz levelekhez képest.

Fafaj Osszes polifenol DPPH FRAP
(mg Q/g sz.a.) (ICsp, pg/ml) (mg AS/g sz.a.)
Nagylevelii hars, M 19,4+ 0,84 85,8 £ 5,281 14,5+ 0,36*°
Nagylevelli hars 18,6 £0,73*¢ 136 £5,51°° 12,8 £0,90*“
Biikk, M 37,9+ 0,78 ¢ 39,5 + 3,425 ¢ 31,8+ 1,47°°
Biikk 31,4+ 1,58 47,0 +0,56°° 24,5 + 0,44>4¢
Keleti gyertyan, M 63,7+3,10"" 13,2 + 0,60"5¢ 63,7+3,15"°
Keleti gyertyan 60,7 +2,99" 12,7 +0,41%° 58,6+ 1,84™
Szelidgesztenye, M 50,2 + 7,415° 15,3+ 1,56"5¢ 61,5+1,797"
Szelidgesztenye 42,7 +0,76%¢ 14,1+ 0,67*% 49,2 + 1,74
Vadgesztenye, M 42,6 +1,40°° 48,4+ 6,777 29,3 +1,38P°
Vadgesztenye 39,3 +1,59¢¢ 36,1 £2,47°% 26,4 + 1,004
Korai juhar, M 27,0+ 1,855 35,3+ 3,00 26,9 +0,58°
Korai juhar 23,8+ 1,60 36,1 +5,3°¢ 23,3+ 1,03
Hamvas éger, M 40,7 +2,58°°F 29,4 +2,77P¢ 42,7+ 1,46%P
Hamvas éger, 29,6+ 1,50°° 46,2 +2,44°° 27,5+ 1,624¢
Akéc, M 41,9 +3,27°° 20,8 + 1,338¢¢ 21,4+ 1,15%F
Akéc 22,6+ 0,35%¢ 52,9+ 1,63°° 14,1 +1,03*¢
Molyhos télgy, M 57,6+2,77°° 10,0 £ 0,35 63,3 +2,55"¢
Molyhos t5lgy 49,9 + 1,60°° 11,0+ 1,01%% 62,3 + 2,05
Magas kéris, M 33,7+1,51°° 50,8 +3,499¢ 26,1 +0,69¢°
Magas kéris 23,1 +1,57%®¢ 95,8 +0,9¢° 22,0 +0,39°¢

14. tablazat A mikrohullamti kezelés hatasa a levelek Osszes polifenol-tartalmara €s antioxidans
kapacitasara. Az eredmények atlag + szdras értékkel vannak feltiintetve. A mddszereken beliil a felsd
indexben 1év0 eltérd betiik (nagybetii: mikrohullammal kezelt (M) mintak kozott, kisbetii: mikrohulldammal
nem kezelt mintak kozott), €s egy fajon beliil a felsd indexben 1évd gordg betik (kezelt és nem kezelt
mintak k6zott) szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten.

A DPPH esetében a legkisebb inhibicidé a nagylevelii harsra volt jellemzd. A
vadgesztenye, a magas koris és a bilikk kivonata is nagyobb ICso-értéket mutatott, ez
kisebb antioxidans kapacitast jelent. A legnagyobb DPPH-féle antioxiddns kapacitassal
az Osszes polifenol-tartalomhoz hasonléan a keleti gyertyan rendelkezett, ezenkiviil a
szelidgesztenye €és a molyhos tolgy is jol teljesitett, a tobbi fajnal kozepes értékeket

mértem. Ennél a modszernél a nagylevelli hars, a hamvas éger, a magas koris és az akac

58



10.13147/SOE.2018.008

esetében lathatd, hogy a mikrohullimmal nem kezelt levelek magasabb ICso-értékkel,
vagyis kisebb antioxidans kapacitassal rendelkeznek, mint a kezelt levelek, a tobbi fajnal
nincs szignifikans kiilonbség.

A FRAP moddszer esetében a legmagasabb antioxiddns kapacitast szintén a keleti
gyertyan esetében mértem, valamint a szelidgesztenye és a molyhos tolgy levelébdl
késziilt kivonatok is jelentds antioxidans kapacitassal rendelkeztek. A leggyengébb
vasredukalo-képességet a nagylevell hars mutatta, de az akac €s a magas koris is kisebb
értékekkel rendelkezett a tobbi fajhoz képest. Ennél a modszernél egyértelmiien
megmutatkozik a mikrohulldmu kezelés kedvezd hatasa: a molyhos tolgy kivételével a
nem kezelt leveleknél alacsonyabb antioxiddns kapacitds mérhetd.

A mikrohullami kezelés az antioxidans hatasi vegyiiletek levegd hatasara
bekovetkezd enzimatikus oxidacioja ellen azért hatékony, mert a kezelés sordn a
polifenolokat oxiddlé enzimek fehérje része denaturdlodik, igy oxidalo képességiik
megszinik (Pinelo et al., 2006).

A mikrohullamu kezelés mellett az irodalomban tobbféle mddszert is alkalmaznak az
enzimek inaktivalasara, példaul hagyomanyos melegitést. Irfan et al. (1998) ezt azért nem
talaltak olyan hatékonynak, mert a melegitéssel az anyag kiils6 feltiletének homérséklete
emelkedik meg, mig a mélyebb rétegek, ahol az enzimek taldlhatéak, alacsonyabb
homérsékletlieck maradnak, és nem biztos, hogy elérik azt a hoéfokot, ami az
inaktivalasukhoz sziikséges. Makk et al. (2013) hasonlo kovetkeztetésre jutottak tolgyfa
kéreg peroxiddz- ¢és polifenol-oxiddz enzimjeinek inaktivalasa soran, melyet
szaritoszekrényben (105-110 °C-on) végeztek.

Biikk levél esetében a mikrohulldmmal kezelt és nem kezelt (5 napig levegdn, s6tétben
szaritott) mintak kivonatainak polifenol profiljat is meghataroztam HPLC-PDA-MS/MS
eljarassal annak ellendrzésére, hogy kimutathatok-e degradacios termékek (Id. IV.
Melléklet). Megallapitottam, hogy a kromatogramok 6sszhangban vannak a 14. tabldazat
eredményeivel, miszerint a polifenolos vegyliletek mennyisége magasabb a kezelt
mintakban. Annak eldontése, hogy ez nem csak a mikrohullamu sugarzas enzim
inaktivald hatasanak az eredménye, hanem a sugarzas kovetkeztében felszabaduld tobblet
polifenolokat is magéaban foglalja, tovabbi kutatdsokat igényel (sziikséges lenne az
eredmények Osszevetése folyékony nitrogénben tarolt vagy liofilizalt friss levélmintak
extraktumanak folyadékkromatografias polifenol profiljaval).

Mivel a legtobb vizsgalt fafaj esetében a mikrohulliammal kezelt levelek magasabb
polifenol-tartalmat és jobb antioxidans kapacitast mutattak (illetve nem mutattak
rosszabbat a kezelt levelek a nem kezelt leveleknél, egyes fajoknal, pl.: biikk, keleti
gyertyan, korai juhar), egyértelmii a mikrohulldmt enzim-inaktivalas kedvezd hatdsa a
vizsgalt erdei fafajok levél antioxidansainak hatékony megdrzésére. Ezért a tovabbi
levélvizsgalatok esetében mar csak a mikrohullammal inaktivalt levelekbdl készitett
kivonatokat vizsgaltam.
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5.1.1.2. Extrakcios oldoszer optimaldsa

Vizsgalatom célja az volt, hogy megtalaljam azt az idedlis oldoszerelegyet, amelynek
segitségével a lombhullato és 6rokzold fak levélmintaibol a legtobb antioxidans hatasu
vegylilet kinyerhetd, figyelembe véve a gazdasagossagi szempontokat €s az extraktumok
tovabbi analiziseit is.

Ezt a kisérletsorozatot a 2014 majusaban vett 12 fafaj esetében végeztem el, ezek
koziil 10 lombhullato (biikk, k6zonséges gyertyan, molyhos t6lgy, nyar, akac, korai juhar,
csertolgy, szelidgesztenye, kocsanyos t6lgy kocsanytalan tolgy) és 2 6rokzold (erdeifenyd
¢s feketefenyd) faj volt. A falevelek mikrohullamu elékezelése utan minden novényi
mintabdl 3-féle kivonatot készitettem (metanol:viz 80:20 v/v%, etanol viz 80:20 v/v%, és
viz segitségével). A vizsgalatokhoz ultrahangos extrakcidét (2x10 perc) alkalmaztam,
melyrdl a fakéreg mintdk esetében mar megallapitottam, hogy szobahdmérsékleten és
kozonséges laboratériumi koriilmények kozott a leggyorsabban és leghatékonyabban
vonja ki a vizsgalt antioxidansokat. Minden kivonatbol meghatdroztam az Gsszes
polifenol tartalmat, a 3-féle antioxidans kapacitds értéket (DPPH, FRAP, ABTS),
valamint az Osszes flavonoid- és Osszes flavan-3-ol-tartalmat. Az ebbdl a mérési
sorozatbdl szarmazo eredményeket a 15. tablazatban tintettem fel. Minden fafaj esetében
kiilon varianciaanalizist végeztem (p <0,05 szinten) az egyes paramétereknél.

Ha a polifenol-mérés értékeit megvizsgaljuk, azt lathatjuk, hogy minden fafaj esetében
a leghatékonyabb oldoszerek a szerves elegyek voltak, mig a viz kevésbé volt
eredményes. Egy kivétel van ez alol, mégpedig a kozonséges gyertyan, ahol a legnagyobb
Osszes polifenol-tartalom a vizes extraktum esetében volt mérhetd. Ez magyarazhato
azzal, hogy a gyertyan levelében nagy mennyiségli hidrolizalhato tannin talalhatd
(Hofmann et al., 2016), ami vizzel nagyobb mértékben kioldhato a ndvényi részekbdl (1d.
5.1.3.2. fejezet).

A tobbi mérési paraméternél az Osszes polifenol-tartalomhoz hasonld tendencia
jellemzd, vagyis a szerves olddszerek hatékonyabbak, mint a tiszta viz. Ettdl egy-egy
eltérd eredményt talalunk, pl. a molyhos tolgy esetében a DPPH, és FRAP antioxidans
kapacitas értéke a viz esetében statisztikai szempontbol ugyanakkora, mint a metanolos
extrakcioval kapott érték, vagyis a molyhos tolgy esetében a viz ugyanolyan
hatékonysagu az antioxiddns vegyiiletek kinyerése szempontjabol, mint a metanol:viz
80:20 v/v%. Az ABTS antioxiddns kapacitas és Osszes flavonoid-tartalom esetében
egyértelmiien a szerves oldoszerek oldottdk ki a legtobb antioxidans hatast anyagot.

Az 0Osszes flavan-3-ol-tartalom esetében csak a biikk, nyar, akdc, kocsanyos és
kocsanytalan tolgy esetben kaptam értékelhetd eredményt a vizes kivonatoknal. Ennek az
az oka, hogy a flavan-3-olok koz¢ a (+)-katechin, (—)-epikatechin, ezek dimerjei, és
oligomerjei tartoznak (Ossipov et al., 1997), és ezek a vegyiiletek rosszul oldédnak
vizben. Ez aldl kivételt csak az akac jelent, amelynél a vizes kivonatok flavan-3-ol-

tartalma magasabb, mint a szerves oldoszerek esetében.
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Fafai Extrahilészer Ossz. polifenol DPPH ABTS FRAP Osszes flavonoid ~ Osszes flavan-3-ol
) (mg Q/g sz.a.) (ICsy, pg/ml) (mg T/gsz.a.) (mg AS/g sz.a.) (mg Q/g sz.a.) (mg C/g sz.a.)
metanol:viz 80:20 v/v% 37,8+ 1,01 10,5 + 1,25 119 + 6,64° 30,3 + 1,60 434+0,07° 12,4 + 0,40°
Biikk etanol:viz 80:20 v/v% 39,7 +1,33° 11,4 £0,53® 112 +2,61° 31,1 £2,15° 6,41 +0,11° 12,1 +0,25°
viz 23,7 +1,09° 13,6 +1,28° 76,3 +2,34° 22,5+ 1,57 2,84 +0,10° 1,53 + 0,03
metanol:viz 80:20 v/v% 78,8 +0,59° 6,87 +0,39° 330 +23,9° 78,8 +3,05° 11,1 +0,52° 0,47 +0,02°
Kozonséges gyertydn  etanol:viz 80:20 v/v% 76,8 +2,07° 6,36 + 0,45 262 +15,9° 71,4 +3,88° 8,18 +0,64° 0,55 +0,01°
viz 88,1+ 1,11° 11,2 +0,30° 109 + 13,0° 53,0 +4,98° 4,49 + 0,24 nk.
metanol:viz 80:20 v/v% 37,5+0,54° 8,16+ 1,49° 158 +6,29° 48,9 +2,20° 3,80 £0,31° 0,52 +0,01°
Molyhos tslgy etanol:viz 80:20 v/v% 29,3 £1,07° 10,3 +£0,50* 128 £3,61% 39,7 +2,61° 3,14+ 0,34° 0,54 +0,02°
viz 30,8 +0,81° 8,48 +0,21° 138 + 5,00° 472+3,12° 1,82 + 0,25 nk.
metanol:viz 80:20 v/v% 29,0+ 0,29 30,0 + 2,69 92,8+ 1,67° 20,6 £0,21° 8,40 = 0,39" 4,17+0,15°
Nyar etanol:viz 80:20 v/v% 31,2+ 1,40° 26,3 +1,51° 94,7 +0,35° 25,9 +0,34° 10,2 +0,12° 4,14 +0,04°
viz 25,5+ 0,68" 36,5 +2,47° 76,1 +2,32° 24,6 +0,34° 7,67 +0,09° 1,88 + 0,07
metanol:viz 80:20 v/v% 29,3 +0,99° 11,6 + 1,73° 136 + 8,78° 34,9 £2,20° 4,65 +0,23 11,7 £ 0,46
Akéc etanol:viz 80:20 v/v% 28,9 +0,12° 13,1 + 0,45° 129 + 6,01° 31,5 £ 1,99 5,29 +0,30° 11,6 + 0,58
viz 23,5+ 0,84 14,9 + 1,44° 115 + 7,30 30,9 +0,78° 3,76 + 0,29° 17,1 +2,32°
metanol:viz 80:20 v/v% 46,6 +2,80° 6,59 = 0,81° 166,5 + 3,53° 46,2 +0,63° 5,08 +0,18° 7,27 £0,11°
Korai juhar etanol:viz 80:20 v/v% 47,0 +1,28° 8,67 +0,40°  167,9+2,42° 38,4 + 1,63 7,04 +0,26° 7,28 +0,22°
viz 7,5 +0,00° 51,7 +2,49° 33,2 +2,94° 62,7 +4,11° 1,93 + 0,02 nk.
metanol:viz 80:20 v/v% 79,0 £ 3,35° 6,02 +0,93° 257 +544° 107 £2,73° 5,99 +0,21° 1,38 £0,02°
Csertolgy etanol:viz 80:20 v/v% 70,4 + 3,45 6,06 £ 0,53 245 + 6,90 84,4+ 530" 6,28 +0,53" 1,53 +0,03°
viz 51,7+ 1,81° 6,58 + 0,40° 204 + 8,22° 88,3 +4,97° 2,98 + 0,39" nk.
metanol:viz 80:20 v/v% 71,3 +3,53° 11,9 +4.21° 324 +16,0° 80,2 + 1,94° 5,72 +0,28" 0,29 + 0,00°
Szelidgesztenye etanol:viz 80:20 v/v% 66,2 +1,33° 35,6+£2,01° 316+1,36° 59,5+ 3,45° 5,23 +£0,22° 0,34 +0,00°
viz 38,7 +1,34° 26,1 +0,00° 182 +5,33" 43,7 +3,51° 2,43 +0,04" nk.
metanol:viz 80:20 v/v% 59,9 +£2,27° 10,9 + 2,42° 200 + 5,42° 60,3 +3,21° 5,66 + 0,20 13,3 +0,44°
Kocsanyos tolgy etanol:viz 80:20 v/v% 51,6 +2,16° 7,99 +047° 158 +£3,14° 47,5+ 136" 6,60 + 0,08° 12,0 £0,31°
viz 37,1 +0,31° 11,3 + 0,35 115 +2,87° 54,6+2,11° 3,62+ 0,07 1,85 + 0,04
metanol:viz 80:20 v/v% 56,5 + 1,34° 9,16 + 2,06 193 +7,36° 68,6 +4,20° 4,85+0,41° 6,93 +0,21°
Kocsanytalan tlgy ~ etanol:viz 80:20 v/v% 47,6 +2,01° 7,35+ 0,56 163 £5,37° 53,5+3,22° 4,73 +0,44° 6,75 +0,24°
viz 32,8 £0,72° 10,0 + 0,52° 129 +2,00° 542 + 1,97 2,58 +0,19° 1,18+ 0,01
metanol:viz 80:20 v/v% 27,1 £0,78° 30,4 + 3,69° 104 +2,95° 18,1 = 0,62° 1,90 = 0,04° 427 +0,07°
Erdeifeny etanol:viz 80:20 v/v% 32,6 +0,63° 24,9 +0,74° 118 +7,11° 17,6 +0,52° 3,49 +0,32° 4,07 + 0,08"
viz 21,8 +0,24° 54,1 +2,84° 942 + 3,96 14,3 + 0,04° 1,19 + 0,05 nk.
metanol:viz 80:20 v/v% 274+097° 17,1 +0,88" 99,5 +2,78° 242 +1,15° 0,82 + 0,04 7,86 +0,11°
Feketefenyé etanol:viz 80:20 v/v% 272 +0,91° 21,8 +0,74° 92,3 +2,48° 22,5 +0,44° 1,49 +0,07° 5,70 + 0,08°
viz 224 +1,01° 39,7 +0,77° 75,6 + 0,47 19,0 + 0,89 1,21 + 0,03 nk.

15. tablazat Oldoszer optimalasra kapott eredmények a levélmintak esetében. Az eredmények feltiintetése atlagérték + szdoras formaban tortént. A fels6 indexben 1évo eltérd
betlik szignifikans kiillonbséget jeleznek egy fajon beliil adott mérési mddszer esetében p <0,05 szinten. Ennek értelmezésénél az a a legkisebb érték, a b és ¢ a legnagyobb
(DPPH esetében a legkisebb), és egyben a legjobb érték is. Roviditések: n.k.: nem kimutathaté.
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A tobbi mérési paraméternél az Osszes polifenol-tartalomhoz hasonld tendencia
jellemzd, vagyis a szerves olddszerek hatékonyabbak, mint a tiszta viz. Ett6]l egy-egy
eltér6é eredményt talalunk, pl. a molyhos tolgy esetében a DPPH, és FRAP antioxidans
kapacitas értéke a viz esetében nem tér el szignifikdnsan a metanolos extrakcioval
kapott értéktol. Az ABTS antioxidans kapacitas és Osszes flavonoid-tartalom esetében
egyértelmlien a szerves oldoszer tartalmu extraktumokbdl mértem a legmagasabb
értékeket.

Az eredményeket Osszefoglalva megallapithatd, hogy a vizsgalt szerves oldoszer
tartalmu elegyek sokkal hatékonyabbak a bioaktiv vegyiiletek kinyerése szempontjabdl.
Habar az etanolos ¢€s metanolos kivonatok kozott az esetek legnagyobb részében
statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség, a tovabbi vizsgalatokhoz a metanol:viz
80:20 v/v% elegyet valasztottam, mivel a szakirodalom alapjan a metanolt gyakrabban
alkalmazzak levél polifenolok és altaldban novényi kivonatok készitéséhez, mint az
etanolt, aminek a legfobb oka a metanol alacsonyabb ara az etil-alkoholéhoz képest.

Az eredmények alapjan a vizsgalt fajok esetében az egyes fajok antioxidans
paramétereinek  osszehasonlithatosaga céljabol a levélkivonatok elkészitésére
legalkalmasabb oldoszerelegynek a metanol:viz 80:20 v/v% elegyet tekintettem és a
tovabbiakban azt alkalmaztam a vizsgalataimban.

5.1.1.3. Mintavételi idopont optimdldsa

Lagyszara novények esetében tobb kutatds is szol arrol, hogy a névény életciklusa
soran hogyan valtozik az 6sszes polifenol-tartalom (Cirak et al., 2006; Vagiri et al.,
2015). Az orbancfiifélék vizsgalata soran szoros Osszefliggést talaltak a novényi szovet
fenoltartalma, €s a napon beliili, valamint a fenoldgiai ciklus k6zott (Ayan et al., 2007).

Biikk levelek esetében az enzimatikus antioxidans rendszer (aszkorbat-peroxidaz,
dehidroaszkorbat-reduktdz, glutation-reduktdz) napon beliili véaltozasat Peltzer és Polle
(2001) vizsgalta. Mivel felmeriil a lehetdsége a falevelek nem-enzimatikus antioxidans
tartalom napon beliili jelentds koncentracid valtozdsanak is, ezért fontosnak tartottam,
hogy optimalizaljam azt a napon beliili id3szakot, amikor a levélmintikat veszem. igy a
csertolgy esetében a 2014. jalius 7.-i mintavétellel egybekotve egy nap alatt tobb
idopontban, kiilonb6zd benapozottsagi levelekbdl (napos, félarnyékos, arnyékos)
vettem mintat rendre a lombkorona ugyanazon részeirdl (ugyanazokrol az agakrdl) (8.
tablazat). Azért a csertdlgyet valasztottam a napon beliili valtozas vizsgalatira, mert az
el6z6 mérésekbol kideriilt (5.1.2.1.-es alfejezet, 20. tabldazat), hogy ez az egyik olyan
faj, aminek a legmagasabb volt az antioxidans kapacitas értéke és az Osszes polifenol-
tartalma. Ennek alapjan ugy gondoltam, ha van a levelek esetében valamilyen napon
beliili valtozas, akkor a csertolgy esetében biztosan kimutathat6 lesz.

Az elozdekben megallapitott optimalis minta-el0készitési modszerek alapjan a
vizsgalt levélmintdkban az oxidalé enzimeket mikrohulldm segitségével inaktivaltam,
majd a leveleket ledaraltam és elkészitettem a metanol:viz 80:20 v/v% olddszeres

extraktumokat ultrahangos extrakcidval. Meghatdroztam az antioxidans kapacitasokat
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DPPH-, FRAP-,
flavonoid- ¢és Osszes flavan-3-ol-tartalmat. Ezek az eredmények a V. Mellékletben,
illetve a 21-26. abrakon lathatok.

A polifenol-mérés eredményeibdl lathatd, hogy a napos és félarnyékos pontokrdl vett

¢s ABTS-moddszerrel, valamint az Osszes polifenol-, az 0Osszes

levelek polifenol-atlagértéke kozott nincs statisztikailag szignifikdns kiilonbség. Az
arnyékban 1€vo levelek esetében egy déli minimum érzékelhetd. Az eredmények alapjan
nem dallapithatd meg egyértelmiien, hogy az egyes levéltipusok Osszes polifenol-
tartalma ko6zott van-e valamilyen egyértelmii, minden napszakra egységesen érvényes

kiilonbség.
Osszes polifenol-tartalom (mg Q/g sz.a.) 00 DPPH (ICsy; ng/ml)
90,0 ’
80 1
80,0 -
7.0
70,0 - ’
60.0 - 691
50,0 - 59
40,0 - 40 1
30,0 3.0 1
20,0 2,0 -
10,0 - 10
0.0 0.0
7:00 _18:00 7:00 18:00
wpos o stmytos
21. abra A csertolgy levelei napon belilli 22. 4dbra A csertolgy levelei napon beliili

valtozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbol mért
Osszes polifenol-tartalom értékek (atlag + szoras).

valtozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbdl mért
DPPH antioxidans kapacitas értékek (atlag + szoras).

FRAP (mg AS/g sz.a.)
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23. abra A csertolgy levelei napon beliilli 24. abra A csertdlgy levelei napon beliili

véltozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbol mért
FRAP antioxidans kapacitas értékek (atlag & szoras).

véltozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbol mért
ABTS antioxiddns kapacitas értékek (atlag =+
szOras).

A DPPH ICso-értékek esetében nem taldltam Osszefiiggést sem a mintavételi

id6ponttal,
napszaktol.

sem a benapozottsaggal kapcsolatban, a DPPH értéke nem fligg a
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A FRAP esetében valtozatos tendencia jellemz6, a napos mintavételi pontoknal az
eredmények idordl idore fluktudlnak, este nagyobb az antioxidans kapacitds, mint
reggel. A félarnyékos ¢s arnyékos mintavételi pontoknal valtozoak az értékek, de az esti
leveleknél szintén jellemzd, hogy nagyobb az antioxidans kapacitisuk. A FRAP
antioxidans kapacitds esetén sem igazolhatd (az 6sszes polifenol-tartalomndl mértekhez
hasonldan) egyértelmti kiilonbség az egyes levéltipusok kozott napszakonkénti
vonatkozasban.

Az ABTS esetében a napos leveleknél szintén fluktuaciot lehet észrevenni. A
félarnyékos leveleknél 18 ora felé haladva szignifikdnsan né az antioxidans kapacitds
értéke, mig az arnyékos leveleknél statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség az ABTS
antioxidans kapacitas értékekben a vizsgalt napszakok kozott. Egyértelmi kiilonbségek
nem fedezhetok fel a napos, félarnyékos €s arnyékos levelek kozott, amelyek minden
napszakra érvényesek lennének.

Osszes flavonoid-tartalom (mg Q/g sz.a.) Osszes flavan-3-ol-tartalom (mg C/g sz.a.)
5,00 3,00
450 7,00 &
4,00 I I
' 1 1 6,00 I
3,50 I
3,00 5,00 ;
=

2,50 4,00
2,00 3,00 -
1,50 -
1,00 '

1,00
0,50 I
0,00 0,00

7:00 10:00 12:00 15:00 18:000 7:00 10:00 12:00 15:00 18:000
napos  felmyékos napos  felimyékos

25. abra A csertolgy levelei napon beliili 26. abra A csertdlgy levelei napon beliili
valtozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbdl mért valtozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbdl mért
Osszes flavonoid-tartalom értékei (atlag + szdras). Osszes flavan-3-ol-tartalom értékei (atlag + szoras).

Az 6sszes flavonoid-tartalom meghatarozas értékeinél az drnyékos levelek esetében
(az 6sszes polifenol-tartalom értékeihez hasonldan) déli minimumot mértem. Mindegyik
napszakban a napos levelek Gsszes flavonoid-tartalma magasabb volt, mint az drnyékos
levelek értékei, azonban az eltérés a vizsgalt szignifikanciaszinten csak a déli
mintavételi idOpontban volt szignifikans.

Az Osszes flavan-3-ol tartalom esetében a napos €s félarnyékos levelek flavan-3-ol
tartalma a nap eldrehaladtaval szignifikdnsan csokkent, mig az arnyékos levelek
esetében ez a napon beliil cs6kkend tendencia csak nagyon kismértékli volt. A napnak
kozvetleniil kitett levelek 6sszes flavan-3-ol tartalma szignifikdnsan magasabb, mint a
félarnyckos illetve arnyékos levelek értékei.

Osszefoglalva elmondhatom, hogy a kiilonb6zd vizsgalt levéltipusok tekintetében,
egyediil az Osszes flavonoid és flavan-3-ol tartalom az, amely kimutathatod eltérést
mutatott az egyes levéltipusok kozott, a tobbi antioxidans paraméter illetve az Osszes
polifenol-tartalom nem. A napszak a FRAP, az 0Gsszes polifenol-tartalom (déli
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minimum) illetve az 6sszes flavan-3-ol-tartalom (napon beliilli monoton csokkenés)
értékére gyakorolt hatast a legnagyobb mértékben. Ezek az eredmények természetesen
csak a csertdlgyre vonatkoznak, mas fafajok levelei esetében egyéb hatdsok is
eléfordulhatnak. Mdas napon, napokon (eltérd iddjarasi, kornyezeti feltételek mellett) a
mért tendencidk még hangsulyosabbak lehetnek. A jelen vizsgalatok célja az volt, hogy
egy kivalasztott fajon tanulmanyozva a mért paraméterek napi dinamikdjat
tanulmanyozzam ¢és ezaltal a mintavételt Ugy standardizaljam, hogy a vegetacids
1d6szak kiilonbdzd pontjain vett mintdk antioxiddns paraméterei Osszehasonlithatdéak
legyenek.

Az eredmények alapjan a tovabbi vizsgalataimban napos és arnyékos leveleket
egyarant gyujtdttem egy mintavétel alkalméval és ezekbdl képeztem egy homogén
»Hatlagmintat”. A mintavételt délelott hajtottam végre 8 és 11 dra kozott. Ezzel
standardizaltam a mintavételt, a napon beliili ciklusokbdl ad6dd esetleges modszeres
mintavételi hibat kikiiszoboltem.

5.1.2. A levelek antioxidans paramétereinek szezonalis valtozasa

Ebben a mérési sorozatban 12 Magyarorszagon elterjedt fafaj leveleibdl késziilt
metanolos kivonat antioxidans kapacitdsat, Osszes polifenol-, Osszes flavonoid- és
Osszes flavan-3-ol-tartalmat vizsgaltam (7. tdbldzat). Tovabba azt is meghatdroztam,
hogy milyen tendenciat mutatnak ezek a paraméterek a 2014. majustol szeptemberig
tartd idOszakban. 4 mérések célja az volt, hogy megdllapitsam, hogy egy esetleges
jovobeli felhasznalas, alkalmazas tekintetében a vegetdacios idoszak melyik részében
talalhato meg, illetve nyerheto ki a vizsgalt fajok leveleibol a legtobb (elsosorban
polifenolos) antioxidans. Novényélettani, novényfiziologiai vizsgalatokra, illetve ilyen
jellegii kovetkeztetések levondsara nem vallalkoztam, mivel ez a kutatds témakorén kiviil

esik.

5.1.2.1. Az antioxiddns kapacitds szezonadlis valtozdsa

Ebben a mérési sorozatban haromféle modszert valasztottam az antioxidans kapacitas
meghatdrozasdra, ugyanis szamos befolyasold tényezd miatt (az alkalmazott gyok,
mintamatrix, pH) tobbféle moddszerrel mért eredményekbdl lehet kovetkeztetni a
novényi kivonatok valodi antioxidans kapacitasara.

A 16. tablazat mutatja be az ABTS-maodszerrel kapott eredményeket. A legmagasabb
értékeket majusban és juniusban mértem a fafajok nagy részénél. Ettdl egy eltérés
vehetd észre a korai juhar (szeptember, 195 mg T/g sz.a.) esetében. Sati et al. (2013)
szintén 0szi maximum értéket hataroztak meg az ABTS-féle antioxidans kapacitasra a
pafranyfenyd (Ginkgo biloba L.) esetében.

Osszességében a kozonséges gyertyan (majus, 330 mg T/g sz.a.), a szelidgesztenye
(majus, 324 mg T/g sz.a.) és a csertdlgy (junius, 275 mg T/g sz.a.) levélextraktumok
mutattak a legnagyobb gyokfogo képességet az ABTS *-gydk ellen. A biikk, az erdei- és
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feketefenyd, a nyar €s az akdc levelébdl késziilt kivonatok rendelkeztek a legkisebb

ABTS antioxidans kapacitassal.

ABTS (mg T/g sz.a.)
Fafajok Majus Jinius Jalius Augusztus Szeptember
Biikk 120+ 6,64  157+4,82"  132+£11,6% 116+3,55% 155+ 11,5
Kozonséges gyertydn 330 £23,9% 31543217 2814457 294+ 145%% 236 +5,68'
Szelidgesztenye 324 £16,0% 305+12,1% 1994500  280+133% 276+ 13,1%
Akac 136+3,53%  148+£2,19%  112+£184%  753+823%  127+4.88%
Korai juhar 166+4,54°  187+4,57 5 1874296 1824452 195+ 3,58%
Molyhos télgy 158+ 629%  236+2,04% 143+247w  209+404% 180+ 6,60
Csertolgy 257+544%  275+4200 190 +£4,05%  235+2307e 221 +£22,6
Kocsényos tolgy 200 £542  198+6,85%  126+1,05%  141£356% 186544
Kocsénytalan t5lgy 193 7,36t 183+£239  155+3,18% 163+£2,59' 214 +£2.35%
Nyar 92,8+ 1,67  159+3,75%  126+148%  138+632%  131+2,02%w
Erdeifenyé 104295,  155+0,52%,  141+323°,  105+2,92% 1234689,
Feketefenyd 99,5+2,78%,  159+£224%  134+2,06%  122+8,00% 108 =2,68"

16. tablazat ABTS-modszerrel mért antioxidans kapacitasok (atlag + szoras) szezonalis valtozasa.
Szignifikans kiilonbséget jeleznek a felsd indexben 1évo eltérd betiik a hdnapok, mig az alsd indexben
1évo eltérd betlik a fafajok kozott p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legjobb antioxidans
kapacitast mutatjak adott faj esetében.

Ezeket az eredményeket nehéz dsszevetni az irodalomban talalhato adatokkal, mert a
mérések kivitelezése (a tobbi antioxidans kapacitds esetében is) minden kutatas
esetében mashogy torténik meg. Vannak szakemberek, akik a reakcid végén mérik a
reakcidelegy abszorbanciajat (Razali et al., 2012). Masok a reakcid kezdetén és végén
mért abszorbancia-kiilonbségbdl szamolnak gyokfogd képességet (Fu et al., 2015).
Tovéabba a kalibracidhoz hasznalt standard vegyiilet sem mindig ugyanaz, és a mérési
eredményeket is tobbféle médon adhatjdk meg a kutatok. Az antioxidans kapacitdst
vonatkoztathatjdk az extraktum (Uysal et al., 2016), de a szadraz ndvényi rész tomegére
is. Razali és munkatarsai a Tamarandus indica levele metanolos kivonatanak
antioxidans kapacitdsat atszamolva az altalam hasznalt mértékegységre, 413 mg T/ g
sz.a.-nak mérték (Razali et al., 2012). A kozOnséges gyertyan és a szelidgesztenye
majusi mintainak értékei (rendre 330 és 324 mg T/ g sz.a.) a Tamarandus indica
leveleinél kisebb értékeket mutatnak.

Teleszko és Wojdylo (2015) szintén ABTS-féle antioxidans kapacitast hatarozott
meg az alma (Malus domestica (Borkh.)) (atszamolva 89,9 mg T/g sz.a.) és a birs
(Cydonia oblonga (Mill.)) (atszdmolva 291 mg T/g sz.a.) leveleibdl. Ha az altalam mért
legjobb eredményekhez hasonlitom, akkor a kdozonséges gyertyanra és szelidgesztenye
(rendre 330 ¢és 324 mg T/g sz.a.) értékei sokkal jobbak az alma és a birs értékéhez
képest. A Malus domestica-nal szinte az Gsszes faj jobb ABTS antioxidans kapacitast
mutat, mig a Cydonia oblonga-nél csak a gyertyan és a szelidgesztenye rendelkezik

jobb ABTS-féle antioxidans kapacitdssal.
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A FRAP-mérés eredményei a 17. tabldzatban lathatok.

FRAP (mg AS/g sz.a.)
Fafajok Majus Junius Julius Augusztus Szeptember
Biikk 30,3+ 1,60%, 40,1 £0,71°  36,4+053%  36,7+063°  53,1+1,53%
Gyertyan 78,8+ 0,39, 77,9+ 121%  84,0+2,67% 106 £3,10% 92,1+ 1,21%,
Szelidgesztenye 80,2+ 1,94°,  71,7+337%  62,8+2,57%  839+228°,  93,3+0,39%
Akac 349+220°%  322+049% 40,6+2,63%4 11,6+0,72%, 51,4 +1,87%
Korai juhar 462 +0,63%  47,8+2,54% 50,1+1,82°  64.8+137% 69,3+ 345"
Molyhos tolgy 489+220°%  804+258, 67,0+2,12°%, 96,2+1,83% 79,6 +3,46°
Csertolgy 107 £2,73%, 70,4+ 1,94%  69,2+£228,  92,6+2,87% 87,6+ 1,54%,
Kocsanyos télgy 60,3 £ 3,20°% 51,2+ 1,82% 43,1+£293% 488+0,65°  82,8+6,37%
Kocsanytalan tolgy 68,6 £4,20% 58,6 +2,11°,  642+252%, 67,6+143%  859+1,79%
Nyar 20,6 +£2,19%  403+3,12°% 38,6+ 127% 452+092% 47,9+ 1,515,
Erdeifenyé 18,1 +£0,62°,  258+0,86% 20,0+033% 172+0,66% 22.2+1,10%
Feketefeny 243 +1,15%  38,5+0,79°%  45,7+1,80%, 42,1+0,78% 43,6+ 1,74,

17. tablazat FRAP-mddszerrel mért antioxidans kapacitasok (atlag + szoras) szezonalis valtozasa.
Szignifikans kiilonbséget jeleznek a felsd indexben 1évo eltérd betik a honapok, mig az alsd indexben
1évo eltérd betiik a fafajok kozott p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legjobb antioxidans
kapacitast mutatjak adott faj esetében.

Ahogy az ABTS mddszerrel kapott eredményeknél, itt is szignifikdns kiilonbségek
vannak a hénapok kozott minden fafaj esetében. Altalanossdgban elmondhaté, hogy a
legmagasabb értékeket augusztusban és szeptemberben mértem. Ez alol kivétel volt a
feketefenyd (julius, 45,7 mg AS/g sz.a.), az erdeifenyd (junius, 25,8 mg AS/g sz.a.) és a
csertolgy (mdjus, 107 mg AS/g sz.a.). Ezek az értékek nem szokatlanok, a Ginkgo
biloba esetében szintén a vegetdcids idoszak kezdetén mutattak a FRAP-értékek
maximumot (Sati et al., 2013).

A fajok koziil a legnagyobb FRAP-féle antioxidans kapacitdst a kozonséges gyertyan
mutatja, de a csertdlgy €s a szelidgesztenye is nagyon jo vasredukdlo-képességgel
rendelkezik. A legkisebb értékkel az erdei fenyd rendelkezik.

A 18. tablazatban lathatok a DPPH-médszerrel meghatarozott antioxidans
kapacitas értékek. Lathatd, hogy nincs szignifikans kiilonbség az ICso-érték és a
hénapok kozott a kozonséges gyertyan, a szelidgesztenye, a molyhos tolgy, a kocsanyos
tolgy €s az erdeifenyd esetében. Kimutathatd antioxidans kapacitds novekedést csak a
nyar esetében lehet megallapitani. A tobbi fafaj esetében nincs egyértelmi tendencia a
kiilonb6zd hdnapok kozott.

Osszességében a kozonséges gyertydn augusztusi kivonata rendelkezett a legjobb
DPPH antioxidans kapacitassal, mig az egész vegetacios iddszak alatt a leggyengébbel
az erdeifenyd augusztusban.
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DPPH (ICs,) (ng/ml)
Fafajok Méjus Junius Julius Augusztus Szeptember
Biikk 10,5+ 1,25%, 182+1,92° 13,4+0,63%, 152+1,04" 11,3 +0,73%
Gyertyan 6,87 +039%,  6,37+1,90% 5,51 +0,85% 4,6 +0,88%, 4,69 + 0,28,
Szelidgesztenye 11,9+421%, 9,17+2,98%, 10,5+ 2,16%. 7,05£0,66%, 9,02+ 0,30%4
Akéc 11,6 +1,73%, 182+035%, 102+0,70%  22,8+450% 12,5+ 1,23,
Korai juhar 6,59+ 0,81, 821+0,66° 7,32+0,44", 636+031%, 630+ 046%,
Molyhos t5lgy 8,16+ 1,49%,  7,82+0,35", 8,06+0,38%,  749+0,78%,. 841 +0,43%
Csertolgy 6,02+0,93%,  7,58+0,35, 721+047", 620+047  838+0,89.
Kocséanyos tolgy 10,9 +2,42%,  10,3+2,68% 10,4+0,59%. 10,7 +1,20%. 11,1+ 1,81%4
Kocsanytalan tolgy 9,16 £2,06™,, 14,5+ 1,38%. 7,73+ 0,67, 11,7+0,22% . 5,02+ 0,40%,
Nyar 30,0 +£2,69°,  244+161% 266+1,58°  15,7+0,14%,  14,0+2,11°
Erdeifenyé 30,4 +3,69°, 38,0+£232% 38,7£2,19%  424+0,00°,  37,8+2,99%
Feketefeny 17,1 +0,88%, 17,6 + 1,82, 148 +0,47®, 14,0+ 1,46%. 18,9+ 1,53%

18. tablazat DPPH- modszerrel mért antioxidans kapacitasok (atlag + szoras) szezondlis valtozasa.
Szignifikans kiilonbséget jeleznek a felsd indexben 1évo eltérd betiik a honapok, mig az alsd indexben
1év6 eltérd betiik a fafajok kozott p <0,02 szinten.

Az irodalomban talalhaté eredményekkel is Osszehasonlithatom a mért értékek
szezonalis valtozasat. Egy kinai hagyomanyos orvoslasban hasznalt névény, a kinai
gumifa (Eucommia ulmoides Oliver), levélextraktum antioxiddns paramétereinek
szezonalis valtozasat vizsgalva (a majustol oktdberig tartd idészakban) azt tapasztaltak,
hogy a majusi és augusztusi levelekbdl késziilt extraktum antioxidans kapacitasa volt a
legnagyobb a vegetacids iddszak folyaman, igy a kutatok ezeket a honapokat javasoltak
a begytijtésre (Zhang et al., 2013).

Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy a kiilonbézé modszerek esetében eltérd
tendencia tapasztalhato a vegetdcios idoszak folyaman, ami a kiilonbozé modszerek
eltéero szelektivitasaval, valamint az egyes fajok leveleinek eltéré antioxidans-
osszetételével magyarazhato. Az alkalmazott modszerek eltéro szelektivitasa miatt csak
a kiilonboz6 modszerekkel kapott eredmények egyiittes kiértékelésével kaphatunk
informdciot egy adott kivonat antioxidans ,, erejérol”.

Ezt egy sajat magam 4ltal feldllitott pontrendszer segitségével valdsitottam meg
felhasznalva a DPPH, FRAP és ABTS antioxidans kapacitas meghatarozas eredményeit.
Egy adott mddszeren beliil az eredményeket [0-1] tartomanyra normalizaltam. 0 pontot
kapott az a fafaj, amelyik egy mérési paraméter esetében a legkisebb antioxidans
kapacitast, és 1-et az, amelyik a legnagyobb értéket mutatta. A DPPH esetében forditott
szamozast alkalmaztam, mert az alacsony ICsp-érték magas antioxidans kapacitdst
jelent. Végiil a kiilonboz6 antioxidans kapacitasok normalizalt értékeit osszegeztem. Igy
a maximalisan elérhetd pontszam 3 volt (abban az esetben, ha egy fafaj adott honapban
vizsgalt mintdja mindhdrom modszer esetében a legjobb antioxiddans kapacitast
mutatta). Az 6sszegzett pontszamok a 20. tablazatban lathatok. Megallapithato, hogy a
vizsgalt fajok koziil a legnagyobb dsszegzett antioxidans kapacitassal a kozonséges
gvertydan, a szelidgesztenye és a csertolgy rendelkezik. A legtobb faj esetében az

augusztusi/szeptemberi mintak rendelkeznek a legmagasabb dsszegzett antioxidans
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kapacitassal. Ez alol kivétel az erdeifenyd (junius), a feketefenyo (julius) és a csertolgy
(majus).

Fafaj Majus  Junius  Jualius Augusztus Szeptember
Biikk 1,21 1,26 1,25 1,14 1,57
Gyertyan

Akac 1,30 1,14 1,30 1,41
Korai juhar 1,62 227 176 _ 2,02
Molyhos tolgy 1,67 1,73 1,77 1,93 2,03
Kocsanyos tolgy 1,84 1,74 1,38 1,49

Kocsanytalan t6lgy = 1,94 1,65 1,79 1,74 _
Nyar 0,50 1,11 0,90 1,31 1,35
Erdeifeny6 0,50 0,58 0,44 0,18 0,42
Feketefenyo 0,90 1,27 1,32 1,25 1,09

20. tablazat Az antioxidans kapacitdsok (DPPH, FRAP és ABTS) pontrendszer alapjan tortént
kiértékelésének és osszesitésének eredménye. Maximum pontszdm: 3.
5.1.2.2. A fenolos vegyiiletek szezonadlis valtozdsa

Az antioxidans hatast a fenolos vegyiiletek kozvetleniil befolyasoljak (Awika et al.,
2003). Megvizsgaltam a kivonatok 6sszes polifenol-, 6sszes flavonoid- és 6sszes flavan-
3-ol-tartalmat is, hogy megallapitsam, mely tipusu fenolos vegyiiletek feleldsek az
antioxidans hatéasért.

A 21. tabldazat mutatja be a kivonatok dsszes polifenol-tartalmdt. Az eredményekbdl
lathaté, hogy a fajok egy részénél a  polifenol-tartalom  majustol
augusztusig/szeptemberig novekedett (biikk, akdc, kocsanyos- és kocsanytalan tolgy),
mig a csertolgy, szelidgesztenye €s az erdeifenyd esetében majusi vagy juniusi, illetve

juliusi (gyertyan, korai juhar, nydr, feketefenyd) maximumot mértem.

Osszes polifenol-tartalom (mg Q/g sz.a.)

Fafajok Méjus Junius Julius Augusztus Szeptember
Biikk 378+ 1,01°,  568+0997, 48,1128, 474314, 57,7259
Gyertyan 78,8+0,59°,  93,1+329"  106+557,  943+538°, 80,8+3,05"
Szelidgesztenye  713+3,5", 7854113, 625+1,59°,  763£525, 7554467,
Akac 293099, 297+073, 432+£021°,  199+289"  49,6+184"
Korai juhar 46,6+2,80°, 574+ 1,98bd 802+147,  659+283 737 1,26dde
Molyhos t5lgy 3754054 71742325,  63.8+331%, 9204367 603573,
Csertolgy 79,0335,  658+1,59", 659+1,54" 73,7+581", 59,7+2,52"

Kocsényos tolgy ~ 59,9+227", 585+250°, 483+4382" 49442 72,2046,
Kocsanytalan tolgy 56,5+ 1,34",  512+3.89"  592+4,06',  53,7+2,14', 70,0+242",

Nyar 20,0+£029°,  53,6+324", 7374305, 620274 57.6+058"
Erdeifeny6 27,1+£0,78%,  42,6+1,62",  37,5+3,9°, 24,6+3,98%,  36,1+1,74°
Feketefeny® 274+097°, 46,6+423"%. 538+1,56°, 454+551%  358+230%

21. tablazat A levelekbdl késziilt extraktumok Gsszes polifenol-tartalmanak (4tlag &+ szdras) szezondlis
valtozasa. Szignifikans kiilonbséget jeleznek a felsé indexben 1évo eltérd betiik a honapok, mig az alsd
indexben 1évo eltérd betlik a fafajok kozott p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legtobb
polifenol-tartalmat mutatjak.
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Falevelek 0Osszes polifenol-tartalmanak szezonalis valtozasarol tobb kutatds is
sziiletett, ezek koziil tobb is arrdl szamol be, hogy a polifenol-tartalom tavasztdl 0szig
ndvekedod tendenciat mutat.

A Moringa oleifera Lam. levelei esetében a polifenol-tartalom a frissen kihajtott
levelek esetében volt a legalacsonyabb, és a polifenol-tartalom a levelek érettségével
parhuzamosan novekedett (Igbal és Bhanger, 2006). Pirvu et al. (2013) biikk levelei
esetében szintén novekedést irt le az O0szi idoszak felé haladva: a legnagyobb Osszes
polifenol-tartalmat a szeptemberi levelek esetében hatdroztdk meg. A Ginkgo biloba L.
esetében Sati et al. (2013) szintén nagyobb mennyiségli fenolos vegyiiletet talaltak az
0szi levelekben, mint a tavasziakban.

A két tilevell fafaj esetében a polifenol-tartalom maximum értéke az erdeifenyd
esetében juniusban (42,6 mg Q/g sz.a.), a feketefenyd esetében pedig juliusban (53,8 mg
Q/g sz.a.) volt mérhetd. Ezek a fenyok abban kiilonboznek a tobbi fatol, hogy a
tlileveleik egész évben a fan maradnak, és nem hullanak le meghatarozott idokdzonként.
Ewers és Schmid (1981) szerint a tlilevelek élettartama nagyon valtozatos lehet, néhany
honaptol akar tobb évtizedig is a fan maradhatnak, ezért nehéz meghatarozni az
érettségi fokukat. Ilyen jellegli vizsgalatokat a két tlilevelli faj esetében nem végeztem.

Osszességében az akac esetében mértem a legkevesebb polifenol-tartalmat
(augusztus, 19,9 mg Q/g sz.a.), a legnagyobbat pedig a kézonséges gyertyan jaliusi (106
mg Q/g sz.a.), a molyhos télgy augusztusi (92,9 mg Q/g sz.a.), a csertélgy majusi (79,0
mg Q/g sz.a.) ¢és a szelidgesztenye juniusi (78,5 mg Q/g sz.a.) mintaja esetében. A
kocsanyos és kocsanytalan tolgy, a biikk, a nydr és a tiilevelliek kozepes értékeket
mutattak.

Az osszes flavonoid-tartalomra vonatkozd eredmények a 22. tabldzatban lathatok.
Altalanossagban az veheté észre, hogy az Osszes flavonoid-tartalom szezonalis
valtozasa jelentdsen eltér az O6sszes polifenol-tartalom valtozas tendencidjatol. Ennek
egyik magyardzata, hogy nem minden polifenolos extraktanyag flavonoid-tipusu, igy a
két mennyiség nem sziikségszerlien korellal egymassal. Masrészt az 6sszes polifenol-
tartalom mérésére alkalmazott Folin-Ciocalteu mddszer nem csak a polifenolokat
hatdrozza meg, mivel szamos interferaldo vegyiilet zavarhatja a mérést (I1d. 2.8.1.1.
fejezet).

Az 6sszes flavonoid-tartalom majustdl augusztusig/szeptemberig csokken a biikk, a
csertodlgy, a kocsanytalan tolgy és az akéc esetében, mig tavasztdl 6sz felé haladva nd az
Osszes flavonoid-tartalom a kozonséges gyertyan, a korai juhar, a nyadr és a fenyok
esetében. A bilikknél tapasztalt szezonalis tendencia Osszhangban van a Pirvu és
munkatérsai altal mért eredményekkel (Pirvu et al., 2013).

A hoénaprol honapra valtozd értékek esetében azt figyelhetjik meg, hogy
augusztusban minimum figyelhetd meg az akac (2,60 mg Q/g sz.a.) és a kocsanyos
tolgy esetében. Ugyanakkor a gyertyan (12,8 mg Q/g sz.a.), a korai juhar (6,74 mg Q/g
sz.a.) ¢s a feketefenyd (1,46 mg Q/g sz.a.) esetében ugyanebben a hénapban volt az
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a bikk, a

szelidgesztenye, az akac, a molyhos tolgy, a cser €s a kocsanytalan tolgy rendelkezett.

Osszes flavonoid-tartalom (mg Q/g sz.a.)

Fafajok Majus Jlnius Jalius Augusztus Szeptember
Biikk 4344007 4,15+0,105  2.80+0,14%, 2.23+0,07% 2,70 = 0,09%,
Gyertyan 11,1£0,52% 11,0+0,75%  10,0+£0,68°, 12,8 +0,28% 8,42 +0,26%
Szelidgesztenye 572 +0,28% 4,73+0,53% 4,66 +0,38  515+0,09% 5,16+0,37%
Akac 4,65+023%, 443+£026%,; 427+024%, 2.60+0,16% 4,00+0,11%
Korai juhar 508 +046% 533£0,19%  6,06+0,15% 6,74 £0,20" 6,47 +0,23%
Molyhos tolgy 3.80+£031°,  3,26+0,07%a 3,71 %£036%. 3,75+039% 3,25+ 0,474
Csertolgy 599+0,21% 4,03+024%. 3,76+0,52%4 4,52+0,24° 3,93 +0,23%
Kocsanyos tolgy 5,66 +0,40%; 5,71£0,28% 4,59+ 1,02  4,09+0,19%. 5,54 0,43%
Kocsanytalan tolgy 4,85+ 0,41°, 3,18+ 0,30%. 3,19+0,19%4 2,96+0,05% 3,54 +0,35%
Nyar 8,40+0,39%,  151+0,09%  12,8+0,37%  12,8+0,16% 10,2+0,05%
Erdeifenyd 1,90 +£0,04%  2,57+0,09  230+009%  2,36+0,03% 2,09+ 0,09%
Feketefeny 0,82 +0,04°,  1,07+0,08%, 0,93+0,17°, 1,46 0,06, 1,12+0,07°

22. tablazat A levelek Gsszes flavonoid-tartalmanak (atlag + szoras) szezondlis valtozasa. Szignifikans
kiilonbséget jeleznek a fels6 indexben 1évo eltérd betiik a honapok, mig az als6 indexben 1évd eltérd betiik
a fafajok kozott p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legtobb flavonoid-tartalmat mutatjak.

A szakirodalom szerint az Osszes flavonoid tartalmat a faj mellett még sok mas
tényez0 befolyasolhatja, kozottiik az egyik a novény neme. Zhang et al. (2016) szerint a
Pistacia chinensis Bunge fa esetében a n6i egyedeknél marciustdl szeptemberig nott a
falevelek 0Osszes flavonoid-tartalma, mig a him egyedeknél ugyanez a paraméter
csokkend tendenciat mutatott.

Osszességében a legnagyobb flavonoid-tartalmat a nyar (junius, 15,1 mg Q/g sz.a.)
¢és a kozonséges gyertyan (augusztus, 12,8 mg Q/g sz.a.) levél-extraktumabol mértem,
mig a legkisebb értékeket a tlilevelii fajok kivonataibol kaptam.

Az osszes flavan-3-ol-tartalom mérési eredményei a 23. tabldzatban lathatok. Az
Osszes flavan-3-ol-tartalom esetében is valtozatos tendencidk figyelhetok meg.

Tavaszrol 6szre novekedés figyelheté meg a szelidgesztenye, a molyhos tolgy és a
biikk esetében. A tobbi fafajndl mas-mas hénapokban mértem a legnagyobb értékeket.
Jaliusi maximum volt jellemz6 az akac, a korai juhar, a feketefenyd és a kdzonséges
gyertyan esetében. A molyhos tdlgy és a csertdlgy legnagyobb 6sszes flavan-3-ol-
tartalma augusztusban volt mérhetd, mig a kocsanyos tolgy, a nyar és az erdeifenyd
esetében a legtobb flavan-3-ol a juniusi levelekben volt megtalalhato.

A fajok koziil a legtobb flavan-3-ol jellegi vegyiilet a biikk szeptemberi, a
feketefenyd jaliusi, a korai juhar juliusi, az akac juliusi €s a kocsanyos tolgy juniusi
levélkivonatdban volt kimutathat6. Legkevesebb flavan-3-ol-tipusu vegyiilet a

kozonséges gyertyan, a szelidgesztenye és a csertolgy leveleiben volt.
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Osszes flavan-3-ol-tartalom (mg C/g sz.a.)

Fafajok Majus Jinius Julius Augusztus Szeptember
Biikk 12,4 +0,40%, 22,6+ 1,045 23,0+0,65% 155+0,61% 24,1+0,10°,
Gyertyan 0,47 +0,02% 0,73+0,01°, 1,82+0,025 1,66+0,01% 1,10+0,05°,
Szelidgesztenye 0,29 +0,00°, 1,36 +0,02% 1,13+0,01°, 3,43+0,06% 4,90 + 0,12,
Akdc 11,7+0,46%, 12,8+0,44% 16,5+0,99% 327+0,19°. 10,9+0,18"
Korai juhar 727+0,11% 10,9+0,80% 18,7+0,75% 11,5+£0,57°, 11,2+0,61%
Molyhos t5lgy 0,52+0,01%  3,65+0,01° 435+0,04°, 5,85+0,01° 5,15+0,04%
Csertolgy 1,38 +£0,04%°  2,08+0,01% 227+0,04° 4,87+0,10° 2,73 +0,10%
Kocsanyos tolgy 13,3+ 1,10% 15,5+ 1,035 14,6+0,11°, 9,67+0,67" 13,3 +0,46%
Kocsanytalan tolgy 6,93 +1,20% 2,50+ 0,06, 3,44+0,12°, 2,08+0,11% 2,90+ 0,07,
Nyar 4,17+0,15°, 11,4+£024% 7,84+0,08°, 827+0,19°% 9,56+ 0,425
Erdeifeny6 427+0,18%  7,71£0,13°, 5,66+0,33% 3,64+0,10% 5,04 +0,125
Feketefeny 7,86 £027% 13,1 +0,55% 18,9+0,29% 11,8+0,61° 9,13 +020%

23. tablazat Az Osszes flavan-3-ol-tartalom (atlag + szords) szezondlis valtozasa. Szignifikans
kiilonbséget jeleznek a fels6 indexben 1évo eltérd betiik a honapok, mig az alsé indexben 1évd eltérd betiik
a fafajok kozott p <0,02 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legtobb flavan-3-ol-tartalmat mutatjak.

A biikk leveléb6l mért flavan-3-ol-tartalmak Gsszevethetok az irodalomban talalt
értékekkel. Sen et al. (2013) a megsargult és zold biikk levelek 6sszes flavan-3-ol-
tartalmat vizsgalva azt allapitottdk meg, hogy a teljes flavan-3-ol-tartalom 30 és 100 mg
Cl/g sz.a. kozott valtozott attdl fliggden, hogy a ndvényt melyik évben vizsgaltak, és a
levelek milyen egészségi allapotban voltak. Ez utdbbit a sziniik alapjan allapitottdk
meg. Feucht és Treutter (1994) azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a flavan-3-ol jellegli
vegyiiletek fontos szerepet toltenek be a biikk leveleiben 1évé antioxidans, és védelmi
rendszerében.

A fenolos vegyliletek szezondlis valtozasat 6sszehasonlitva az Gsszesitett antioxidans
kapacitas értékeivel (20. tablazat), megallapithatd, hogy a polifenol-tartalom is
ugyanazoknal a fajoknal, vagyis a kozonséges gyertyannal, a szelidgesztenyénél és a
csertdlgynél volt a legnagyobb. Tehat e fajok esetében az antioxidans hatidshoz a
polifenolos jellegli vegyiiletek jelentés mértékben hozzédjarulnak. A kozonséges
gyertyan (ami minden szempontbdl a legjobban teljesito faj) levelébdl késziilt kivonatok
esetében a flavonoid-tartalom magas volt, azonban flavan-3-ol jellegli vegyiiletekbol
kevesebbet tartalmazott. Osszességében tehat a kozonséges gyertyan leveleinek magas
antioxidans kapacitdsdért a flavonoidok, ¢és mas polifenolos vegyiiletek tehetdk
felelossé, azonban a flavan-3-ol-szerkezettel rendelkezd vegyiiletek nem taldlhatok meg
szamottevd mértékben a gyertydn levelekben. Ez Osszhangban van a gyertyan
levélextraktumbol elvégzett HPLC-PDA-MS/MS-vizsgalatokkal, miszerint a katechinek
¢s a polimer procianidinek kisebb koncentracidban vannak jelent az extraktumban, mint
a fenolos savak ¢s a flavonoid jellegli vegyliletek (Id. 5.1.3. fejezet). A kozonséges
gyertyanndl érdemes még megemliteni, hogy a kiilonb6z6 paraméterek mdas-mas

szezonalis tendencidt mutatnak (27. dbra).
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27. abra A kozonséges gyertyan levélkivonatabdl mért paraméterek szezondlis valtozasa.

Az 27. dabra azt szemlélteti, hogy a legjobb antioxidans kapacitas értékek késo
nyarn/kora 6sszel mérhetdk. A szelidgesztenye és a molyhos tolgy esetében is hasonld
tendencia észlelhetd, azonban a flavonoid-tartalmuk alacsonyabb, a flavan-3-ol-
tartalmuk pedig kismértékben magasabb a gyertyanénal.

A vizsgalt fajok kiilonb6z0 hdénapokban mutatjdk a legnagyobb antioxidans
kapacitasukat, amit figyelembe kell venni a levelek felhasznalds céljabol torténd
begyljtésénél.

5.1.3. Kozonséges gyertyan levél polifenoljainak HPLC-PDA-MS/MS elvalasztasa
és azonositasa

A kivalasztott fajok koziil a k6zonséges gyertyan mutatta a legnagyobb antioxidans
kapacitas értékeket. Korabbi kutatdsok kimutattdk mar, hogy ennek a fajnak a levelei
értékes nyersanyagok lehetnek. Kuiters €s Sarink (1986) a kozonséges gyertyan
oktdberi avaranak extraktumaiban mas fajokkal Osszehasonlitva jelentdsen magasabb
Osszes polifenol-tartalmat és nagy mennyiségii fenolos savat taldltak, Cieckiewicz et al.
(2012) a fiatal levelek jelentds rakellenes hatdsait tanulmanyoztdk. Ezek alapjan
dontottem amellett, hogy az augusztusi levélkivonat esetében feltérképezem, hogy
milyen vegyliletek tehetok felelossé az antioxidans hatasért. A folyadékkromatografias
elvéalasztas utdn detektorként diddasoros detektort és tomegspektrométert hasznaltam.
Az UV-detektalas 250 és 380 nm kozotti tartomanyanak kromatogramja a 28. dbrdn
talalhatd. Az azonositott komponensek a retencids idokkel és MS/MS fragmensekkel
feltlintetve az VI. Mellékletben talalhatok.
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sziringaldehid) 1is azonositottak szililezési szarmazékképzés
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segitségével gdzkromatografias elvalasztassal és langionizacids detektalassal (Kuiters és
Sarink, 1986). Mivel azonban ezek a mérések mar lehullott, részben bomlésban 1évo
levelekbol torténtek, az altaluk azonositott vegyiiletek lehetnek bomlastermékek is.

A HPLC kromatogram ¢és az egyes vegyiiletek tomegspektrumainak kiértékelése
alapjan megallapitottam, hogy jelentés mennyiségli polifenolos vegyiilet taldlhaté a
kivonatban, tobbek kozott fenolos savak, ellagitanninok, gallotanninok, flavonoidok,
katechinek, procianidinek. Szamos vegyiiletet nem sikeriilt azonositani a kapott
fragmentacios tomegspektrumok alapjan, mivel azok nem tartalmaztak elég informaciot
az egyértelmi szerkezeti jegyek igazoldsara. Az ismeretlen vegylileteket is feltiintettem

a tablazatban, az [M—H] anyaionjukkal és fragmenseikkel egyiitt. Osszességében 171
vegyiilet leirasara keriilt sor (az ismeretlennek megjelolt vegyiiletekkel egyiitt), mely
alapjaul szolgalhat a gyertyan levél bioaktiv vegyiileteinek tovabbi tanulmanyozasahoz.

A fenolos savak ¢€s a flavonoidok 4ltaldban glikozidok forméjaban fordulnak el6 a
levélkivonatban. A leggyakoribb cukorrészek, amelyek a fenolos vazhoz koétodnek, a

pentdzok, hexdzok €s a ramnoz. A cukorrészek azonositdsa fragmenseik segitségével

tortént. A [M—H-120] és [M—-H-162] semleges vesztések (hexozil-egység) és [M—H-
180] (egy hexdz vesztése) hexdz cukorra vezethetdk vissza. A [M-H-132] és [M—H-
150] vesztések pedig pentdz cukorral torténd konjugaciora utalnak. A ramndz egység
levalasra pedig tobbek kozott a [M—H-146] semleges vesztésbol lehet kdvetkeztetni.

A cukorrész kétféleképpen is kotddhet a fenolos vazhoz: C- vagy O-glikozidos
modon. A két kapcsolddasi mod megkiilonboztetése a fragmentacid mintdja alapjan
lehetséges (Cuyckens és Claeys, 2004, Vukics és Guttman, 2010).

Az azonositott vegylileteket anyagcsoportok szerint targyalom az aldbbiakban,
kitérve az MS/MS tomegspektrum alapjan torténd szerkezeti azonositas fobb jegyeire.

5.1.3.1. Fenolos savak és szdarmazékaik

A gyertyan levelében talalt fenolos vegyiiletek koziil a legelterjedtebbek a fenolos
savak, és ezek szarmazékai. Glikolizalt vagy sikimisavval, illetve kinasavval konjugalt
forméaban vannak jelen, de pl. a galluszsavat, ellagsavat és az (izo)-vanillinsavat szabad
formaban is sikeriilt azonositani.

Ahogy a kromatogramon is lathatd (28. dbra), a klorogénsav 53-as szdmmal jelolt
1izomerjébdl (kinasav-O-kavésav €szter) jelentds mennyiség taldlhatd meg, mig a 41, és
66-0s szamu izomerbdl joval kevesebb fordul eld a levélkivonatban. A klorogénsav [M—

H] anyaionja a 353-as m/z értéknél, valamint a fragmensionok 191 [kinasav—H] , 179

[kdvésav—H] és 135 m/z-nél [kavésav—H—-CO,] jellegzetes molekularészletek, amelyek
csak a klorogénsavra €s izomerjeire jellemzoek. Nemcsak klorogénsavbol, hanem
ellagsavbol (125) is jelentds mennyiség talalhatdo meg a kivonatban.

A kavésav-sikimisav észtereket (86; 99) a kavésav molekularészletek (179; 161; 135

m/z), és a sikimat-egység semleges elvesztése [M-H-156] = 179 m/z, valamint a
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sikimisav fragmenseinek (155 m/z [sikimisav—H-H,0] , és 111 m/z [sikimisav—H-H,O—
CO,] ) letdredezésébdl sikeriilt azonositani.

A kromatogramon 1évé 42-es csucs kavésav-O-hexozidként keriilt azonositasra a
kavésav fragmensei, valamint a [M—H-162] = 179 m/z [kavésav—H] semleges vesztés
segitségével.

A 15-0s, a 16-0s és a 18-as csucsokat a kinasav-hidroxi-dihidrokavésav észterei
izomerjeiként lettek azonositva, a kinasav-O-kavésav észterhez hasonld fragmensek
miatt (353; 191; 179; 135 m/z), valamint a 371 m/z-nél [M-H] 1év6 anyaion
kovetkeztében. A 371 — 353 = 18 m/z tomegkiilonbség két hidrogén- és egy
oxigénatommal magyardzhato, ami a klorogénsav vazhoz kapcsolddott hozza.

A 21-es €s 24-es csucsok szintén kinasav-O-kdvésav észtereket jelolnek, a 191 és
173 m/z-vel rendelkez6 kinasav €s a 179 és 135 m/z-vel rendelkez6 kavésav fragmensek
miatt.

Két metoxibenzoesav-O-hexozid is azonositasra kertiilt (26; 27), egyrészt a 183 m/z-t

eredményezd cukorrész semleges vesztésébol [M—H—-162] , valamint az aglikon rész
tovabbi fragmentalodasabol (168 m/z [M—H—162—CH3] , és 139 m/z [M—H-162—CO,] ).

A sziringsavat O-hexozid konjugélt formaban sikeriilt detektalni (29; 32; 35). Az O-
hexozid részt szintén a semleges vesztésbdl [M—H—162] = 197 m/z azonositottam, az
aglikon részt pedig a tovabbi molekulatoredezésekbdl: [sziringsav—H—CH;3] = 182 m/z,

[sziringsav—H—2CH3] = 167 m/z és [sziringsav—H—CO,] = 153 m/z.
A protokatechusavnak egy O-pentozidos formajat talaltam a gyertyan levelében (30).

A pentdz részt a 153 m/z-nek megfeleld semleges vesztés [M—-H-132] =

[protokatechusav—H] alapjan, a protokatechusavat a molekula tovabbi fragmentacidja

([protokatechusav—H-H,O] = 135 m/z és [protokatechusav—H—-CO;] = 109 m/z alapjan
sikeriilt meghatarozni.

Kuiters és Sarink (1986) eredményeivel ellentétben sziringaldehidet nem talaltam a
levélkivonatban, azonban szinapaldehidet (melyet az eldbbi két kutato nem mutatott ki)
igen (58).

5.1.3.2. Tanninok

A kozonséges gyertyan levélkivonataban szamos hidrolizalhatd tannin, gallotannin és
ellagitannin megtalalhaté. A gallotanninok a jellegzetes 169 és 125 m/z-s MS/MS
fragmenseikbdl azonosithatok, amelyek rendre a [galluszsav—H] és [galluszsav—H—
CO,] tomegvesztéseknek felelnek meg. A valtozatos szamu galloil-egység gliikdz
molekuldhoz  kapcsolddik, melynek fragmensei szintén megfigyelhetok a
tomegspektrumokban. A galloil rész azonositasa a tomegspektrum alapjan a 152 m/z-s
tomegkiilonbség, valamint a galluszsav (170 m/z) semleges vesztése segitségével
tortént. Az ellagitanninok esetében az irinymutatd fragmension a 301 m/z [ellagsav—H]
volt, valamint az egy vagy tobb HHDP (hexahidroxi-difenoil-egység) elvesztése, amely
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a tipikus [M—-H-302] fragmensiont illetve a 302 m/z tomegvesztések sorozatabdl
keletkezd fragmensionokat eredményezte a spektrumon (Sanz et al.,, 2010). A

nagyméretl ellagitanninok gyakran dupla t61tésti molekulaionokat képeztek ([M—ZH]Z_),
amely abbdl igazolhato, hogy a molekulaion esetében izotdpcsucsok (1 m/z helyett 0,5
m/z) jelentek meg. A gallotanninok és ellagitanninok esetében is tipikus fragmensionok
voltak a 313 m/z-vel [galloil-gliik6z—H,O] és a 331 m/z-vel [galloil-gliikoz—H]
rendelkezd molekularészletek.

A monogalloil-gliitkézokat (5; 8; 11; 12; 31) a 331 m/z-s molekulaionokbdl, valamint
a 169 és 125 m/z-vel jellemezhetd fragmensionokbol (galluszsavbdl), valamint a 120-as
(211 m/z) és 162-es (169 m/z) semleges vesztésekbol (hex6z) azonositottam.

A 633 m/z-s molekulaionnal rendelkez6 galloil-HHDP-gliikkézt (73) a 463 m/z-s [M—
H-galluszsav] és 331 m/z-s [M—-H-HHDP] fragmensionok alapjan irtam le.

A 483 m/z-s molekulaionnal rendelkezd digalloil-gliikkoz izomereket (53; 137) a 313
m/z-s [M—H-galluszsav] , valamint a 169 és 125 m/z-s fragmensionok azonositottak
(Wang et al., 2011).

A 785 m/z-s molekulaionnal rendelkez6 digalloil-HHDP-gliikdz izomerek a 615 m/z-
s [M-H-galluszsav] , a 313 m/z-s [M-H-galluszsav-HHDP] ¢és a 301 m/z-s
molekularészletek alapjan keriiltek meghatarozasra.

Egy digalloil-bisz-HHDP-gliikoz molekula (139) is volt a levélkivonatban, 1087 m/z
[M-H] és 543 m/z [M—2H]27 molekulaionokkal. Jellegzetes fragmensei: 313 m/z-nél
[M-H-HHDP-HHDP-galluszsav] és 301 m/z-nél [ellagsav-H] voltak. Ezt a
vegyiiletet a Betula pubescens (Ehrh.) levelében is azonositottadk, amely a kézonséges

gyertyannal kozeli rokonsagban allo faj (Salminen et al., 1999).

A 635 m/z-s molekulaionnal rendelkez6 trigalloil-gliikozbol 4 izomert (59; 77; 83;
91) sikeriilt detektalni a 483 m/z-s [M—H-galloil] ¢és 313 m/z-s [M—H-galloil-
galluszsav] fragmensek alapjan. Két trigalloil-HHDP-gliikéz izomer (114; 127) is volt
a kivonatban, amelyek a 785 m/z-s duplat6ltésti molekulaion [M—2H]27, valamint a 767
m/z-s [M—H-galluszsav] , 465 m/z-s [M—H—galluszsav—HHDP] ¢és 313 m/z-s [M—H—
galluszsav—HHDP—galloil] fragmensionok altal valt beazonosithatova.

Harom tetragalloil-gliikkoz (118; 119; 123) 787 m/z-s molekulaionnal is megtalalhato
volt a levélkivonatban. A jellegzetes fragmensionok a kovetkezok voltak: 635 m/z [M—

H-galloil] , 617 m/z [M—H-galluszsav] , 465 m/z [M—H-galluszsav—galloil] , 447 m/z
[M—H-2galluszsav] , és 313 m/z [M—H—galluszsav—2galloil] .

Harom pentagalloil-gliikozt is azonositottam (134; 140; 147) 939 m/z-s és 469 m/z-s
[M—2H]2_ molekulaionnal. Az azonositasul szolgalé fragmensek: 769 m/z [M-H-
galluszsav] , 617 m/z [M—H—galluszsav—galloil] , 465 m/z [M—H—galluszsav—2galloil] ,
és 313 m/z [M—H-galluszsav—3galloil] .

77



10.13147/SOE.2018.008

Tobb, nem azonositott galluszsav-szdrmazékot is elvalasztottam. Az egyik a 345 m/z-

s [M-H] molekulaionnal rendelkezd komponens (19), tovabbiak a 461 m/z-vel (149,
150), és a 477 m/z-vel megjelend molekulaionok (76), valamint a 651 m/z-s (65; 78) és a
969 m/z-s vegyiiletek. Mindegyikiikre jellemzo, hogy toredezésiik soran galluszsav
fragmens lathatd a tomegspektrumon. Nem azonositott ellagitanninok is lathatok a
kromatogramon: 935 m/z-s (90), 951 m/z-s (88), 953 m/z-s (101; 112), 1105 m/z-s (113;

116) és 1109 m/z-s (84; 97; 100) [M-H] molekulaionokkal, amelyek jellemzd
fragmensei a galluszsav ¢s az ellagsav. Néhany vegyiilet esetében (985 m/z (117), 1083

m/z (54; 69), és 1127 m/z (63; 87; 111; 148) [M-H]_ molekulaionokkal) a fragmentacio
mintdzata nem volt lathatd, mivel ezen komponensek kis jelintenzitdssal jelentek meg.
Ezek a nem azonositott vegyiiletek a jovoben tovabbi kutatdst igényelnek.

Tobb, kis molekulatomegli galluszsav konjugatumot is leirtam. A kinasav-
monogalloil-gliikoz észter (62), a kinasav-galluszsav észter (9; 14; 17), és a digalloil-
kinasav (52) a galluszsav (125 és 169 m/z) és a kinasav (191 és 173 m/z) jellegzetes
fragmentacidjat mutatta. A sikimisav-galluszsav észter izomerjei (25; 28; 33) a sikimat-
egység semleges [M—H-156] = 169 m/z, és a galloil-egység (169 és 125 m/z)
elvesztése, valamint a sikimisav fragmensei (155 ¢és 111 m/z) alapjan valtak
azonosithatova.

A metil-gallat (183) a 168 m/z-s [M-H-CH3] és a 139 m/z-s [M—H-CO,]
fragmensionok altal keriilt detektalasra. Két galloil-kvercetin izomer (60; 64) is lathatd
a kromatogramon, amelyeket a galluszsav és kvercetin (301, 300 m/z) molekularészletei
alapjan azonositottam. A 104-es ¢és 107-es vegyiiletek kumarsav-O-galloil-gliikkéz
izomerek (Wang et al., 2011).

A kozonséges gyertyan levelében az eukaglobulin (154) is megtalalhatd, amely egy
egyedi monoterpén-glikozid galluszsavval alkotott konjugdtuma. Ezt a komponenst az
Eucalyptus globulus levelében is kimutattak (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013).

A 28. dbrdn lithato kromatogramon 1év0 csucsmagassagok alapjan megallapithato,
hogy a leggyakoribb tannin tipust vegyliletek az ismeretlen ellagitanninok (88; 97; 112;
113), a trigalloil-HHDP-gliikézok (114; 127) ¢€s a tetragalloil-gliikéz.

5.1.3.3. Flavonoid-glikozidok

A levélkivonat jelentds mennyiségli flavonoid-glikozidot tartalmazott. Kozos
jellemzdjiik, hogy a flavonoidok C- vagy O-glikozidos forméaban kapcsolddnak a cukor
molekularészhez. Szabad aglikonokat nem sikeriilt kimutatnom.

Osszesen nyolc kvercetin-O-glikozidot azonositottam, ezek koziil 6t (89; 93; 106;
126; 135) kvercetin-O-hexozid volt 463 m/z-s molekulaionnal, ketté (115; 141)
kvercetin-O-pentozid (molekulaion: 433 m/z), és egy kvercetin-O-ramnozid 447 m/z-s
molekulaionnal (143). A galluszsav kvercetinnel alkotott konjugadtuma mér kordbban
emlitésre kertilt (galloil-kvercetin, 60; 64). A kvercetin aglikonként vald eléforduldsa a
jellegzetes 301 és 300 m/z-s ionok, valamint a 272; 257 és 255 m/z-s MS/MS
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fragmensionok alapjan kertilt leirasra. Germano et al. (2012) a Betula pendula (amely
faj a gyertyannal ko6z0s csaladbol szarmazik) leveleiben szintén szamos kvercetin-
glikozidot irtak le.

A miricetin vegyiiletek koziil négy glikozid volt megtaldlhatd a kivonatban. A
miricetin aglikon azonositasa a jellegzetes 316; 317, valamint a 287; 271 és 179 m/z-vel
rendelkezé fragmensionok alapjan tortént. Osszességében két miricetin-O-hexozidot
(103; 108), egy miricetin-O-pentozidot (122) és egy miricetin-O-ramnozidot (124)
sikeriilt azonositani.

A kempferol-glikozidok koziil a kempferol-O-ramnozid (155) és kempferol-di-O-
ramnozid (162; 164) kimutatasa tortént meg. Az aglikon részt a 285; 284; 255 és 227
m/z-vel rendelkezé fragmensionok azonositottak. A di-O-ramnozid molekularészletet a
146-0s semleges vesztés (577 — 431 — 285 m/z) segitségével sikeriilt meghatdrozni,
ami azt bizonyitja, hogy az aglikon két kiilonb6zé O atomja glikozilalddott (Cuyckens
¢s Claeys, 2004; Vukics €s Guttman, 2010).

A kromatogramon 128-as csucs jelzi az egyetlen luteolin-glikozidot, a luteolin-O-
hexozidot. Molekulaionja (447 m/z), és a fragmentdlodasa is igazolja a vegyiiletet.
Habar a kempferol és luteolin azonos molekulatomeggel rendelkezik, tovabba MS/MS-
spektrumuk is nagyon hasonld, rdadasul kempferol-glikozidok azonositasa is megtortént
a kivonatbdl, a 128-as csucs egyértelmlien a luteolin hexozidja. A kempferol
fragmentacios spektrumaban a 285 €s 284 m/z ionok intenziven jelennek meg, valamint
tartalmazzak a jellegzetes 255 és 227 m/z ionokat. A luteolin fragmentacidja szintén
intenziv 285 ¢és 284 m/z ionokat eredményez, azonban kisebb intenzitdsban sok mas
fragmension is keletkezik (227; 199; 175; 151; 133 m/z) (Sanchez-Rabaneda et al.,
2003).

Két apigenin-glikozid is meghatarozasra keriilt. Az egyik egy apigenin-di-C-hexozid
(81) volt, 593 m/z-s molekulaionnal [M-H] . Azt, hogy a cukormolekula valéban C-
atomon keresztiil kapcsolddik az aglikonhoz, az bizonyitja, hogy az MS/MS

spektrumban a molekulaion és a 431 m/z-s [M-H-162] fragmension kozétt tébb cukor

fragmens (pl. 503 m/z [M-H-90] és 473 m/z [M-H-120] ) cstics is nagy jelintenzitéssal
jelenik meg, ami a C-glikozidok jellegzetessége, az O-glikozidokra nem jellemzo
(Cuyckens és Claeys, 2004; Vukics ¢s Guttman, 2010). A masik C-atomon keresztiil
kapcsol6do hexéz részt a 383 m/z-s ([M-H-120-90] ), és 353 m/z-s ([M-H-120-120] )
fragmensionok segitségével azonositottam. A vegyiilet MS/MS spektrum altal elvégzett
azonositasanak eredményét irodalmi adatok alapjan is megerdsitettem (Benayad et al.,
2014).

A masik apigenin-szarmazék apigenin-O-hexozid (144), amelyet az O-hexozid és az
apigenin aglikon karakterisztikus fragmentacioja (269; 225; 201; 151; 149 m/z) alapjan
azonositottam.

A gyertyan levél-extraktumabol dsszesen harom izoramnetin-O-glikozidot, kozottiik
két izoramnetin-O-hexozidot (120; 132) és egy izoramnetin-O-pentozidot (142) sikertilt
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identifikalni. Az izoramnetin aglikon jellegzetes cstcsai 315 és 314 m/z-nél latszottak,
ezeken kiviil egy metil-csoport elvesztése kovetkeztében 300 és 299 m/z-nél is intenziv
csucs latszott a tomegspektrumon.

A 28. dbran 1év0 kromatogramon latszik, hogy a legnagyobb mennyiségben
eléforduld flavonoid jellegli vegyiiletek a kozonséges gyertydn augusztusi levél-
extraktumaban a kvercetin-O-hexozid (89; 106), a kvercetin-O-pentozid (115), a
miricetin-O-ramnozid (124), a luteolin-O-hexozid (128), a kvercetin-O-ramnozid (143)

¢s az apigenin-O-hexozid (144).

5.1.3.4. Katechinek és procianidinek

A katechinek és a polimer procianidinek ((+)-katechin (45), (-)-epikatechin (72),
gallokatechin (22), epigallokatechin (38) és a polimer procianidinek (procianidin B
dimerek) (39; 43)) kisebb koncentracioban vannak jelen az extraktumokban, mint a
fenolos savak és a flavonoid jellegli vegyiiletek. Ez &sszhangban van az 5.2.3.-ban
ismertetett eredményekkel, miszerint a kozonséges gyertyan augusztusi levél-
extraktumaban a polifenolos vegyiiletek nagy része nem flavan-3-ol szerkezetli (pl.

katechinek, procianidinek).

5.1.3.5. Ismeretlen vegyiiletek

Szamos ismeretlen vegyiilet fragmensionjait is leirtam (V1. Melléklet). Ezek koziil
tobb O-hexozid (1; 20; 36; 37; 67; 68; 71; 96; 102), és két C-hexozid (70; 109). Ezeknél
csupan a cukorrész jelenlétét, tipusat és kapcsolddasi mddjat sikeriilt meghatarozni.

Osszefoglalas. A kozonséges gyertydn augusztusi levél-extraktumabol dsszesen 171
vegyiilet leirasat végeztem el MS/MS spektrumok alapjan. Ezek kozott gallotanninok,
ellagitanninok, flavonoid-glikozidok, fenolos savak és szarmazékaik, flavan-3-olok és
szamos adott molekulaionnal rendelkezé ismeretlen vegyiilet taldlhato. A legjobb
DPPH- és ABTS antioxidans kapacitassal rendelkezé augusztusi extraktumban a
HPLC-PDA-MS/MS analizis alapjan legnagyobb mennyiségben elofordulo vegyiiletek a
klorogénsav, ellagsav, ellagitanninok, miricetin-, luteolin-, kvercetin- és apigenin-
glikozidok voltak. Feltehetoen ezek a vegyiiletek (vagy ezen vegyiiletek koziil néhany)
tehetok felelossé a kivalo antioxidans tulajdonsdagokért.

A nagyszamu polifenolos vegyiilet, a jelentés antioxidans kapacitds alapjan
kijelentheto, hogy a kozonséges gyertyan levelei egy igéretes, megujulo forrdst
jelentenek az antioxidans hatasu extraktanyagok kinyerésére, amelyek a jovoben
potencidlisan hasznosithato alapanyagok lehetnek. Az azonositott és az MS/MS

spektrummal jellemzett vegyiiletek listaja a tovabbi kutatdsokhoz is alapot szolgaltathat.
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5.2. Kéregvizsgalatok
5.2.1. A minta-elokészités optimalasa
5.2.1.1. A mikrohullamu kezelés hatdsa

Ebben a mérési sorozatban az akdc, a fehér nydr, a kocsanytalan télgy héjkérgébol és
hancsabol, valamint a biikk hancsabol késziilt extraktumokat vizsgdltam. Mindegyik
fafajnél a kéreg és a hancs esetében is készitettem extraktumokat a mikrohulldmmal
kezelt és nem kezelt mintakbol a 4.2.3; a 4.2.4. és a 4.5.4. alapjan ultrahangos
extrakcioval. Meghataroztam az 6sszes polifenol-tartalmat és az antioxidans kapacitast
DPPH-, FRAP-, és ABTS-modszerrel. Ezek az eredmények a 24. és 25. tdabldazatban
lathatok.

Az Osszes polifenol-tartalom eredményei alapjan megallapithato, hogy a héjkéreg
esetében, az akacnal és a kocsanytalan tolgynél szignifikdnsan nagyobb értékeket
mértem a mikrohulldmmal nem kezelt mintdk esetében, a fehér nyarnal azonban nem
volt szignifikans kiilonbség az értékek kozott. A hancsbol késziilt mintak esetében
ugyanez mondhat¢ el, kivéve a biikk esetében, ahol a mikrohulldmu eldkezelés hatasara

enyhén megndtt a kivonat 6sszes polifenol-tartalma.

Héjkéreg
Fafaj Osszes polifenol DPPH FRAP ABTS

(mg Q/g sz.a.) (ICsp, pg/ml) (mg AS/ g sz.a.) (mg T/g sz.a.)
Akac, M 18,5 + 1,25° 724+032° 163 +1,16° 70,1 +1,93°
Akéc 29.4+3,13° 511+£046°  19,5+0,86 103 + 5,85°
Kocsanytalan tlgy, M 36,9 + 3,15 3,81 +£0,08°  31,8+0,48° 122 + 8,259
Kocsanytalan t5lgy 71,6 + 1,20° 3,96+0,10°  29,3+0,76° 86,5+9,19°
Fehér nyar, M 54,8 + 4,89° 7,06 £031° 36,6+ 1,86 179 + 2,33
Fehér nyar 492 +1,35° 6,88 £0,60°  37,2+2,01° 154 +2,53¢

24. tablazat A héjkéregbdl késziilt extraktumok Osszes polifenol-tartalma és antioxidans kapacitdsa
mikrohulldmmal kezelt (M) és nem kezelt mintdk esetében. Az eredmények feltiintetése atlagérték +
szoras formaban tortént. A felsd indexben 1évd eltérd betiik egy adott modszeren beliil szignifikdns
kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten.

Hancs
Fafaj Osszes polifenol DPPH FRAP ABTS
(mg Q/g sz.a.)  (ICsp, pg/ml) (mg AS/ g sz.a.) (mg T/g sz.a.)

Akéc, M 3,22 +0,14° 155+3.43"  2,01+0,14° 11,3 +0,50°
Akéc 9,90 + 0,05° 133+1,88°  13,6+0,12° 65,7 +0,00°
Kocsanytalan tolgy, M 20,1 + 0,00 6,86 +0,92®  21,1+0,12¢ 70,2 +2,05°
Kocsanytalan tolgy 46,2 + 1,39 4,56 +0,13° 445+0,12" 133 + 0,00°
Fehér nyar, M 4,75+ 0,48" 59,9 + 1,80° 8,11+£027°  27,0+042°
Fehér nyar 44,1 +1,71° 8,83 +£027™  346+040" 143 +431°
Biikk, M 42,7 + 3,00 11,1 £0,90 36,4+ 0,67 147 +£2,48°
Biikk 28,0 £2,15° 18,4+2,00°  23,9+0,60° n/a

25. tablazat A hancsbdl késziilt extraktumok Osszes polifenol-tartalma és antioxidans kapacitasa
mikrohullammal kezelt (M) és nem kezelt mintdk esetében. Az eredmények feltiintetése atlagérték =+
szoras formaban tortént. A fels6 indexben 1évo eltérd betlik egy adott modszeren beliil szignifikans
kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten. Rovidités: n/a: nem meghatarozott.
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A DPPH-értékeinél a héjkéreg esetében az akéacnal a kezelés hatdsdra n6 az ICso-
érték, vagyis csokken az antioxidans kapacitds, a kocsanytalan tolgy kezelt és nem
kezelt mintdjanak antioxidans kapacitdsa kozott pedig nincs kiilonbség, ami azért
érdekes, mert a nem kezelt minta Gsszes polifenol-tartalma mintegy kétszerese a
mikrohulldimmal kezeltének. A fehér nyar esetében sincs jelentds hatasa az
elokezelésnek a minta DPPH antioxidans aktivitdsdra. A hancsnal azt allapitottam meg,
hogy a tolgy esetében nem észlelhetd kiillonbség, a biikk esetében a kezelés hatdsara
kismértékben csokken az ICso-érték, azaz nd az antioxiddns kapacitds, mig a tobbi
fafajndl szignifikans antioxidans hatds csokkenés tapasztalhatd az elokezelés hatasara.

A FRAP antioxiddns meghatdrozas eredményeit nézve az lathat6, hogy a héjkéreg
esetében az akacnal a mikrohulldmu kezelés hatasara jelentds antioxidans kapacitas
csokkenés tortént, mig a tobbi fafajndl nincs hatdsa az elokezelésnek. A héancsnal
egyértelmli a mikrohulldmu kezelés negativ hatdsa: a biikk kivételével minden faj
esetében a kezelt mintak kisebb antioxidans kapacitast mutatnak.

Az ABTS mérés eredményei alapjan a héjkéreg esetében a kocsanytalan tolgy és a
fehér nyar esetében a kezelt mintdk nagyobb antioxidans kapacitast mutatnak. A hancs
esetében minden fafajnal nagyobb értékeket mértem kezelés nélkiil.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a héjkéregbdl késziilt extraktumok
antioxidans kapacitdsa minden esetben nagyobb, mint a hancs esetében, ami azzal
magyarazhatd, hogy a kéreg a fatorzs els6 védelmi vonala, €s itt van sziikség arra, hogy
a novény védekezzen a kiilsé karos biotikus és abiotikus hatdsokkal szemben
(kornyezeti hatas, rovartdmadas stb.) (Lev-Yadun, 2001). Ez a védekezés a nagyobb
mennyiségll antioxidans hatdsu vegyiilettel valdsulhat meg.

A héjkéreg ¢és a hancs mintak kozott is a legnagyobb polifenol-tartalommal a
kocsanytalan tolgy rendelkezik. A DPPH esetében minden torzsrésznél a télgy mutatta a
legjobb antioxidans kapacitést, ez igy volt a hancsok kozott a FRAP esetében is, mig a
kéreg FRAP-értékei koziil a legnagyobbat a fehér nyar esetében mértem. Az ABTS-
mérés eredményeinél a legjobb értéket a nyar mutatta minden esetben.

A mikrohulldamu enzim inaktivalas ilyen jellegli valtozatos, sokszor éppen negativ
hatdsa tobb okkal is magyarazhatd: az alapul vett mddszer esetében (Makk et al., 2013)
a teljes enzim inaktivalas mellett a kinyerni kivant vegyiilet, a (+)-katechin, nem
szenvedett szignifikdns bomlast. Jelen vizsgalatban azonban t6bb vegyiilet egyiittes
hatasat mértem az antioxidans kapacitasok 4altal, és elképzelhetd, hogy egyes vegyiiletek
mégis degradalodtak, aminek kovetkeztében az antioxiddns kapacitds is csokkent.
Emelett a héjkéreg/hancs kozti kiillonbségek valamint a kiilonb6zd fajok kéreg-
Osszetételbeli kiilonbségei is magyardzhatjak, hogy miért viselkedett szinte minden
minta ,,egyedi” modon a mikrohulldmu inaktivéalas soran.

A biikk kéreg esetében a mikrohullamu kezelés pozitiv hatdsat alatamasztja a kezelt
¢s nem kezelt hancsbol késziilt extraktumok folyadékkromatografias elvalasztasa soran
kapott kromatogram is, ami a VII. Mellékletben lathatd. A két kromatogram kozott
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elenyész6 a kiilonbség, a mikrohulldimmal inaktivalt minta esetében a csticsok
magassaga kis mértékben magasabb (pl. a kezelt hancs extraktumban a jelintenzitas
maximuma 9406 mAU, mig a kezeletlenben 8383 mAU). Ennek alapjan az
elokezelésnek pozitiv hatdsa van a biikk hancs esetében a benne 1évd polifenolok
megorzésére.

Osszefoglalas. Az eredmények alapjin a mikrohulldmii elékezelés hatdsdra vagy
nincs szignifikans kiilonbség a kezelt és nem kezelt kéregmintak polifenol-tartalma és
antioxidans kapacitasa kozott, vagy a kezelés hatasara jelentosen csékkentek ezek az
értékek. A fajok kozott kivételnek szamit a biikk hancsa, ahol minden esetben kismértékii
pozitiv, polifenol-tartalmat és antioxidans kapacitdist novelé hatasa volt az
elokezelésnek. Az ABTS értékeknél is pozitiv hatds mutathato ki a keregnél a tolgy
esetében, itt a kezelés hatasara megnott az antioxidans kapacitds értéke, de a hancsnal
mar az elobb leirt csokkenés tapasztalhato.

Ebbol a mérési sorozatbol azt dllapitottam meg, hogy a kéreg esetében ez az
elokezelés erdsen fajfiiggo. Egyes fajoknal nem okoz szignifikans valtozdst a meért
paraméterekben, mas fajoknal csokkenti az antioxidans hatasu anyagok mennyiséget. Az
utobbi esetben ezzel a modszerrel valosziniileg nem lehetséges és nem is sziikséges a
polifenolokat oxidalo enzimeket inaktivalni, sot a tulzott mikrohullamu kezelés hatdasara
az antioxidans tulajdonsagokert felelos vegyiiletek is karosodnak, igy mar nem jarulnak
hozza a szovet antioxidans hatdasdhoz. Ezen ismeretek alapjan a tovabbiakban (a biikk

kivételével) nem alkalmaztam mikrohullamu kezelést a kéregmintak elokészitésénél.

5.2.1.2. Extrakcios maodszer és oldoszer optimaldsa

Az extrakcids modszer €s oldoszer optimalasat a biikk kéreg esetében végeztem el. A
mintavétel 2014. janudrjaban tortént (9. tablazat). Azért erre a fajra esett a valasztasom,
mert ez a faj Magyarorszagon jelentds teriiletet foglal el, koriilbelil 111.300 hektart,
valamint Eurdpdban a leggyakrabban eléfordulé kemény lombos fafaj (Zell et al.,
2004). Ezenkiviil széles korben elterjedt alapanyag a butoriparban, ahol furnérlemezt,
forgacslemezt, butorokat gyartanak beldle, ezen kiviil impregnalt vasuti talpfak
készitéséhez is felhasznaljak (Vek et al., 2013). A gyartasi folyamatok sordn jelentds
mennyiségli  kéreghulladék keletkezik, emiatt szinte korlatlan mennyiségben
rendelkezésre all. A biikk kéreg kémiai Osszetételét, illetve hasznositasi lehetOségét
tekintve a szakirodalom felettébb hidnyos, ezért végeztem erre a mintara kiilon is
részletes vizsgalatokat.

Kisérleteim sordn a hancs mintakat mikrohullamu kezelésnek vetettem ald az 5.2.1.1.
fejezet eredményei alapjan. Az extrakcidkhoz haromféle oldoszert alkalmaztam, és
késObb ezek kozil valasztottam ki az optimalis Osszetételit olyan mddon, hogy
mindegyik oldoszerrel késziilt kivonat esetében Osszehasonlitottam az antioxidans
kapacitas értékeket. A haromféle oldoszer metanol:viz 80:20 v/v%, etanol:viz 80:20

viv% és viz volt. Azért ezekre esett a valasztdsom, mert a metanol és etanol
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alkalmassaga bizonyitott novényi kivonatok készitésénél, a tiszta viz pedig
kornyezetvédelmi és gazdasagossagi megfontolasok miatt tiint alkalmasnak.

A kivonatok eldallitasa soran harom kiilonb6zé moddszert (ultrahangos extrakcid,
magneses kevertetés, mikrohulldmu extrakcid) alkalmaztam kiilonbdz6 homérséklet és
iddbeallitasok mellett (26. tdbldzat). A kivonatokbdl meghataroztam a polifenol-
tartalmat, €s az antioxidans-kapacitasokat (DPPH-, FRAP-, ABTS-mddszerrel).

Magneseis Mikrohullamu extrakecié Ultrahangos extrakcio
kevertetés
1d6 2; 5 ¢és 24 ora 10 és 20 perc 10; 20 és 30 perc
Olddszer metanol:viz 80:20 v/v% / etanol:viz 80:20 v/v% / viz

Hofok  Szobahomérséklet  60; 80; 100 és 120 °C SzobahOmérséklet
26. tablazat Extrakcios modszerek optimalas a biikk kéreg esetében.

A 27. tabldazatban a kiilonb6zo moddon elkészitett kivonatok oOsszes polifenol-
tartalma lathatd. A legjobb eredményeket magneses kevertetésnél az 5 orés, etanol:viz
80:20 v/v% oldoszerrel késziilt extraktumokndl kaptam. Ezen olddszer esetében nincs
sziikség a 24 dras kevertetésre, mivel statisztikailag nincs szignifikans kiillonbség az 5
ords és a 24 oras extrakcid kozott. Hosszabb extrakcids idO alkalmazdsa azért sem
javasolt, mert ez a polifenol-tartalom csokkenéséhez vezethet (Id. vizes extrakcid 5 6ra
— 24 o¢ra), ami feltételezhetden a fenolos vegyiiletek bomlasaval magyarazhatd
(Hofmann et al., 2015a). Az ultrahangos extrakcio esetében is a leghatékonyabb
oldoszer az etanol:viz 80:20 v/v% volt, ennél a mddszernél az optimalis extrakcids
id6tartam 20 perc, hosszabb 1d0 alatt itt is az eldbbiekben leirt csokkenés tapasztalhato.

A mikrohullamu extrakcié esetében az extrakcio idOtartamanak és homérsékletének
novelésével szignifikdnsan nd a kivonatok polifenol tartalma. Az etanol:viz 80:20 v/v%
elegy némileg hatékonyabb olddszernek bizonyult ugyanannyi idé alatt, mint a
metanolos. Ennél az extrakcids technikanal a viz is nagyon hatasosnak mutatkozott,
kiilonosképpen 120 °C-on, ahol az elkésziilt kivonat polifenol tartalma kismértékben, de
meghaladta a szerves elegyekét, kivéve 20 perc esetén. A nagy nyomason ¢s
hémérsékleten alkalmazott vizrél mar kordbban bebizonyosodott, hogy képes olyan
hatékonysaggal kivonni a polifenolokat a névényi szovetekbdl, mint az alkoholos
oldészerek (Co et al.,, 2012). Ez a jelenség azzal magyarazhatdo, hogy magas
homérsékleten a viz polaritasa csokken, és igy ,,szerves olddszerként” fog viselkedni,
vagyis a polifenolok sokkal jobban fognak benne oldddni. Tovabba a magas
homérséklet hatasara az extraktanyagok jobban ki tudnak jutni a névényi szovetekbol,
ezzel az Osszes polifenol-tartalom is ugyanugy megnd, mint az alkoholt tartalmazd
olddszereknél. Azonban a til magas homérséklet, €s a tul hosszu extrakcids iddtartam a
kinyert komponensek bomlasat okozhatja (Hofmann et al., 2015b), ezért fontos
megtalalni az idedlis paramétereket a leghatékonyabb kinyerés érdekében.

Az Osszes polifenol-tartalom mérések soran, szobahdomérsékleten az etanolos
oldészer volt a leghatékonyabb a polifenolok kivonasa. A moddszerek kozil a
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mikrohulldmu extrakcid bizonyult a leghatdsosabbnak, ezt kovette az ultrahangos és

magneses kevertetés modszere.

Magneses kevertetés

th) metanol:viz 80:20 viv%  etanol:viz 80:20 v/v% viz
be c ab
2 35,8+3,36 36,8 2,27 32,0 0,93
bc e bc
5 36,4+2,12 48,3 £ 1,19 342+ 1,17
d de a
24 43,00 + 1,99 46,4+ 2,46 29,3 +2.44
Ultrahangos extrakcio
t (perc) metanol:viz 80:20 v/v% etanol:viz 80:20 viv% viz
be d
10 39,9+ 3,17 49,9 + 1,12 351i032
bed d
20 42,7 + 3,00 48,9 + 1,70 39,440 72
a cd abc
30 30,9 1,03 44,5 £230 37,2+0,22
Mikrohullamu extrakcio
t (perc) T (°C) metanol:viz 80:20 v/v%  etanol:viz 80:20 v/v% viz
abc bed ab
10 40,5+0,75 43,0 + 0,98 38,7+ 1,26
60 bede cdef
20 42.5+2, 70 454+ 1,85 47,0+ 0,33
bede bede abc
10 %0 46,0 + 0,99 46,4 + 0,92 39,9+ 0,38
cdef efg a
20 47,5+ 1,61 53,6+ 2,92 34,0 + 0,67
bed cdef bed
10 43,9 + 0,93 473 +1,71 441i059
100 bed bede defg
20 446i067 45,6+ 1,55 50,9 1,12
gh gh
10 5511207 57,3 + 4,09 571:I:038
120 oh h
20 58,1 + 0,37 65,2 +5,57 57,70, 40

27. tablazat A kilonb6zd extrakcids mddszerekkel kapott biikkk kéreg kivonatok &sszes polifenol-
tartalma (mg kvercetin/g szarazanyag). Az eredmények feltiintetése atlagérték + szoras formaban tortént.
A modszereken beliil a felsé indexben 1évo eltérd kisbetlik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,001
szinten. A félkovérrel kiemelt értékek egy extrakcios modszer esetében a legnagyobb értékeket jelolik.

A polifenol mérési eredmények Onmagukban nem elegenddek a kivonatok
antioxidans képességének leirdsahoz, hiszen az egyes polifenolok mas-mds antioxidans
hatassal rendelkeznek, amit tovabb modulalnak az egyes vegyliletek kozti szinergista
hatasok is (Pietarinen et al., 2006). Ezért sziikséges az antioxidans kapacitas értékeket
tobb egymast kiegészitd modszerrel meghatarozni.

A 28. tabldzatban lithatok a DPPH-értékek a kiillonbozd extrakciés modszerek
esetében. Magneses kevertetés esetében a legjobb antioxidans képességet mutatd
extraktum 24 ora alatt a metanol:viz 80:20 v/v% eleggyel késziilt, ezt koveti az 5 ords
vizes kivonat. A két eredmény k6zott szinte elhanyagolhato a kiillonbség, ez alapjan az 5
oras extrakcid is elegendd a gyokfogd vegyiiletek kiolddsahoz, s6t vizes extrakcid
esetében ennél hosszabb id6 nem is javasolt az ICso-érték novekedése miatt, ami
feltételezhetoleg a polifenolok bomlasaval magyarazhatd. Az ultrahangos extrakcional a
10 percnél hosszabb extrakcids id6 mar az antioxidans-képesség csokkenését (az I1Cso-
érték novekedését) idézte eld a szerves oldoszert tartalmazd extrahdloszerek esetében.
Ennél a modszernél a oldoszer tartalmu

szerves elegyek bizonyultak a
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leghatékonyabbnak (10 perc), mig a vizzel tortént extrakcid csak 20 perc utdn

eredményezett ugyanolyan antioxidans kapacitasu extraktumot.

Magneses kevertetés

t(h) metanol:viz 80: 20 vW%  etanol:viz 80:20 viv% viz
2 1441235 157ﬂ:176b 15,5ﬂ:2,61b
5 11,8+ 1,55 12,9+ 1 34 11,5+ 1,43a
24 11,6 + 0,88a 14,0+ 1 45 33,6428

Ultrahangos extrakcio

t (min) metanol:viz 80:20 viv%  etanol:viz 80:20 v/v% viz
ab b d
10 8,16 + 0,59 7,45 + 0,07 12,7+ 0,50
cd ac
20 11,1+ 0,90 9,62 +0,11 9,69 + 1, 10
e ab
30 15,3+ 0,59 8,44+ 0,10 9,05+ 0 47
Mikrohullamu extrakcio
t (min) T (°C) metanol:viz 80: 20 vW%  etanol:viz 80:20 v/v% viz
def f
10 60 183i182 187i029 2224215
abc
20 212 +1, 16 l8lﬂ:200 13,5+ 0,44
abc cd abc
10 14,1 +0,83 16,2+ 0,36 13,2+ 0,99
80 bed abc abc
20 154+ 1,19 13,0+ 1,72 13,5+ 0,98
ab ab abc
10 12,3 + 0,85 12,2 + 0,54 12,8 + 1,09
100 abc abc abc
20 13,6 £ 0,46 12,6+0.57 13,6 0,19
10 11,3 + 1,00 11 8iO7O 11,2 £0,98
120 abc abc abc
20 13,5+ 1,43 13,0+0,51 13.2+1,38

28. tablazat A kilonboz6 extrakcids modszerekkel kapott biikk kéreg kivonatok DPPH antioxidans
kapacitas értékei (atlag + szoras, ICsy, pg/ml). A modszereken beliil a felsd indexben 1évo kiilonb6zo
kisbetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,02 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek egy extrakcios
mddszer esetében a legjobb antioxidans kapacitas érté¢keket mutatjak.

A mikrohulldmu extrakcid esetében nincs szignifikans kiilonbség az iddtartamok
kozott egy adott olddszer és homérséklet esetében (kivéve a viz, 60 °C, 10 perc és 20
perc kozott). A homérséklet emelésével egyértelmiien ndvekszik az extraktumok
gyokfogd képessége. Ennél a mddszernél mindhdrom olddszer hasonlo
hatékonysagunak bizonyult.

A DPPH-mddszerrel meghatarozott ICsy antioxidans kapacitds  értékek
alacsonyabbak annal, amit Fazli et al. (2013) mértek az aceton:viz 50:50 v/v% ardnyu
elegyével késziilt biikkk kéreg extraktum esetében (92,19 pg/ml). Az altalam mért
DPPH-értékek Osszevethetok mas fajok kérgében mérheté6 DPPH ICsy értékeivel: a
Calocedrus formosana ((Florin) Florin) esetében 23,0 pg/ml-t, a Quercus spp. mintabol
33,7 pg/ml-t mértek a kutatdk, a Juniperus oxicedrus (L.) metanolos extraktumabol 1,1
ug/ml-t, a vizes extraktumbol pedig 10,3 pg/ml-t hataroztak meg a kutatok (Wang et al.,
2004; Fazli et al., 2013; Chaouche et al., 2015).

A 29. tibldzat foglalja 6ssze a FRAP-mérés eredményeit a kiilonb6zd extrakcios
moddszerek esetében. A mdagneses kevertetéssel meglepden magas értékeket kaptam,
foleg az etanolos oldoszer esetében: alig 5 ora elegendd volt, hogy a legtébb antioxidans
hatdsu anyag kioldodjon, mig a metanolos oldoszerrel 24 orara volt sziikség
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ugyanehhez. A tiszta viz volt a legkevésbé hatékony: az 5 dranal tovabb tartd kevertetés
nem novelte szignifikansan az extraktum antioxidans kapacitasat.

Az ultrahangos extrakcional a legjobb FRAP értékeket a 10 perc (alkohol tartalmu
kivonatok) illetve a 20 perc (vizes kivonat) extrakcios idok mellett kaptam, azonban
ezek az értékek nem haladtdk meg a kevertetéssel kapott kivonatok FRAP antioxidans
kapacitasait. A DPPH- és FRAP-mddszer esetében a kevertetés és az ultrahangos
extrakcio eltéréd hatékonysagunak bizonyult. Ez feltételezhetdleg azzal magyarazhato,
hogy a DPPH és FRAP moddszerek eltérd szelektivitasiak a kivonatokban talalhato
antioxidans hatdsu molekuldkra. Ahogy majd a tovabbiakban is leirdsra keriil (ld.
5.2.2.2 fejezet), az ultrahangos modszerrel késziilt kivonatok (10 és 20 perces,
etanol:viz 80:20 v/v%) gazdagabbak (—)-epikatechinben és procianidinekben, mig a
kevertetéssel kapott kivonatban (5 ora, etanol:viz 80:20 v/v%) kevesebb taldlhato meg
ezekbdl a vegyiiletekbdl, de tobb taxifolin-O-glikozid és szdmos egyéb vegyiilet van
benne. Az eredmények szintén igazoljak azt a tapasztalatot, mely szerint egy komplex
ndvényi kivonat antioxidans tulajdonsagainak jellemzésére tobbféle, egymast kiegészitd
modszert sziikséges alkalmazni.

Magneses kevertetés

t(h) metanol:viz 80:20 viv%  etanol:viz 80:20 v/v% viz
d cd a
2 35,6 £2.97 33,5+£243 28,0 + 1,50
abc f be
5 30,8 + 2,42 48,0 + 3,18 31,7 +2,03
e e ab
24 42,9 +2,20 43,4 £239 28,7 + 1,49
Ultrahangos extrakcio
t (perc) metanol:viz 80:20 viv%  etanol:viz 80:20 v/v% viz
b b a
10 35,4 +3,03 36,9 +2,34 27,7 +3,50
b b b
20 36,4+ 0,67 38,3 + 1,42 37,3 + 0,94
a b b
30 2724217 35,3+ 0,84 349+ 1,15
Mikrohullamu extrakcio
t (perc) T (°C) metanol:viz 80:20 vv%  etanol:viz 80:20 v/iv% viz
abcde abc ab
10 37,4 +3,00 35,0+ 1,99 34,9 + 2,66
60 bedef ghi fghi
20 41,2 +2,70 48,6 + 3,68 46,0 + 1,71
efghi defghi abc
10 20 443 +£235 43,9 +3,74 35,5+ 0,94
hi efghi a
20 49,0 + 4,20 443 +0,51 31,2+ 0,90
bedefgh bedefg abc
10 42,0+2,11 41,8 +3.23 35,8+ 0,62
100 i cdefgh abcde
20 49,7 + 3,44 42,1+ 1,87 38,2+ 1,11
abed bedef fghi
10 120 36,7+ 1,36 39,1 +2,54 45,9 + 0,91
bedef bedef fghi
20 41,1 2,83 40,3 + 2,81 454 +2.73

29. tablazat A kilonbozoé extrakcios moddszerekkel kapott biikk kéreg kivonatok FRAP antioxidans
kapacitas értékei (atlag + szérds, mg aszkorbinsav/ g szarazanyag). A mddszereken beliil a fels6 indexben
1évo kiilonbozo kisbetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,02 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek
egy extrakcids mddszer esetében a legjobb antioxidans kapacitas értékeket mutatjak.

A FRAP-mddszer esetében a kevertetés mellett a mikrohulldmu extrakcid is nagyon
hatékonynak bizonyult. Adott olddszernél kiilonb6zd idotartam sziikséges a legjobb
antioxidans kapacitds eléréséhez. A metanolos extraktumok a legjobb értékeket 80 és
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100 °C-on 20 perc mellett mutattak, mig az etanolos olddszer esetében 60 és 100 °C-on,
20 perc extrakcids id0 alatt volt elérhetd a legnagyobb antioxiddns kapacitas. Tiszta
vizzel is kozel hasonld eredmények érhetdok el 120 °C-on, 20 perc alatt. Ennél az
extrakcidos moddszernél is megfigyelhetd, hogy a hosszabb iddtartam és a megemelt
hémérséklet nem noveli egy bizonyos ponton tul a kivonatok antioxidans kapacitasat,
inkabb a csokkenés jellemzo.

Az irodalomban taldlhaté eredményekkel Osszehasonlitva a biikk kéregre kapott
eredményeim magasabb értékticknek bizonyulnak az Eucalyptus globulus esetében mért
4,7-11,9 mmol aszkorbinsav/100 g szaraz kéregnél, ami atszamolva 8,2-20,9 mg
aszkorbinsav/g szaraz kéreggel egyenértékii (Vazquez et al., 2012).

A 30. tablazat foglalja 6ssze az ABTS-mérés eredményeit a kiilonb6z6 extrakcios
modszerek esetében. A magneses kevertetéssel kapott extraktumok ABTS-eredményei a
FRAP-mérés eredményeihez hasonlok: a metanolos és etanolos kivonat esetében a
legnagyobb antioxidans kapacitast rendre 24 és 5 oras extrakcidval értem el. A viz sem
a magneses kevertetés, sem az ultrahangos extrakcid esetében nem volt olyan hatékony,

mint a szerves oldoszerek.

Magneses kevertetés

t(h) metanol:viz 80:20 viv%  etanol:viz 80:20 viv%s viz
2 120i9,13a 121 ﬂ:4,4Za 105i5,92b
5 119 + 8,64a 165 + 8,39d 113 + 7,27ab
24 158 + 5,62cd 1494294 110 + 3,39ab

Ultrahangos extrakcio

t (perc) metanol:viz 80:20 viv%  etanol:viz 80:20 v/iv% viz
be ab a
10 136 +2.38 120 + 6,45 119 + 7,60
c c ab
20 147 +2.48 150 + 2,84 128 + 3,63
a c ab
30 113 +5,09 147 +5,38 127+ 7,19
Mikrohullamu extrakcio
t (perc) T (°C) metanol:viz 80:20 v/v%  etanol:viz 80:20 viv% viz
cd cdef a
10 146 + 4,26 148 + 0,99 116 + 2,36
60 defe defg ofg
20 153+ 1,68 153 + 4,10 164 +3,96
cd bed bed
10 144 + 4,04 139 + 3,50 136 + 10,31
80 cde cd bed
20 146 + 0,96 143 + 4,01 138 £4,73
bed cdefg be
10 137 + 6,37 151 + 6,64 134+7,82
100 cdefe od ab
20 151 £4,71 142+1,73 121 £ 8,17
cde cd efg
10 190 147 + 3,45 143 + 7,02 164 + 4,50
g cd fg
20 166 + 2,45 139 + 7,61 166 + 4,69

30. tablazat A kiilonb6zo extrakciés mddszerekkel kapott biikk kéreg kivonatok ABTS antioxidans
kapacitas értékei (atlag + szdras, mg trolox/ g szdrazanyag). A modszereken beliil a felsd indexben 1évd
kiilonbozo kisbetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,02 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek egy
extrakcids mddszer esetében a legjobb antioxidans kapacitas értékeket mutatjak.

Az ultrahangos mddszernél a legjobb értékeket 10 és 20 perc alatt kaptam, rendre a

metanol- illetve az etanol-tartalmu extrahaldoszerekkel.
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A FRAP-mérésnél kapott eredményekhez hasonléan a kevertetéssel és a
mikrohullamu extrakcidval kapott kivonatok mutattak a legjobb antioxidans kapacitas
értékeket. Az utdbbi modszer esetében a homérséklet emelkedésével a metanolos
kivonatoknal enyhe antioxidans kapacitds novekedés figyelhetd meg, mig az etanolos
kivonatndl nincs szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 hdmérsékleten nyert kivonatok
ABTS értéke kozott. A vizes kivonatok antioxidans kapacitasa a homérséklettel és az
extrakcio iddtartamaval aranyosan novekedett.

Az irodalomban talalhaté mas tartés faanyagot szolgaltatd fajok adataival
Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a biikk kéreg magas ABTS antioxidadns
kapacitassal rendelkezik. Pl. Quercus spp. faanyaga esetében 0,21-0,64 umol T/mg
értéket mértek, ami 52,5-160 mg T/g szarazanyagnak felel meg, valamint a Castanea
spp. faanyaga esetében 0,60 pmol T/mg-ot kaptak, ami 150 mg T/g szdrazanyagnak
felel meg, és a Prunus spp. faanyaga esetében 0,07 pmol T/mg volt az ABTS
antioxidans kapacitas értéke, ami 17,5 mg T/g szarazanyagnak felel meg (Alafién et al.,
2015).

Osszefoglalas. Megdllapithaté, hogy szobahémérsékleten az etanolos oldészerrel
késziilt kivonatok gazdagabbak voltak antioxidans vegyiiletekben, mint az ugyanolyan
koriilmények kozott késziilt metanolos kivonatok. Megnévekedett nyomads és homérséklet
paraméterek mellett a viz is képes olyan hatékony kivonoszerkeént viselkedni, mint az
alkoholos elegyek. Ezaltal a jovoben lehetové valhat olyan kérnyezetbarat extrakcios
technologia alkalmazasa, amelynek segitségével a biikk, vagy mas fafajok kérgébol és
egyeb szoveteibdl az antioxidans jellegii vegyiiletek kinyerhetok.

A mérési eredmények azt bizonyitjak, hogy erdei fak kérgebol készitett kivonat
eseteben nem elegendo egyféle modszert alkalmazni az antioxidans paraméterek
jellemzésére: minden modszer specifikus valamilyen vegyiiletcsoportra, vagy éppen
valamilyen vegyiiletcsoport meghatdrozdsa gatolt az adott modszerrel. Ezért nagyon
fontos, hogy tobb modszert alkalmazzunk, és ezzel pontosabb képet kapjunk a noveényi
kivonatok valodi antioxidans tulajdonsagairol. Az eredmények alapjan a DPPH-féle
antioxidans kapacitasert felelos vegyiiletek az ultrahangos modszerrel nyerhetok ki a
leghatékonyabban, mig a FRAP-modszer esetében a mikrohullamu extrakcio, az ABTS
eseteben pedig a kevertetés és szintén a mikrohullamu extrakcio volt a leghatdsosabb

extrakcios modszer.

5.2.2. Biikk kéreg polifenoljainak HPLC-PDA-MS/MS elvalasztasa, azonositasa és
relativ mennyiségi meghatarozasa

5.2.2.1. Polifenolok azonositdasa

Ahogy az el6zd fejezetben ismertettem, szobahdmérsékleten a biikk kéreg etanolos
olddszerrel késziilt extraktuma tartalmazott legnagyobb mennyiségben polifenolos
vegylileteket. A metanol extrakcids oldoszerként valdo alkalmazasa mellett
gazdasagossagi szempontok szdlnak, a vizzel pedig szintén nagy extrakcios hatasfok
érhet6 el, ha az extrakcio folyaman magas hdmérsékletet €s tilnyomast alkalmazunk.
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A biikk kéreg polifenoljainak HPLC-PDA-MS/MS elvalasztasat és azonositasat a
mikrohullamu extrakcidval, 120 °C-on és 20 perc idOtartam alatt, etanolos oldoszerrel
késziilt kivonatbol végeztem. A tomegspektrométer harmas kvadrupol/linearis
ioncsapda funkcidjat kihaszndlva, a polifenolok azonositasa az IDA analizis
segitségével tortént, ami idobeni programozast és a tomegspektrométer ioncsapddjat
hasznalja fel az automata on-line MS/MS detektalashoz. A tomegspektrométer
beallitasait a 4.6.4.2.-es fejezetben irtam le. A komponensek megfeleld elvalasztasa €s a
vegyliletek retencids ideje a diddasoros detektor altal szolgaltatott jel alapjan kertilt
meghatarozasra, ahol a diddasoros detektalas 250 és 380 nm kozotti tartomanyban
tortént (29. dbra). Az azonositott komponenseket a 31. tabldzat tartalmazza.

A biikk kéregben talalhatd polifenolok szerkezetérdl az irodalomban talalhaté adat,
hiszen Diibeler et al. (1997) preparativ oszlop kromatografiaval, HPLC-PDA analizissel
¢s NMR (magneses magrezonancia) spektroszkdpiaval jellemezte a biikk kéregben
eléforduld legfontosabb polifenolokat. Osszesen 8 vegyiiletet azonositottak: (+)-
katechint, a taxifolint, a cisz-koniferint, a cisz-izokoniferint, a cisz-sziringint, a (2R,3R)-
(+)-taxifolin-3-gliikkopiranozidot, a (2S,3S)-(-)taxifolin-3-gliikopiranozidot és a 3-O-(B-
D-xilopiranozil)-taxifolint.
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29. abra A biikk kéreg polifenoljainak elvalasztdsa és azonositdsa sordn kapott HPLC-kromatogram
(PDA (250-380 nm)).

Az amerikai bikk (Fagus grandifolia Ehrh.) kérgébol Yamamoto et al. (1990)
szintén izolaltak cisz-koniferint, és rdmutattak arra is, hogy ezek a tipusi ndvényi

szovetek képesek nagy mennyiségben cisz-monolignolokat, és ezek glikolizalt formait
felhalmozni, ugyanakkor ezen vegyiiletek transz-valtozatai nem fordulnak elo.

Ezek koziil tobb vegyiilet a biikk szijacsaban is eldfordul, ahogy azt tobb kutato is
leirta. Pl. (+)-katechin (Zule és MozZe 2003; Hofmann et al. 2004; Mounguengui et al.
2007), taxifolin-O-hexozidok és taxifolin-O-pentozidok (Kubel et al. 1988; Mammela,
2001).
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A kordbbi elvégzett vizsgalatok azonositottdk és szerkezetileg leirtdk az eurdpai
blikk (Fagus sylvatica L.) kéreg legfobb polifenolos komponensét, de a tartalmazott
Osszes polifenol szisztematikus vizsgalata nagyhatékonysagu folyadékkromatografidval
¢s csatolt tandem tomegspektrometrids modszerekkel nem tortént meg. Az elvalasztasi
¢s detektdlasi koriilmények alkalmas megvalasztdsival nem csak az azonositott
vegyliletek szdma novelhetd jelentdsen, hanem lehetdség nyilik az izomerek hatékony
elvéalasztasara és azonositasara is.

91



10.13147/SOE.2018.008

Csucs (nt]'i‘n) Vegyiilet neve [1(\:; /I:)] MS/MS (m/7) ((1;[117(1;/;)
1 2,03 Procianidin C trimer 1 865 739,695,577, 407,289, 125  865,1/125,1
2 3,66 Procianidin B dimer 2 577 451,425,407,289,245,125  577,1/125,1
3 434 Procianidin B dimer 2 577 451,425,407,289,245,125  577,1/125,1
4 4,7 (+)-Katechin 289 245,221,203, 109 288,8/108,9
5 4,72 Koniferin izomer 1* 387 341,207,179, 164, 161,146 386,9/178,9
6 4,92 Procianidin C trimer 2 865 739,695,577, 407,289, 125  865,1/125,1
7 5,47 Procianidin C trimer 3 865 739,695, 577,407,289, 125  865,1/125,1
8 5,81 Sziringin* 417 371,209, 179, 161 416,9/209,0
9 6,14 Procianidin B dimer 3 577 451,425,407, 289,245,125  577,1/125,1
10 6,14 Procianidin C trimer 4 865 739,695, 577,407,289, 125  865,1/125,1
11 6,95 Koniferin izomer 2* 387 341,207,179, 164, 161,146  386,9/178,9
12 6,96  (—)-Epikatechin 289 245,221,203, 109 288,8/108,9
13 7,31 Procianidin B dimer 4 577 451,425,407, 289,245,125  577,1/125,1
14 7,46 Procianidin B dimer 5 577 451,425,407,289,245,125  577,1/125,1
15 8,09 iﬁiﬂigﬁ gﬂ'kat“hm 631 327,289,245, 203 631,1/289,0
16 g2 |smeretlen ()-katechin 631 327,289, 245,203 631,1/289,0
szarmazék 2
17 838 Kumarinsav-di-O-hexozid 487 ?3?’235’163’ 145,143, 119, 4¢7 1/58.9
18 8,64 Procianidin C trimer 5 865 739, 695, 577, 407, 289, 125 865,1/125,1
19 8,68 Taxifolin-O-hexozid 1 465 339,303, 285,257, 151 465,0/151,0
20 8,81 ii‘;f;g:ﬁ gﬂ'kate"hm 631 327,289,245, 203 431,1/289,0
21 8,96 Procianidin C trimer 6 865 739,695,577, 407,289, 125  865,1/125,1
22 9,71 Taxifolin-O-hexozid 2 465 339,303,285, 257, 151 465,0/151,0
23 9,93 Procianidin B dimer 6 577 451,425,407,289, 245,125  577,1/125,1
24 11,16 Taxifolin-O-pentozid 1 435 303,285, 179, 151, 107 434,9/151,0
25 11,86  Taxifolin-O-pentozid 2 435 303,285, 179, 151, 107 434,9/151,0
26 12,14 Taxifolin-O-hexozid 2 465 339,303,285, 257, 151 465,0/151,0
27 13,62 Ismeretlen 1 441 397,330,205, 133 440,9/59,1
28 14,38  Taxifolin-O-pentozid 3 435 303,285, 179, 151, 107 434,9/151,0
29 14,81 Ismeretlen 2 551 419,404,401,373,371,359  551,2/58,7
30 15,22 Ismeretlen 3 551 419,404,401,373,371,359  551,2/58,7
31 15,54 Taxifolin-O-pentozid 4 435 303,285, 179, 151, 107 434,9/151,0
32 15,67 Kvercetin-O-hexozid 463 301,300,271, 255 462,9/299.8
33 16,49 Tsmeretlen 4 553 421,406,391, 373 553,1/59,0
34 17,06 Sziringsav-di-O-hexozid 1 521 359,341,299, 239,197,182 521,0/340,9
35 17,17 Ismeretlen S 553 421,406,391, 373 553,1/59,0
36 17,22 i‘;{fﬁfg{loa_%‘e‘ﬁglzi‘; 491 ?(1)213,296,179, 164, 161,146, 491 0/107.9
37 17,68 Sziringsav-di-O-hexozid2 521 359,341,299, 239,197,182 521,0/340,9

31. tablazat A biikk kéreg kivonatabol azonositott vegyliletek. A *-gal jelolt vegyiiletek [M-

H+HCOOH] addukt formajaban keriiltek meghatarozasra. Roviditések: tz: retencids id6, MRM (Q1/Q3):
a mennyiségi analizishez felhasznalt anyaion/leanyion atmenetek.

A biikk kéreg etanolos kivonatabol a HPLC elvalasztds és a tomegspektrometrids

azonositas alapjan 6sszesen 37 vegyiilet azonositasat, illetve tomegspektrum (MS/MS)

alapjan torténd leirasat végeztem el: (+)-katechin, (—)-epikatechin, kvercetin-O-hexozid,
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taxifolin-O-hexozidok (3), taxifolin-O-pentozidok (4), B-dimer (6) és C-trimer (6)
procianidinek. Néhany ismeretlen vegyiiletet is elvalasztottam, amelyek meghatarozott
anyaionnal rendelkeznek, az MS/MS tomegspektrumuk felvételre keriilt, azonban ez
ideig szerkezetiik megfejtése nem jart sikerrel. A (—)-epikatechint az elsé alkalommal
sikeriilt a biikk kéregben azonositani (a szijacsban mar korabban leirtak jelenlétét
(Hofmann et al., 2004)). Osszesen 4 taxifolin-O-pentozidot és 3 taxifolin-O-hexozid
izomert mutattam ki. Az izomer vegyiiletek szdmat az MS/MS spektrumuk igazolja (30;
31. abra).
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30. abra A 435 m/z-vel rendelkezd molekulaion (taxifolin-O-pentozid) MS/MS spektruma.
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31. abra A 465 m/z-vel rendelkezé molekulaion (taxifolin-O-hexozid) MS/MS spektruma.

14}'.2 66.4

A pentoz cukorrész letdredezésére jellemzd a 126, 132 és 150 m/z-s vesztés (309,
303 és 285 m/z-s ionok jonnek létre a 435 m/z-s molekulaionbdl), mig a hexdz rész
elvesztésére a 162 és 180 m/z-s vesztés jellemzd (igy 303 és 285 m/z-s ionok alakulnak

ki a 465 m/z-vel rendelkez6 molekulaionbdl).
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A pentozidoknadl a 132 m/z-s, és a hexozidokndl a 162 m/z-s vesztés segitségével is

azonosithaté és igazolhato az aglikon mindésége (taxifolin, [M—H] : 303 m/z), melynek
tényét az MS/MS spektrumban jelenlévd tovabbi, a vegyiiletekre jellemz6 fragmensek
(151, 179, 241, 257 m/z) segitségével a RIKEN spektrumkonyvtar (Sawada et al., 2012)
alapjan bizonyitottam. Az eredményeket korabbi kutatdsok (Diibeler et al., 1997) is
igazoljak. Mammela (2001) HPLC-ESI-MS segitségével csak egy taxifolin-O-hexozidot
¢s egy taxifolin-O-pentozidot azonositott biikk flirészporbdl, mig Diibeler et al. (1997) 2
taxifolin-O-hexozid izomert és egy taxifolin-O-pentozid izomert detektalt.

A biikk kéreg nagy mennyiségben tartalmaz még dimer és trimer procianidineket is,
amelyeket kordbban még nem mutattak ki ebbdl a ndvényi szovetbol. Ezeket a
komponenseket szintén az MS/MS fragmentacidés mintajuk alapjan sikeriilt azonositani
(Jaiswal et al., 2012).

A sziringin és a két koniferin izomer (valdsziniileg cisz-koniferin és cisz-
izokoniferin) jelenléte szintén bizonyitott (Diibeler et al., 1997). Mindharom
komponens hangyasavval képzett adduktja [M—H+HCOOH] keriilt molekulaionként
meghatdrozasra, amit a 46 m/z-s, a hangyasav molekulatomegének megfeleld
tomegvesztés igazolt. A sziringin esetében jellegzetes tomegvesztések a hexozil-
egységbol (-162 m/z), €s a két metil-csoportbol (-30 m/z) szarmaznak.

A 15-6s, 16-0s és 20-as csucsok (+)-katechin-szarmazékként keriiltek leirasra, a (+)-
katechin jellemz6 tomegvesztései (289, 245 és 203 m/z) alapjan. A 342 m/z-s
tomegvesztés (631 — 289 m/z) valdsziniileg egy diszacharid egység lehasadasabol
adodik.

Az 551 m/z-s molekulaionnal rendelkezd komponenseknek (29-es és 30-as csucs)
jellegzetes MS/MS spektrumuk van (32. dbra), azonban azonositani nem sikeriilt oket.
Valosziniileg glikozidos vegyiiletek, hiszen a 132 m/z-nek megfeleld vesztés (551 —

419 m/z) a pentdz cukorrészre jellemzo.
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32. abra Az 551 m/z-vel rendelkez6 molekulaion MS/MS spektruma.
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A 34-es és 37-es csucsokat sziringsav-di-O-hexozidként azonositottam, amire a két
egymas utani 162 m/z-s tomegvesztés utal (521 — 359 és 359 — 197 m/z). A maradék
aglikon (197 m/z) és a metil-csoport lehasadasa (197 — 182 m/z) er6siti meg azt, hogy
ez az aglikon sziringsav.

A 36-0s csucsot koniferil-alkohol-O-hexozid-O-pentozidként irtam le, mivel a két
egymads utani 180-as (491 — 311 m/z) és 132-es (311 — 179 m/z) vesztés hexdzra €s
pentdzra jellemzd. A maradék aglikon pedig ahogy az 5-6s és 11-es csucsnal is leirasra

keriilt, a koniferil-alkoholnak megfelelden fragmentalodik.

5.2.2.2. Polifenolok relativ mennyiségi meghatdarozdsa

Azokbol az extraktumokbdl, amelyek a legmagasabb polifenol-tartalmat mutattak, az
azonositott vegyliiletek relativ mennyiségi meghatarozasat is elvégeztem MRM
atmenetek segitségével a legjobb antioxidans paraméterekkel jellemezhetd
extraktumokbol. Célom volt megallapitani, hogy az alkalmazott extrakciés modszerek
¢s olddszerek hogyan hatnak az egyes kioldott vegyiiletek mennyiségére.

A mennyiségi kiértékelés a relativ mennyiségi meghatarozas elvén tortént MRM
csucsteriiletek felhasznaldsaval, figyelembe véve az also kimutatasi hatart (LOQ, 19.
dbra). A kvantitativ analizist azért végeztem ezzel a modszerrel, mert a (+)-katechin és
(—)-epikatechin kivételével nem alltak rendelkezésemre standard vegyiiletek, tovabba az
UV-kromatogramon tobb komponens is azonos retencios idovel jelent meg, igy a csucs
alatti teriiletek nem szolgaltattak egyértelmii mennyiségi informaciot. Az MRM analizis
soran kapott csics alatti teriiletek segitségével a kiillonbozd moddszerekkel kapott
extraktumok Osszetételét tudtam meghatdrozni és Osszehasonlitani, anélkiil, hogy az
atmenetek meghatdrozasa gy tortént, hogy az extraktumokat kozvetleniil az MS
detektorba juttattam fecskendds infuzio segitségével, majd az adott m/z értékre
végeztem el az MRM optimalast. A mennyiségi meghatarozdshoz haszndlt MRM
atmeneteket a 31. tablazatban tiuntettem fel. A VIII. Melléklet a tomegspektrométer
vegylletfiiggd bedllitasait tartalmazza, melyeket az MRM optimalds soran kaptam és
melyeket alkalmaztam a relativ mennyiségi meghatarozas sordn. Egy tipikus MRM
kromatogram lathat6 a 33. dbrdn.
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33. abra A biikk kéreg polifenoljainak mennyiségi meghatarozasi alapjat képezd MRM kromatogram. A
kiilonb6z6 szinek kiilonb6zo MRM csatornakat jelentenek. A csticsok szamai a 31. tablazatban jelzett
szamokkal egyeznek meg.

A IX. Melléklet tablazataban foglaltam 0ssze az egyes komponensek esetében mért
csucs alatti teriileteket. A tablazatban harom mérés atlageredményeit tiintettem fel.
Konfidencia intervallumokat, és szords értékeket nem adtam meg az adathalmaz
nagysaga miatt és a konnyebb atlathatosag érdekében. Annyi azonban megallapitasra
kertilt, hogy a parhuzamos mérések relativ szordsa az MRM meghatarozasra jellemzd
jellemz6 £10-20% tartomanyba estek.

A vegyiletek mennyiségi kiértékelését a konnyebb attekinthetoség érdekében
csoportonként targyalom (katechin és epikatechin, procianidinek, taxifolin-glikozidok,
egyéb vegyiiletek). A IX. Mellékletben is ennek megfeleloen tiintettem fel az

eredményeket.

=  (+)-katechin és (-)-epikatechin

A legnagyobb mennyiségli (+)-katechin ¢és (—)-epikatechin a 120 °C-on,
mikrohulldmmal segitett extrakcidval késziilt vizes, metanolos €s etanolos kivonatokban
(M120W10, M120M20, M120E20) volt mérhetd. Srinivas et al. (2010) mar korabban
leirta, hogy a (+)-katechin, és az egyéb polifenolok oldhatosidga is jelentdsen
megnovekedik tilnyomdsu vizet alkalmazva, és a homérsékletet 298,7 K-rél 415,8 K-re
(25,6 — 142,7 °C) megemelve, igy ezek az extrakcids koriilmények tehetdk feleldssé a
magas (+)-katechin-tartalomért a tiszta vizzel késziilt kivonataimban is. Az adatok
alapjan lathato, hogy az ultrahangos extrakcio esetében is jo eredmények érhetdk el az
etanolos oldoszerrel 10, illetve 20 perc alatt (U10E, U20E). A magneses kevertetés
esetében szintén az etanolos elegy (2 és 5 Odra alatt) bizonyult a leghatékonyabb
kivonoszernek. Ebben az esetben meglep6 mddon az (-)-epikatechin mennyisége
rendkiviil alacsony volt a (+)-katechinéhez viszonyitva mindhdrom olddszer esetében.
Cuevas-Valenzuela et al. (2014) részletesen vizsgélta a (+)-katechin oldhatdsagat, és azt
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figyelték meg, hogy ez a vegylilet sokkal jobban oldédik a viz-etanol elegyekben, mint
a tiszta vizben 4 ¢s 58 °C kozotti homérsékleten. Ezt a megallapitast az én eredményeim
is alatamasztjdk. Ha Osszehasonlitjuk a csucs alatti teriileteket mindkét vegyiilet
esetében a vizes elegyekben, az figyelhetd6 meg, hogy az extrakcids iddtartam
novekedésével (2 ora — 24 ¢dra) e két komponens koncentracidja csokken, ami
megmagyarazza az osszes polifenol-tartalomban fellépd valtozasokat is (15. tabldzat).
Osszességében elmondhatd, hogy a katechinek jelentds bomldson mennek keresztiil a
tul hosszu extrakcids iddtartamok alatt vizes kdrnyezetben, ugyanakkor ez nem jellemzo

a szerves oldoszert tartalmazo kivonatokra.

=  Procianidinek

A procianidinek kinyerésére az ultrahangos modszer és az etanolos oldoszer
bizonyult a leghatékonyabbnak. A 20 percnél tovabb tartd extrakcio esetében az
alkoholos elegyeknél a procianidinek mennyiségében csokkenés kovetkezett be. A
magneses kevertetés valamivel kevésbé hatékonynak mutatkozott e vegyiiletcsoport
kinyerése szempontjabol. A legnagyobb procianidin-tartalommal az 5 dras etanolos
kivonat (S5E) rendelkezett. A katechinekhez hasonldéan itt is megfigyelhetd, hogy a
vizes kivonatokban az iddtartam novelésével a procianidinek mennyisége
szignifikansan csokken, és ez szintén hozzajarul a polifenol-tartalom korabban leirt
csokkenéséhez. A procianidinek szempontjabdl a legkevésbé hatékony extrakcios
modszernek a mikrohulldimmal segitett extrakcid bizonyult, itt ugyanis a magas
hémérséklet és nyomas a vegyiiletek bomlasat segiti eld, ahogy azt Liu et al. (2012) is
megfogalmazta. Ha ezek az extrakcid célkomponensei, akkor mindenképpen
alacsonyabb homérsékletet, valamint szerves olddszert célszerli alkalmazni, hiszen a viz
egy modszer esetében sem bizonyult hatékonynak.

= Taxifolin-glikozidok

A procianidinekkel ellentétben a mikrohulldmu extrakcid Dbizonyult a
legeredményesebb technikdanak a taxifolin-glikozidok extrakcidjara. Az alkoholt
tartalmazo elegyek esetében a hdmérséklet €s az idétartam novelésével az MRM csucs
alatti teriiletek is jelentdsen novekedtek. A legtobb taxifolin-glikozidot a 10 perc alatt
késziilt vizes extraktum tartalmazta (M120W10). A kevertetés esetében a taxifolin-

glikozidok mennyiségének enyhe csokkenése tapasztalhatd az idotartam novekedésével.

= Egyéb komponensek

A tobbi komponensre vonatkozdan az allapithatd meg, hogy a mikrohulldmmal
segitett extrakcid és a tiszta viz (M120W10) bizonyult a leghatdsosabb extrakcids
oldoszernek. Ezzel a modszerrel az alkoholok is nagyon eredményes kivonoszerek a
kevertetéshez és az ultrahangos extrakcidhoz képest. Az Osszes egyeb vegyiilet esetében
az ultrahangos modszer volt a legkevésbé effektiv, ugyanakkor a 2-es koniferin izomer
esetében €pp ellenkezd a helyzet, ennél a komponensnél a leghatékonyabb mddszer az

ultrahangos volt.
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Osszefoglalas. 4 biikk kéreg polifenolok nagyhatékonysagii folyadékkromatogrdfids
és tandem tomegspektrometrias vizsgalataban dsszesen 37 komponenst azonositottam,
koztiik vannak katechinek, procianidinek, taxifolin-glikozidok és egyéb csoportba
tartozo vegyiiletek. A biikk kéreg polifenoljainak ilyen részletességii vizsgalata ezidaig
nem tortént meg. A biikk kéreg nagy mennyiségben elofordulo faipari melléktermék, igy
megfelelo minta-elokészitést és extrakciot alkalmazva a kéregben megtaldalhato
polifenolos vegyiiletek a jovoben gyakorlati célokra is felhasznalhatok (pl. szerves
faanyagvédo szerkeént, élelmiszerekben antioxidanskeént, étrend-kiegészitokként és
egészségiigyi termékekben).

Az extrakcios modszer, az extrakcios koriilmények, és az oldoszerek alkalmas
megvalasztasaval a kiilonbozo vegyiiletcsoportba tartozo komponensek célzottan
vonhatok ki a biikk kérgébol. A mikrohullammal segitett extrakcio segitségével érheto el
a legnagyobb kinyert polifenol-tartalom. A procianidinek szamdra nem ez az idealis
modszer, ugyanis ezek a molekulak a magas homérséklet és a tul hosszu extrakcios
idotartam hatasara elbomlanak. A procianidinek esetében sokkal kedvezobb a
szobahomérsékleten megvalosithato ultrahangos extrakcio és az etanol: viz 80:20 v/v%
oldoszerelegy.

A vizzel meglepoen kivalo eredmények érhetok el a mikrohullammal segitett
extrakcio esetében, igy a biikk kéregben lévo polifenolok extrakciojara a tulnyomason
és magas homeérsékleten alkalmazott viz uj, kérnyezetbardt technologia kifejlesztését
teszi lehetoveé.

Tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy mely vegyiiletek felelosek leginkdabb a kivonatok
antioxidans hatdsaert, mely anyagoknak a legnagyobb az antioxidans ,, hatékonysdga”.
A vizsgalat jovobeli kivitelezése az antioxidans kapacitas eredmények, valamint az

MRM csucs alatti teriiletek alapjan valik lehetove.

5.2.3. Antioxidans paraméterek a vizsgalt erdei fafajok kéregszoveteiben

A minta-elokészités optimaldsa soran kapott eredmények alapjan a mikrohullamu
elokezelés utan vagy nincs szignifikdns kiilonbség a kezelt és nem kezelt mintak
polifenol-tartalma €s antioxidans kapacitasa kozott, vagy a kezelés hatasara jelentdsen
csokkennek ezek az értékek, ezért az ebben a fejezetben ismertetett eredményeket a
mikrohullammal nem kezelt kéregmintakbdl, metanol:viz 80:20 v/v% olddszerrel,
ultrahangos modszerrel készitett extarktumokbol mértem. Ebben a mérési sorozatban
azt vizsgaltam, hogy a fontosabb magyarorszagi fajok kérge (hancs és héjkéreg) milyen

antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik.

5.2.3.1. Antioxiddns kapacitds meghatdrozdsa

A kéregre vonatkozd antioxidans paraméterek jellemzése 7 fajra terjedt ki, ezek
koziil kettd orokzold faj volt. A 4. és 5. tabldzat alapjan lathato, hogy a gyertyan, a nyar
¢s az erdeifenyd azért kiemelked6 fontossadgu, mert Magyarorszagon jelentos teriiletet
elfoglald erddalkoto fafajok és a belolik megvalosuld fakitermelés is szamottevo.
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Ennek megfeleléen e fafajok kérgeghulladéka potencidlisan hasznosithatd, nagy
mennyiségli nyersanyagot jelent, a tobbi fafajra kapott eredmények pedig az
irodalomban talalhat6 adatok kiegészitésére szolgalhatnak.

A gyertyan kivételével minden faj esetében a héjkéregbdl és a hancsbdl is
elvégeztem az extrakciot, hogy Ossze tudjam hasonlitani a két kéregrész antioxidans
tulajdonsagait. A kozonséges gyertyan esetében, mivel nem tudtam kiilonvalasztani a
két kéregrészt, az abbol mért értékeket a héjkéregre és hancsra vonatkozé tablazatban is
feltiintettem. A vizsgalt fafajok €s a héjkéreg vizsgalatabol szarmazo eredmények a 32.
tablazatban, mig a hancsra vonatkoz6 adatok a 33. tabldazatban 1athatdk.

Héjkéreg
Fafajok DPPH (ICs, pg/ml) FRAP (mg AS/ gsz.a.) ABTS (mg T/g sz.a.)
Gyertyan 6,19 + 026" 30,1 + 1,0 86,1 +0,81°
Fekete cseresznye 12,0 £0,32° 35,9+0,9° 208 £7,71¢
Szelidgesztenye 2,80 £ 0,117 82,8 +0,7% 320 + 5,73¢
Fekete nyar 30,2 +2,89¢ 18,3+0,6" 155+10,8°
Ko6zonséges nyir 13,8+ 1,67° 23,4+03° 205+ 17,1¢
Vorosfenyd 5,84+0,16° 51,4+2,1° 372 +18,5°
Erdeifenyd 11,2+ 0,61° 10,9 + 0,6 61,7 4,37

32. tablazat A héjkéregbdl késziilt extraktumok antioxidans kapacitasa. Az eredmények feltiintetése
atlagérték + szdoras formaban tortént. Adott oszlopon beliil a felsé indexben 1év0 eltérd betlik szignifikans
kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legjobb antioxidans kapacitas
értékeket mutatjak.

Ha megvizsgaljuk a héjkéreg esetében a DPPH-modszerrel kapott eredményeket,
azt lathatjuk, hogy a legjobb antioxidans kapacitast (legkisebb ICsp-értéket) a
szelidgesztenye, a vorosfenyd és a gyertydn mutatja, a leggyengébb gyokfogo
képességgel a nyar, a tobbi faj pedig kozepes antioxidans kapacitassal rendelkezik. A
legnagyobb FRAP antioxiddns kapacitas értékeket a szelidgesztenye, a vorosfenyo és a
cseresznye mutatja, a legkisebb értékeket pedig a nyar és a nyir. Az ABTS modszer
alapjan szintén a vordsfenyd ¢€s a szelidgesztenye rendelkezik a leghatékonyabb
antioxidans hatasu vegyliletekkel, ezeket koveti a cseresznye és a nyir, s a leggyengébb
ABTS antioxiddns képességli a gyertyan és az erdeifeny6 kivonata.

A hancs esetében a legjobb DPPH antioxidans kapacitdst a cseresznye €s a
szelidgesztenye mutatta, kozepes értékekkel a nyir, a vorosfenyd és az erdeifenyd
rendelkezett, mig a leggyengébb gyokfogd képességet a nydr mutatta. A szintén
hancsrészbdl meghatarozott FRAP-értékek esetében a legjobbak a cseresznye, a
szelidgesztenye €s a vordsfenyd kivonatabol mért értékek voltak, ugyanigy, mint a
héjkéreg esetében. Leggyengébb érték itt is a nyar hancsabodl késziilt kivonat esetében
volt mérhetd. Az ABTS esetében a cseresznye kiemelkedd antioxidans kapacitast
mutatott, ami dupla akkora, mint a szelidgesztenye esetében. A fekete cseresznyén kiviil
még kivald gyokfogd képességli a vordsfenyd, a kozonséges nyir és gyengébb a
gyertyan valamint a fekete nyar.
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Hancs

Fafajok DPPH (ICs, pg/ml) FRAP (mg AS/ g sz.a.)) ABTS (mg T/g sz.a.)
Gyertyan 6,19 + 0,26 30,1 +1,01° 86,1+ 0,81°
Fekete cseresznye 4,70 + 0,05 80,1 + 3,98" 533 +11,2°
Szelidgesztenye 481+0,17° 70,9 + 3,47° 265+13,9¢
Fekete nyar 44,0 +2,41" 17,6 £0,27° 94,7 + 4,48°
Kozonséges nyir 6,61 + 0,22 32,9+2,23° 300 + 10,5¢
Vordsfenyd 6,68 + 0,04° 62,3 + 3,58¢ 346 +9,28°
Erdeifeny6 7,23 +0,09¢ 42,4 +2,66° 219 +14,0°

33. tablazat A hancsbol késziilt extraktumok antioxidans kapacitasa. Az eredmények feltiintetése
atlagérték + szdras formaban tortént. Adott oszlopon beliil a felsd indexben 1€vd kisbetiik szignifikans
kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legjobb antioxidans kapacitas
értékeket mutatjak. Rovidités: n/a: nincs adat.

Ha minden vizsgalt faj esetében a héjkéreg €s a hancs eredményeit Osszevetjiik, a
fekete cseresznye, a kozonséges nyir és az erdeifenyd esetében a hancs erdsebb
antioxidans hatassal rendelkezik, mig a szelidgesztenye, a fekete nyar és a vorosfenyo
esetében a héjkéregben taldlhatd meg nagyobb mennyiségli gyokfogo vegylilet, és ez
mindhdrom antioxidans kapacitdst mérd modszer esetében igy van. A kérgekbol mért
antioxiddns kapacitasok vizsgalatardl az mondhatd el, hogy a legnagyobb értékekkel a
szelidgesztenye, a fekete cseresznye €s a vorosfenyo rendelkezik, mig a leggyengébben
a fekete nydr és a gyertyan teljesitett.

Az irodalomban kevés eredményt taldlhatunk a kérgek antioxidans kapacitasara, s ha
eld is fordul, akkor sem jellemzd, hogy a héjkéreg és a hancs vizsgalatara kiilén is sor
keriilt. Gao et al. (2007) az oregoni hamisciprus (Chamaecyparis lawsoniana (A. Murr.)
Parl.)) esetében mindkét kéregrészt vizsgaltdk. Ok a hancsbdl és héjkéregbél mért
DPPH-féle antioxidans kapacitas értékekre rendre 10,31 és 19,87 pg/ml-t kaptak. Az én
eredményeim ennél jobb antioxidans kapacitast mutatnak, de nemcsak az oregoni
hamisciprus és Maclura tinctoria kérgéhez viszonyitva, hanem Noriega et al. (2015)
eredményeihez képest is. Ok a vords kinafa (Cinchona pubescens (Vahl)) etanolos
kéreg-extraktumabol meghataroztak a DPPH-féle antioxidans kapacitast, €s ennek
eredményeképpen 42,00 pg/ml értéket kaptak. Ez az érték csaknem megegyezik a
fekete nyar hancskivonatabol mért értékkel, a tobbi altalam vizsgélt faj azonban ennél
sokkal jobb antioxiddns kapacitast mutatott minden esetben. Tovabba Apetrei et al.
(2011) a Pinus cembra L. kérgének vizsgalata soran is az elobb ismertetett
eredményeknél kisebb DPPH-f¢le antioxidans kapacitast (71,1 pg/ml-t) hataroztak meg.
Ezen kivill a Casuarina equisetifolia kérgének esetében 101,69 pg/ml-t mértek a
kutatok, €s ez az én kivonataimnal szintén kisebb antioxidans kapacitast jelent (Zhang et
al., 2010).

5.2.3.2. Osszes fenolos vegyiilet mennyiségi meghatdrozdsa

Mivel az antioxidans hatdshoz szamos vegyiiletcsoport, koztiikk a fenolos vegyiiletek
is jelentds mértékben hozzajarulnak, ezért megvizsgaltam a héjkéreg és hancs kivonatok
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Osszes polifenol-, 6sszes flavonoid- és Osszes flavan-3-ol-tartalmat is, hogy megtudjam,
ezek a vegyiiletcsoportok milyen mennyiségben vannak jelen, €s milyen mértékben
felelosek az antioxidans tulajdonsdgokért. A héjkéregre kapott eredmények a 34.
tablazatban, a hancsra kapott eredmények pedig a 35. tabldzatban talalhatok.

Az 6sszes polifenol-tartalom mérések alapjan a vizsgalt fafajok kéreg-extraktuma
kozil a vorosfenyd, a szelidgesztenye, és a fekete cseresznye tartalmazta a legtobb
polifenolos vegyiiletet, mig a legkevesebbet az erdeifeny6, a kézonséges gyertyan, a

fekete nyar és a nyir.

Héjkéreg
Fafajok Osszes polifenol  Osszes flavonoid  Osszes flavan-3-ol
(mg Q/g sz.a.) (mg Q/g sz.a.) (mg C/g sz.a.)

Gyertyan 252 +0,63" 1,48+ 0,128 0,39 +0,02*
Fekete cseresznye 70,0 £ 2,43¢ 2,49 + 0,03° 19,5+ 0,04"
Szelidgesztenye 89,0 + 3,90° 4,81 0,14 0,77 +0,01®
Fekete nyar 52,8 +2,83" 1,92 +0,03¢ 1,42 +0,04°
Kozonséges nyir 573+ 6,21° n. k. 8,88 + 0,15"
Vorosfenyd 121 +4,11° n. k. 20,0 = 0,06¢
Erdeifenyd 16,4 +3,32% 0,42 +0,03* 3,05 = 0,09°

34. tablazat A héjkéregbol késziilt extraktumokban 1évo fenolos vegyiiletek mennyisége. Az eredmények
feltiintetése atlagérték + szoras formaban tortént. Adott oszlopon beliil a felsé indexben 1évo kiilonb6zo
nagybetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legjobb
antioxidans kapacitas értékeket mutatjak. Rovidités: n. k.:nem kimutathato.

A hancs esetében szintén a fekete cseresznye €s a vorosfenyo tartalmazta a legtobb
polifenolt, mig a legkevesebbet a gyertyan, a fekete nyar €s a szelidgesztenye esetében
mértem.

Az 0Osszes flavonoid-tartalom csak négy faj esetében volt kimutathaté mind a két
kéregrész esetében. A tobbi fajnal kimutatasi hatar alatti volt a flavonoid-tartalom. A
héjkéreg esetében a szelidgesztenyénél mértem a legtobb flavonoidot, mig a hancs
esetében a fekete cseresznye tartalmazta a legtobb ilyen tipusa vegyliletet.

Az 0Osszes flavan-3-ol-tartalomra kapott eredmények a héjkéreg esetében 0,39 —
19,97 mg C/g sz.a. kozott valtoznak. Legalacsonyabb értékekkel a gyertyan, a
szelidgesztenye €s a nyar rendelkezik, legnagyobbakkal a fekete cseresznye és a
vorosfenyd, mig a kozonséges nyir kozepes flavan-3-ol-tartalmat mutat. A hancs
esetében a héjkéreghez képest mintegy haromszoros értékeket mértem. A fajok kozti
tendencia itt is hasonld, legjobb a fekete cseresznye és a vordsfenyd, legkevesebb
flavan-3-ol-tipusu vegyiilettel pedig a szelidgesztenye rendelkezik.

Lamounier et al. (2012) a Maclura tinctoria ((L.) D. Don ex Steud.) kérgének flavan-
3-ol-tartalmat hataroztdk meg, és ennek eredményeként 3,9 mg C/g sz.a.-ot kaptak. Ez a
héjkéreg esetében az erdeifenyohdz, a hancs esetében pedig a szelidgesztenyéhez
hasonlit nagysagrendileg.
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Hancs
Fafaiok Osszes polifenol  Osszes flavonoid ~ Osszes flavan-3-ol
J (mg Q/g sz.a.) (mg Q/g sz.a.) (mg C/g sz.a.)
Gyertyan 25,2+ 0,63" 1,48 + 0,128 0,39 + 0,02*
Fekete cseresznye 139 + 4,00¢ 3,71 £ 0,02 61,8 £2,33¢
Szelidgesztenye 61,4 +1,73° 1,30 £ 0,078 2,48 +0,05¢
Fekete nyar 36,3+0,51° 0,74 +0,01* 1,60+ 0,01°
Kozonséges nyir 76,6 + 0,54" n. k. 14,7 +1,02°
Vorssfenyd 107 £ 0,70" n. k. 32,0+ 1,45"
Erdeifeny? 76,2 +3,15" n. k. 21,6 £ 0,35°

35. tablazat A hancsbol késziilt extraktumokban 1évo fenolos vegyiiletek mennyisége. Az eredmények
feltiintetése atlagérték + szoras formaban tortént. Adott oszlopon beliil a felsé indexben 1évo kiilonb6zd
nagybetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten. A félkovérrel kiemelt értékek a legjobb
antioxidans kapacitas értékeket mutatjak. Rovidités: n. k.:nem kimutathato.

Tllevell fajok kérgére is taldlhato a szakirodalomban adat: Maimoona et al. (2011) a
Pinus roxburghii (Sarg.) és a Pinus wallichiana (A. B. Jacks.) kérgének polifenol- és
flavonoid-tartalmét vizsgaltak. Atszamolva az 6 eredményeiket, a Pinus roxburghii etil-
acetatos kéreg-extraktumanak polifenol-tartalma 158 mg Q/g sz.a. flavonoid-tartalma
pedig 33,4 mg Q/g sz.a., mig a Pinus wallichiana esetében a polifenol- 224 mg Q/g
sz.a., a flavonoid-tartalom pedig 52,2 mg Q/g sz.a.-nak felel meg. Ezek az értékek joval
nagyobbak, mint az dltalam vizsgalt fafajoké.

A fenolos vegyiiletek kéreg- €s hancsszovet kozti megoszlasara jellemzo, hogy az
Osszes polifenol-tartalom a szelidgesztenye, a fekete nyar és a vordsfenyd esetében a
kéregben volt nagyobb, mig a tobbi fajnal a hancsban volt tébb polifenol-tartalom
mérhetd. A flavonoid-tartalomndl (ahol mérhetd volt) is ugyanez a tendencia jellemzd,
mig a flavan-3-ol-tartalomnal figyelhetd meg eltérés, ugyanis ebben az esetben a nyar
kivételével minden fafaj esetében a hdncsban volt jellemzd a nagyobb flavan-3-ol-
tartalom.

5.2.3.3. Osszegzett antioxiddns kapacitds értékek meghatdrozdsa

Az elvégzett, 2014. februari (24. és 25. tabldzatok) ¢és 2014. decemberi (32. és 33.
tablazatok) mintavételbdl szarmazo Osszes fafaj mintaira (kiilon a hancsra €s kiilon a
héjkéregre) vonatkozé antioxidans kapacitas vizsgalatok 0sszegzését egy sajat magam
altal felallitott pontrendszer segitségével valositottam meg, felhasznalva a DPPH, FRAP
¢s ABTS antioxiddns kapacitds meghatdrozds eredményeit, hasonloképpen, minta
levélmintak esetében (az 5.1.2.1. fejezetben ismertett modon). A kiértékeléshez a 2014.
februari mintavétel eredményeibdl a mikrohullammal nem kezelt mintdk FRAP, ABTS
¢s DPPH antioxiddns kapacitasait hasznaltam fel, a biikk esetében (mivel ennél a
mintdnal a mikrohulldmu inaktivalasnak pozitiv hatdsa volt) a mikrohulliammal kezelt
minta adatait hasznaltam fel. Az eredmények a 36. tdbldzatban vannak feltiintetve. Ez
alapjan az Osszes faj hancsa koziil a fekete cseresznye, a szelidgesztenye és a
vorosfenyd, a héjkéregbdl késziilt extraktumok koziil pedig a szelidgesztenye és a
vorosfenyd mutatta a legjobb antioxidans tulajdonsagokat.
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Fafaj Hancs Héjkéreg
Akac 0,79 1,15
Kocsanytalan tolgy 1,57 1,28
Erdeifeny6 1,66 0,80
Fehér nyar 1,36 1,46
Biikk 1,33 n. m.
Gyertyan 1,24 1,24
Fekete cseresznye _&
Szelidgesztenye 2,22

Fekete nyar 0,16 0,63
Kozonséges nyir 1,72 1,21
Vorosfeny6 2,22 2,15

36. tablazat Az antioxidans kapacitasok (DPPH, FRAP ¢és ABTS) pontrendszer alapjan tortént
kiértékelésének és Osszesitésének eredménye. Maximum pontszam: 3. n.m.: nem meghatarozott.

Osszefoglalds. A vizsgdlt fajokndl nem minden esetben volt bizonyithaté az a kordbbi
allitas, miszerint a héjkéreg a fatorzs elsé védelmi vonala, ezért ebben talalhato meg
minden esetben a t6bb antioxidans hatasu vegyiilet (Lev-Yadun, 2001).

Az dsszegzett antioxidans kapacitasok értékeit figyelembe véve (amely tartalmazta a
2014. februari és 2014. decemberi mintavételbol szarmazo kéregmintakat is) a belso
kérgek koziil a fekete cseresznye, a héjkeregbol keésziilt extraktumok koziil pedig a
szelidgesztenye mutatta a legjobb antioxidans kapacitas értékeket. Ezeken kiviil még a
vorésfenyo is kivalo DPPH-, FRAP- és ABTS-féle antioxidans kapacitdssal rendelkezik,
igy e fajok hancsa vagy héjkérge igéretes lehet a jovoben valamilyen gyakorlati

felhasznaldsra.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

1) Elsokeént végeztem el a Magyarorszagon elofordulo 12 erdei fafaj (kozonséges
biikk, kozonséges gyertyan, molyhos télgy, nyar, fehér akdc, korai juhar, csertilgy,
szelidgesztenye, kocsanyos télgy, kocsanytalan tolgy, erdeifenyo, feketefenyo) leveleire
kiterjedo osszehasonlito vizsgalatot az antioxidans paraméterek (DPPH, ABTS, FRAP)
és a fobb polifenol csoportok (Osszes polifenol, osszes flavonoid, ésszes flavan-3-ol)
mennyiségenek tekintetében. Megéllapitottam, hogy a vizsgalt erdei fajok levélmintaindl
tobb modszerre van sziikség az antioxiddns tulajdonsagok komplex felméréséhez. A
DPPH, ABTS ¢és FRAP antioxidans kapacitdsok szezonalis valtozasainak adatait
felhasznalva egy adott antioxidans kapacitast mérd mddszeren beliill az eredményeket
[0-1] tartomdnyra normalizaltam. 0 pontot kapott az a minta, amelyik egy mérési
paraméter esetében a legkisebb antioxidans kapacitast, és 1-et az, amelyik a legnagyobb
értéket mutatta. A DPPH esetében forditott szamozast alkalmaztam. Végiil a kiilonb6z6
antioxidans kapacitasok normalizalt értékeit mintanként dsszegeztem. Megdllapitottam,
hogy a vizsgdlt fajok koziil a legnagyobb oOsszegzett antioxidans kapacitassal a
gyvertyan, a szelidgesztenye, a csertolgy és a molyhos tolgy rendelkezik. A legtobb
vizsgalt faj esetében az augusztusi/szeptemberi mintdk rendelkeznek a legmagasabb

osszegzett antioxidans kapacitassal.

2) Elsokeént irtam le és jellemeztem nagyhatékonysagu folyadékkromatografias és
csatolt tandem tomegspektrometrias modszerekkel a kozonséges gyertyan levelében
eldfordulo polifenolos vegyiileteket. Osszesen 171 vegyiiletet vilasztottam el, melyek
koziil 92 komponenst azonositottam, koztik fenolos savakat ¢és szarmazékaikat,
gallotanninokat és ellagitanninokat, katechineket, flavonoid-glikozidokat és az
eukaglobulint. Ezen kiviil meghatarozott molekulaionnal és MS/MS fragmentacidval
rendelkez6, mindezidaig azonositatlan szerkezetii és nevii vegyiileteket is leirtam. A
vegyliletek listaja alapjat képezheti a gyertyan levélextraktum bioaktiv komponenseinek
tovabbi kutatdsadhoz.

3) Elsoként végeztem el a Magyarorszagon elofordulo 11 erdei fafaj (kozonséges
gyertyan, fekete cseresznye, szelidgesztenye, fekete nydr, kozonséges nyir, vordsfenyo,
erdeifenyo, kozonséges biikk, fehér akdc, kocsanytalan tolgy, fehér nyar) kérgére az
antioxidans kapacitasok (FRAP, ABTS, DPPH) és a fobb polifenol csoportok (Osszes
polifenol, ésszes flavonoid, 6sszes flavan-3-0l) mennyiségének dsszehasonlito
vizsgalatat. Megallapitottam, hogy a vizsgalt erdei fajok kéregmintdinal tobb mddszerre
van sziikség az antioxidans tulajdonsagok komplex felméréséhez. Antioxidans
kapacitast méré modszerenként a kiilonb6zo tipusu mintak (kiilén a hancs €s a héjkéreg)
eredményeit [0-1] tartomanyra normalizaltam. 0 pontot kapott az a minta, amelyik egy
mérési paraméter esetében a legkisebb antioxidans kapacitdst, és 1-et az, amelyik a
legnagyobb értéket mutatta. A DPPH esetében forditott szdmozast alkalmaztam. Végiil
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a kiilonboz6 antioxidans kapacitasok normalizalt értékeit mintdnként 6sszegeztem. A
kiértekelés alapjan megdllapitottam, hogy a vizsgalt fajok hdncsa koziil a fekete
cseresznye, a szelidgesztenye és a vorosfenyo, a héjkéregbol késziilt extraktumok koziil
pedig a szelidgesztenye és a vordsfenyo mutatta a legjobb dsszegzett antioxidans

képességet.

4) Elsoként irtam le és jellemeztem nagyhatékonysagu folyadékkromatografias és
csatolt tandem tomegspektrometrias modszerekkel a kozonséges biikk hdncs
legfontosabb  polifenoljait. Osszesen 37 komponenst valasztottam el, ezekbdl
azonositottam a kovetkezd vegyiileteket: (+)-katechin, (—)-epikatechin, a procianidinek
koziil 6 procianidin B dimer-, és 6 procianidin C trimer izomert, a taxifolin-glikozidok
koziil 4 taxifolin-O-pentozidot és 3 taxifolin-O-hexozidot, kvercetin-O-hexozidot,
koniferil-alkohol-O-hexozid-O-pentozidot, 2 sziringsav-di-O-hexozidot, kumarinsav-O-
dihexozidot ¢és 2 koniferin izomert. Ezen kiviil meghatirozott molekulaionnal és
MS/MS fragmentaciéval rendelkezd, mindeziddig azonositatlan szerkezetii és nevil
vegylileteket is leirtam.
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7. OSSZEFOGLALAS

Novényir szovetek antioxiddns tulajdonsdgairdl rengeteg informacid all
rendelkezésiinkre, azonban erdei fak szovetei esetében mar Iényegesen kevesebb adatot
talalunk. [gy kutatdsom hidnyp6tld célzattal késziilt, de az is fontos szempont volt, hogy
olyan mintat valasszak, amelynek még nincs felhaszndlasa, ipari mellékterméknek
szamit, és ennek a kéreg és a levél megfelelt. Magyarorszdgon az erddboritottsdg ma
mar meghaladja az 1,93 millidé hektart, és ezzel parhuzamosan a fakitermelés is jelentds
mértékli, aminek kovetkeztében hatalmas mennyiségli kéreg- ¢és levélhulladék
keletkezik. Nyersanyagbdl tehat nincs hiany.

Kutatdsom elsddleges célja a Magyarorszagon eldforduld legfontosabb erdei
fafajok levelébdl ¢és kérgébol késziilt kivonatok antioxiddns tulajdonsagainak
Osszehasonlito vizsgalata, valamint az antioxidans hatasért felelos polifenolok mindségi
¢s mennyiségi meghatdrozdsa volt. Munkdm soran a kivonatok antioxiddns
kapacitasdnak jellemzésére harom hasonld elven miikddo, de eltérd szabad gyokot
alkalmazo spektrofotometrids modszert valasztottam, a FRAP-, DPPH- és ABTS-
modszert. A polifenolos vegyiiletek jellemzésére a Folin-Ciocalteu-féle Gsszes
polifenol-tartalom vizsgalatat alkalmaztam, ezen kiviil pedig még meghatiroztam az
Osszes flavonoid- és Osszes flavan-3-ol-tartalmat is. Az antioxiddns hatasért felelds
polifenolos vegyiiletek azonositdsdhoz illetve mennyiségi meghatidrozasdhoz HPLC-
PDA-MS/MS-technikat alkalmaztam kivalasztott szovetek esetében.

A kutatas elsé fazisiban a minta-elokészités optimalasa soran a mikrohullamu
kezelés hatasat vizsgaltam mindkét szovet esetében a polifenolokat oxidald enzimek
inaktivalasa céljabol. A falevelek esetében dsszehasonlitottam a mikrohullammal kezelt
¢és utana szaritott, valamint a csak szaritott levelek antioxiddns tulajdonsagait. Mivel a
legtobb vizsgalt fafaj esetében a mikrohulldimmal kezelt levelek magasabb polifenol-
tartalmat és jobb antioxidans kapacitdst mutattak (illetve nem mutattak rosszabbat a
kezelt levelek a nem kezelt leveleknél, egyes fajoknal, pl.: biikk, keleti gyertyan, korai
juhar), egyértelmii a mikrohulldimi enzim-inaktivalas kedvezd hatasa a vizsgalt erdei
fafajok levél antioxidansainak hatékony megdrzésére. A kéregmintdk esetében a
mikrohullamu kezelés hatdsa erdsen fajfiiggd volt. A tovabbi kéregvizsgalatoknal (a
biikk kivételével) nem alkalmaztam mikrohulldmai kezelést a kéregmintak
elokészitésénél.

A tovabbiakban optimaltam a levél- és kéregmintak esetében a mintavételi-, és
extrakcios médszereket. Ennek soran a csertélgy 2014. jalius 7.-i mintavétele esetében
egy nap alatt 5 kiilonb6z6 iddpontban a lombkorona azonos pontjair6l vettem mintat, és
megnéztem, hogy az egyes paraméterek hogy valtoznak a nap folyamén és a
benapozottsagtol fliggden. a kiilonbozd vizsgalt levéltipusok tekintetében, egyediil az
Osszes flavonoid- és flavan-3-ol-tartalom az, amely kimutathat6 eltérést jelent az egyes
levéltipusok kozott, a tobbi antioxidans paraméter illetve az Gsszes polifenol-tartalom
nem.
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A levélminték esetében az extrakcids olddszer optimaldsa esetében a 2014. majusi
levélmintakbol haromféle oldoszerrel (metanol:viz 80:20 v/v%, etanol:viz 80:20 v/v%,
viz) készitettem kivonatokat, majd meghatdroztam a fenolos vegyiiletek mennyiségét és
az antioxidans kapacitas értékeket. Az eredmények és gazdasagossagi megfontoldsok
alapjan a levélmintdk extrahdlasara a legalakalmasabb olddszerelegy a metanol:viz
80:20 v/v% lett.

Az extrakcios modszer és oldészer optimalasat a bikk kéreg esetében
nagyszamu kisérletet végrehajtva végeztem el. Haromféle moddszert (magneses
kevertetést, ultrahangos extrakcidt és mikrohullammal segitett extrakcidt) és haromféle
oldoszert (metanol:viz 80:20 v/v%, etanol:viz 80:20 v/v% és viz) alkalmaztam
kiilonb6zo homérséklet- €s idobeallitasok mellett. A vizsgalati eredmények alapjan,
szobahOmérsékleten az etanolos oldoszerrel késziilt kivonatok gazdagabbak voltak
antioxidans vegyiiletekben, mint az ugyanolyan koriilmények kozott késziilt metanolos
kivonatok. Azonban megndvekedett nyomas és hdmérséklet paraméterek mellett a viz is
képes olyan hatékony kivondszerré valni, mint az alkoholos elegyek. Ezen megéllapitas
segitségével a jovoben lehetdové valhat olyan kornyezetbarat extrakcios technologia
megvalositasa, aminek segitségével a biikk kéregbdl az antioxidans jellegli vegytiletek
kinyerhetok, igy az erddgazdalkodas melléktermékei is U felhasznalast kaphatnak.

A levélmintak esetében elvégeztem az antioxiddns paramétereik Gsszehasonlitd
vizsgalatat a vegetacios iddszak kiillonb6zo pontjain (5 honapban), hogy megallapitsam,
hogy egy esetleges jovobeli felhasznalés, alkalmazas tekintetében a vegetacids idoszak
melyik részében taldlhaté meg, illetve nyerhetd ki a vizsgalt fajok leveleibdl a legtobb
(elsdsorban polifenolos) antioxidans. Novényélettani, novényfizioldgiai vizsgalatokra,
illetve ilyen jellegli kovetkeztetések levonasara nem vallalkoztam. 12 Magyarorszdgon
elterjedt fafaj (kozottiik kettd tllevelll) leveleibdl késziilt metanolos kivonat GOsszes
polifenol-, 6sszes flavonoid- €s flavan-3-ol-tartalmat, antioxidans kapacitasat (DPPH,
ABTS, FRAP) vizsgaltam a kiilonb6z6 hdénapokban. Az eltérd moddszerekkel mért
antioxidans  kapacitas értékek Osszevethetdosége érdekében Iétrehoztam egy
pontrendszert, melyben a kiilonb6z6 antioxidans kapacitas értékeket 0 (leggyengébb) €s
1 (legjobb) kozott normalizaltam mérési mddszerenként, majd Osszegeztem az
értékeket. Ennek eredményeként a legnagyobb Osszegzett antioxidans kapacitdssal a
kozonséges gyertyan, a szelidgesztenye ¢€s a csertdlgy rendelkezett. A fenolos
vegyiiletek mennyisége szintén a k6zonséges gyertyan, a szelidgesztenye, €s a csertolgy
esetében volt a legnagyobb.

Szintén Osszehasonlito vizsgalatot végeztem el 11 fafaj (amelyek erdészeti és
faipari szempontbol is jelentdsek) kérgére Kkiterjedden, melynek soran a fajok
héjkérgébol és hancsabol is elvégeztem az eldbb emlitett vizsgalatokat. Az irodalomban
talalt néhany eredményhez képest az altalam vizsgalt fajok jobban teljesitettek. A
kérgek esetében is elvégeztem a kiilonb6z0 antioxidans paramétereket jellemzo

eredmények Osszegzését egy pontrendszer segitégével, kiilon a héancs és kiilon a
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héjkéreg mintdkra. A kiértékelés alapjan megallapitottam, hogy a vizsgalt fajok hancsa
koziil a fekete cseresznye, a szelidgesztenye €s a vorosfenyd, a héjkéregbdl késziilt
extraktumok koziil pedig a szelidgesztenye és a vorosfenyd mutatta a legjobb Gsszegzett
antioxiddns képességet.

Az antioxidans hatasu polifenolos vegyiiletek elvalasztasa és azonositasa a
kozonséges gyertyan levél- és a biikk kéreg-extraktumabol tortént meg HPLC-
PDA-MS/MS-médszerrel. A kozonséges gyertyan levélkivonatanak HPLC-PDA-
MS/MS vizsgélata soran 6sszességében 171 vegyiilet elvalasztdsara, €s 92 azonositdsara
keriilt sor, koztiikk fenolsavak, ellagitanninok, gallotanninok, flavonoidok, katechinek,
procianidinek, azonban szamos vegyiilet ismeretlen maradt. A legjobb DPPH- és ABTS
antioxidans kapacitassal rendelkezd augusztusi extraktumban a leggyakrabban
eléforduld vegyiiletek a klorogénsav, ellagsav, ellagitanninok, miricetin-, luteolin-,
kvercetin- és apigenin-glikozidok voltak, és ezek a vegyliletek tehetok a kiemelkedd
antioxiddns tulajdonsagokért is feleldssé. A nagyszdmu polifenolos vegyiilet és a
jelentds antioxidans kapacitds alapjan is azt mondhatom, hogy a kdzonséges gyertyan
levelei egy igéretes, megujulo forrast jelentenek az antioxidans hatasu extraktanyagok
kinyerésére.

A biikk kéregben taldlhaté vegyiiletekrdl az irodalomban taldlhaté adat, hiszen
Diibeler et al. (1997) mar végzett ilyen irdnyu vizsgalatokat, de ilyen részletes és
nagyfelbontast kisérletet még nem végezek el. Osszességében a biikk kéregbdl 37
komponenst valasztottam el, ¢és 28-at azonositottam, koztikk katechineket,
procianidineket, taxifolin-glikozidokat, sziringsav- €s koniferil-alkohol szarmazékokat.
Azokbol az (extrakcios modszer €s olddszer optiméalasabdl szarmazd) extraktumokbdl,
amelyek a legtobb polifenol-tartalmat mutattdk, az azonositott vegyiiletek relativ
mennyiségi meghatarozasara is sor keriilt MRM-atmenetek segitségével. Ebbdl a mérési
sorozatbol azt a kovetkeztetést vontam le, hogy az extrakcios mddszer, az extrakcids
kortilmények, és az  oldoszerek alkalmas  megvélasztdsdval  kiilonbozo
vegyliletcsoportba tartozd komponensek vonhatok ki a biikk kérgébol. A biikkk kéreg
nagy mennyiségben eloforduld faipari melléktermék, igy megfeleld minta-elokészitést
¢s extrakciot alkalmazva a kéregben megtaldlhatd polifenolos vegyiiletek a jovoben
gyakorlati célokra is felhasznalhatdk lehetnek, mely tovabbi vizsgsalatokat igényel.
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8. SUMMARY

There is a lot of information about the antioxidant properties of plant tissues, but in
the case of forest trees we have significantly less data. Thus my research was done with
niche objectives, but it was also important to choose a sample that has not been used
before, and that is an industrial by-product. The forest trees’ bark and leaf were met this
demands. Nowadays in Hungary the forest cover exceeds 1.93 million hectares, which
would be further increased under the National Forest Program. At the same time,
logging will also increase, resulting in huge amounts of bark and leaf spoilage.
Therefore there is no scarcity of raw materials.

The primary aim of my work was to measure and compare the antioxidant
properties of leaf and bark tissues of Hungarian forest tree species, moreover to
determine the quality and quantity of the polyphenols responsible for the antioxidant
effect. In the course of my work I have chosen three spectrophotometric methods which
operate on similar principles, but apply different free radicals (FRAP, DPPH, and ABTS
methodology), to characterize the antioxidant capacities of the extracts. For the
determination of total phenol content I applied the Folin-Ciocalteu assay, in addition I
measured the extracts’ total flavonoid and total flavan-3-ol contents. The HPLC-PDA-
MS/MS technique was used for the identification and relative qualitative assessment of
polyphenolic antioxidants from selected tissues (beech bark, hornbeam leaf).

In the first period of the research in the course of the optimization of sample
preparation, I investigated the effect of microwave treatment in both tissues in order to
inactivate the polyphenol oxidizing enzymes. In the case of leaves I compared the
antioxidant properties of microwaved and after-dried and just dried leaves. Since at
most of the examined tree species, microwave treated leaves had higher polyphenol
content and improved antioxidant capacity (or treated leaves weren’t worse than
untreated leaves for some species, eg. beech, Oriental hornbeam, Norway maple), the
effect of microwave enzyme inactivation is clearly effective for the preservation of leaf
antioxidants of the examined forest species. In the case of bark samples, the effect of
microwave treatment was strongly dependent on species. For further bark tests (except
beech), I did not use microwave treatment for preparing the bark samples.

In the following, I optimized sampling and extraction methods for leaf and bark
samples. In this course I took sample from the same points of Turkey oak’s foliage at 5
different times in one day in July 7, 2014, and I investigated the diurnal changes of the
antioxidant parameters depending on the solar access. Among the measured parameters,
the total flavonoid and total flavan-3-ol-content showed differencies among the leaf
types.

In the case of leaf samples, during the optimization of extraction solvent
composition, I made extracts from the leaf samples of May 2014 with three kinds of

solvents (methanol: water 80:20 v/v, ethanol: water 80:20 v/v and water) and
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determined the amount of phenolic compounds and the antioxidant capacity values.
Based on the results and economical considerations, the most remarkable solvent
mixture was methanol:water 80:20 v/v, to extract the leaf samples.

The optimization of the extraction method and of the solvent system was performed
in the case of beech bark. Different extraction methods (stirring, sonication, and
microwave assisted extraction) with three type of solvents (methanol: water 80:20 v/v,
ethanol: water 80:20 v/v and water) using different time/temperature schedules were
compared. Based on the test results, the ethanolic extracts were richer in antioxidant
compounds at room temperature than the same methanolic extracts. However, with
increased pressure and temperature parameters, water can also be as effective extraction
solvent as alcoholic mixtures. Using overpresured water, it will be possible in the future
to implement an environmentally friendly extraction technology that can be used to gain
antioxidants from the bark and other tissues of beech bark or other species, so the by-
products of forestry can be reused.

In the case of leaf samples, I performed a comparison of their antioxidant
parameters at different points of the vegetation period (5 months) to investigate in
which part of the vegetation period the most amount of antioxidants (mainly
polyphenol) can be obtained from leaves, repsecting a possible future use and
application. I did not undertake plant physiological studies or draw deductions of this
kind from the results. The total phenol, the total flavonoid, the total flavan-3-ol-content
and the antioxidant capacities (DPPH, ABTS, FRAP) were determined from the
methanolic leaf extracts of 12 Hungarian species. In order to compare the antioxidant
capacity values were measured by different methods, I created a score system, which
normalized the antioxidant capacity values between 0 (weakest) and 1 (best) for each
measurement method and then summarized the values for each sample. As a result, the
European hornbeam, the sweet chestnut and the Turkey oak had the largest summed
antioxidant capacity. The amount of phenolic compounds was also the largest in the
case of European hornbeam, sweet chestnut and Turkey oak.

A comparative study was carried out on the bark of eleven species too, and in the
course of this investigation I also performed the fore-mentioned assays from the inner
and outer bark of the species. Compared to some results found in the literature, my
examined species performed better results. In the case of bark samples I determined the
overall antioxidant capacity of the samples, by the similar evaluation used for leaves.
Based on the scoring system (as described above), among the outer bark extracts, the
species with the highest overall antioxidant capacity was the sweet chestnut and
European larch, and among inner bark extracts the black cherry, weet chestnut and
European larch.

The separation and identification of antioxidant polyphenolic compounds was
performed by the HPLC-PDA-MS/MS method from the leaf extracts of European

hornbeam and from the bark extracts of beech. In the case of European hornbeam leaf
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extracts altogether 171 compounds were described, and 92 were identified including
phenolic acids, ellagitannins, gallotannins, flavonoids, catechins, procyanidins, and
many other unknown compounds. The most abundant compounds in the best DPPH and
FRAP antioxidant capacity August extracts were chlorogenic acid, ellagic acid,
ellagitannins, myricetin-, luteolin-, quercetin- and apigenin glycosides, which are
supposed to be mostly responsible for the excellent antioxidant properties. The large
number of polyphenolic compounds and the significant antioxidant capacity that
characterizes the leaf extract of European hornbeam, it can be said that the leaves of
European hornbeam are a promising renewable source for the extraction of antioxidant
compounds in the future.

In the literature we can find data about beech bark compounds, but the high-
performance liquid chromatographic/multistage mass spectrometric investigation of
beech bark polyphenols has not been done yet. Altogether 37 compounds have been
tentatively identified and characterized and 28 were determined by name including
catechins, procyanidins, taxifolin-glycosides, syringic acid- and coniferyl alcohol
derivatives. From the extracts that showed the most total phenol content, the identified
compounds’ quantification was also performed via MRM transitions. From this
sequence of measurements I concluded that with the adequate selection of the extraction
method, conditions and solvent, different type of compounds can be extracted from
beech bark. Beech bark is a wood by-product occurs in large quantities, so using
appropriate sample preparation and extraction processes, the polyphenolic compounds
occurs in bark may also be used for practical purposes in the future, which requires
further investigations.
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MELLEKLETEK

Melléklet I. A katechinek fobb tipusai (URL 19.)
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Melléklet I1. Sikimisavboél levezetheto aromas aminok és benzoesav-szarmazékok
(URL 20.)
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Melléklet II1. A fenilpropanoid bioszintézis ut (Zabala et al., 2006)

Roviditések: PAL: fenilalanin-ammonia-lidz, BA2H: benzoesav-2-hidroxildz, C4H: cinnamat-4-hidroxildz, 4CL: 4-kumarat-KoA-ligaz, C3H: p-kumarat-3-hidroxilaz,
COMT: kavésav-O-metiltranszferaz, FSH: ferulasav-5-hidroxildz, CCR: fahéjsav-KoA-reduktaz, CAD: fahéjalkohol-dehidrogenaz, IFS: izoflavon-szintaz, CHS: kalkon-
szintaz, CHI: kalkon-izomeraz, F3H: flavanon-3-hidroxilaz, F3’5’H: flavonoid-3’,5’-hidroxilaz, F3’H: flavonoid-3’-hidroxilaz, FS: flavon-szintaz, IOMT: izoflavon-O-
metiltranszferdz, IFR: izoflavon-reduktaz, DFR: dihidroflavonol-4-reduktaz, UFGT: flavonoid-gliikozil-transzferaz, ANS: antocianidin-szintdaz, LDOX: leukoantocianidin-
dioxigenaz, ANR: antocianin-reduktdz, LAR: leukoantocianidin-reduktaz.
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Melléklet IV.

A bikk levél polifenoljainak elvalasztasa soran kapott HPLC-PDA (250-380 nm) kromatogram a
kezeletlen, 5 napig levegon, sotétben szaritott (felsd) és mikrohullammal eldkezelt (also) levél esetében.
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Melléklet V. A csertolgy levélkivonat antioxidans paramétereinek napon beliili
valtozasanak vizsgalatara kapott eredmények

Mintavétel  Lombkorona Osszes polifenol DPPH FRAP
ideje benapozottsaga (mg Q/g sz.a.) (ICsp, pg/ml) (mg AS/g sz.a.)
napos 54,4 +133%® 7,12 40,24 72,5+ 0,55°
7:00 félarnyékos 60,7 + 3,26"° 6,27 +0,31° 79,3 +1,14%
arnyékos 74,4 + 6,94° 6,54 + 0,46° 954+ 1,41
napos 68,3 + 4,74 7,17 +0,57° 83,1+ 1,36°
10:00 félarnyékos 69,2 3,56 7,33 +£1,12° 91,5+ 0,83%
arnyékos 59,9 + 1,34%° 6,99 £ 0,30° 79,7 £2,59%
napos 61,5+ 5,59 7,56 +0,59° 77.4+0,77°
12:00 félarnyékos 70,9 + 6,64° 6,57 +0,59° 93,8 +2,61°
arnyékos 53,0+10,3° 7,59 +0,34* 69,9 + 0,53°
napos 68,8 +3,59™ 6,71 £0,53" 87,7+2,13¢
15:00 félarnyékos 60,5 + 2,25 6,55 + 0,58° 83,1 +2,11°
arnyékos 71,7 + 4,03 6,62 +0,39° 95,5 + 1,00
napos 67,1 +4,81° 6,88 + 0,55 92,2+ 1,07°
18:00 félarnyékos 70,5 +2,19° 6,94 +0,28" 97,0 + 0,79
arnyékos 67,1 + 4,63 6,91 + 0,47 92,7 + 2,45

A csertolgy levelei napon beliili valtozasanak vizsgalata, a levélkivonatokbdl mért Gsszes polifenol-
tartalom, DPPH- és FRAP antioxidans kapacitds értékek (atlag + szords). A felsd indexben 1€vo eltérd
kisbetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek p <0,05 szinten.

Mintavétel Lombkorona ABTS Osszes flavonoid Osszes flavan-3-ol
ideje benapozottsiga (mg T/g sz.a.) (mg Q/g sz.a.) (mg C/g sz.a.)
napos 120 + 13,6° 3,33 +0,21% 7,10+ 0,16"
7:00 félarnyékos 162 + 13,9 2,70 £ 0,25 2,07 +0,02¢
arnyékos 200 +7,77% 3,26 +0,33% 3,03 + 0,06
napos 188 + 4,72°4F 3,83+0,11% 5,77+ 0,168
10:00 félarnyékos 166 + 4,49°¢ 3,35+ 0,58 1,87 + 0,03
arnyékos 169 + 7,29 3,20 + 0,23 2,07 +0,07°
napos 164+ 1,78 4,12+0,16 423+0,11°
12:00 félarnyékos 199 + 8,95 3,03 +0,20°° 1,63 + 0,09
arnyékos 149 + 1,1 2,54 +0,07" 1,58 +0,12%
napos 207 +3,12° 4,05 +0,43¢ 4,60 + 0,29"
15:00 félarnyékos 198 + 4,83 3,08 £0,16™ 1,25 +0,04°
arnyékos 206 + 2,62 3,63 + 0,60° 1,85+ 0,14
napos 185 + 0,00°%" 4,05 + 0,35 2,70+ 0,07
18:00 félarnyékos 260 + 5,228 3,21+ 0,05 1,60 £ 0,05%
arnyékos 205 + 13,3 3,42 + 0,42 2,16 £0,08°

A csertolgy levelei napon beliili valtozadsanak vizsgalata, a levélkivonatokbdl mért ABTS- antioxidans
kapacitas, valamint az §sszes flavonoid- és 0sszes flavan-3-ol-tartalom értékei (atlag + szoras). A felsd
indexben 1évo eltérd kisbetiik szignifikans kiillonbséget jeleznek p <0,05 szinten.
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Melléklet VI. A kozonséges gyertyan levélkivonatabol azonositott komponensek

Roviditések: t;: retencids id6, [M-H] : molekulaion

Cstcs ¢, Vegyiilet neve [M-H] MS/MS
(min) m/z m/z
1 2,63 Ismeretlen-O-hexozid 355 235,193,179, 161, 143,125,113, 101
2 2,76 Ismeretlen 405 387,191
3 2,90 Ismeretlen 209 191,173,159, 141, 129, 111
4 4,10 Ismeretlen 337 277,174,127
5 4,32 Monogalloil-gliikéz 331 271,211,169, 151, 125
6 4,80 Ismeretlen 225 179,115
7 5,27 Ismeretlen 517 499,454,411, 395, 355, 249, 223, 205, 190, 179
8 5,31 Monogalloil-gliik6z 331 271,211,169, 151, 125
9 5,45 Kinasav-galluszsav észter izomer 343 191,169, 125,111, 107
10 5,79 Ismeretlen 355 337,311,274, 249, 205,193, 179, 161, 133, 121,
11 6,41 Monogalloil-gliikéz 331 271,211,169, 151, 125
12 7,9 Monogalloil-gliik6z 331 271,211,169, 151, 125
13 8,68 Galluszsav 169 125
14 11,20 Kinasav-galluszsav észter izomer 343 211,191,173, 169, 137, 125, 93
15 11,30 {;lzntﬁa"'hldro’“'dlh‘d“’kaveSav 371 353,341,191, 179, 173, 161, 135, 111
16 12,20 i‘;iiav'hldro’“'d‘h‘dr"kaveSaV 371 353,341,191, 179, 173, 161, 135, 111
17 12,60 Kinasav-galluszsav észter izomer 343 211,191, 173,169, 137, 125, 93
18 12,68 ?S‘ngav'hldro’“'dlh‘dmkaveSaV 371 353,341,191, 179, 173, 161, 135, 111
19 15,27 Ismeretlen galluszsav szarmazék 345 183,169,125, 113
20 16,13 Ismeretlen-O-hexozid 345 331, 285,225, 197, 183, 139, 107
21 16,69 Smeretlenkinasav-kdvésav észter 351197 191 179,173,135, 111, 93
szarmazék
22 18,30 Gallokatechin 305 261,219,179, 167, 137,125
23 18,60 (Izo)-vanillinsav 167 152,123,108
24 1935 Ismeretlenkinasav-kdvésav észter 351199 191 179,173, 135, 111, 93
szarmazek
25 19,70 Sikimisav-galluszsav észter izomer 325 281, 169, 155, 137, 125, 111
26 20,25 Metoxi-benzoesav-O-hexozid 345 183,168, 139, 124
szarmazék
27 21 40 Metoxi-benzoesav-O-hexozid 345 183,168, 139, 124
szarmazék
28 21,60 Sikimisav-galluszsav észter izomer 325 169,155,125,111, 107, 93
29 25,82 Sziringsav-O-hexozid 359 197,182,167, 153, 138, 123, 95
30 27,25 Protokatechusav-O-pentozid 285 153,152,135, 109, 108
31 28,41 Monogalloil-gliikoz 331 271,211,169, 151, 125
32 28,98 Sziringsav-O-hexozid 359 239,203,197, 182,167, 153, 138
33 29,66 Sikimisav-galluszsav észter izomer 325 169, 137,125, 111, 107
34 30,16 Metil-gallat 183 168,139, 124
35 30,38 Sziringsav-O-hexozid 359 269,239,197, 182,167, 153, 138
36 32,25 Ismeretlen-O-hexozid 389 343,227,212,209
37 32,82 Ismeretlen-O-hexozid 389 343,227,212,209,179, 152, 137
38 33,08 Epigallokatechin 305 261,219,179, 167,165,137, 125
39 33,62 Procianidin B dimer 577 533,425,407, 289, 245, 125
40 33,76 Ismeretlen 337 277,249, 237,219, 205, 193, 177, 161, 149, 133
41 33,80 Klorogénsav izomer 353 191,179,135
42 34,60 Kavésav-O-hexozid 341 179, 135
43 34,78 Procianidin B dimer 577 533,425,407, 289, 245, 125
44 34,85 Ismeretlen 401 239,221,203, 177, 161, 149, 144, 121
45 35,00 (+)-Katechin 289 245,221,203, 125, 109
46 35,35 Ismeretlen 509 465,273,191
47 35,45 Ismeretlen 417 285,241,152, 108
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48 35,92 Digalloil-HHDP-gliik6z 785 633, 615,483,419, 313, 301, 275, 249, 205, 169
49 36,17 Ismeretlen 417 285,241,152, 108

50 36,59 Ismeretlen 307 263,219,203, 174, 157

51 36,72 Ismeretlen 423 337,293,249, 205

52 36,8 Kinasav-digalluszsav észter 495 343,337,325, 191, 169, 125, 107

53 37,39 Klorogénsav izomer 353 191,179,135

54 37,53 Ismeretlen, molekulatomeg: 1084 1083 [M-2H]* : 541

55 38,37 Ismeretlen 401 293,269, 161, 101

56 38,40 Digalloil-gliikdz 483 439,331, 313,287,271, 169, 125

57 38,59 Ismeretlen 527 509,479,313, 169, 125

58 39,30 Szinapaldehid 207 192,177,163

59 39,63 Trigalloil-gliikoz 635 483, 465,313,271,211, 169, 125

60 39,74 Galloil-kvercetin 453 327,313,301, 300, 297, 285, 169, 125

61 39,93 Ismeretlen 291 247,219, 191

62 40,06 Monogalloil-gliikdz-kinasav észter 505 331,313,245,177,173,169, 135, 125, 111
63 40,25 Ismeretlen 1127

64 40,3 Galloil-kvercetin 453 327,313,301, 300, 297, 285, 169, 125

Ismeretlen galluszsav szarmazék,

65 40,81 . 651 481,453,437, 409, 381, 355, 275, 231, 169, 125
molekulatémeg: 652

66 41,4 Klorogénsav izomer 353 191,179, 135

67 41,42 Ismeretlen-O-hexozid 437 317,275,274, 257,218, 190

68 42,04 Ismeretlen-O-hexozid 431 385,265,223,205,161, 153,138, 113, 101

69 42,56 Ismeretlen, molekulatémeg: 1084 1083 [M-2H]* : 541

70 42,57 Ismeretlen-C-hexozid 361 343,271,241, 223,199

71 42,60 Ismeretlen-O-hexozid 437 317,275,274, 257, 218, 190

72 42,93 (—)-Epikatechin 289 245,221,203, 125, 109

73 43,03 Galloil-HHDP-gliik6z 633 463,418, 331, 301, 275, 273, 241

74 43,53 Digalloil-HHDP gliikéz 785 633,615,483, 419, 313, 301, 275, 249, 205, 169

75 43,8 Ismeretlen 431 385,205,179, 153

76 44,12 Ismeretlen galluszsav szarmazék 477 325,201,169, 125

77 443 Trigalloil-gliikoz 635 483,465,313,271,211,169, 125

78 44,37 [smeretlen galluszsav szarmazek, oo\ 401 453 437,419,331, 313, 275, 169, 125

molekulatémeg: 652
79 44,93 kinasav-p-kumarsav €szter izomer 337 191,173,163,119

80 45,04 Ismeretlen 345 271,241,212
81 45,7 Apigenin-di-C-hexozid 593 557,503,473, 413, 383, 353, 325, 269
82 45,94 Ismeretlen 431 223,205,187,179, 135
83 45,95 Trigalloil-gliikdz 635 483,465,313,271,211,169, 125
Ismeretlen ellagitannin, 1049, 973, 935, 765, 633, 615, 501, 463, 301, 275,
84 46,38 molekulatomeg: 1110 1109 249, 205
85 46,39 Ismeretlen 337 249,205,190, 177, 163, 161, 133
86 46,60 Sikimisav-kavésav észter izomer 335 179,161, 155,135,111,93
87 46,60 Ismeretlen 1127

Ismeretlen ellagitannin,

88 47,18 .. 951 933,915,765, 615,463, 343, 301, 273, 245
molekulatomeg: 952

89 47,44 Kvercetin-O-hexozid 463 343,301, 300, 272, 257, 215, 191

90 47, [Smeretlen cllagitannin, 935 [M-2H]*: 467; 765, 301, 275, 247, 169
molekulatémeg: 936

91 47,71 Trigalloil-gliikdz 635 483,465,313,271,211, 169, 125

92 48,1 Digalloil-HHDP gliik6z 785 633,615,483,419,313, 301, 275, 249, 205, 169

93 48,2 Kvercetin-O-hexozid 463 343,301, 300, 272,257,215, 191

94 48,27 Ismeretlen 511 327,183,168, 124

95 48,40 Ismeretlen 275 257,229,219, 203, 201, 191

96 48,8 Ismeretlen-O-hexozid 437 275,274,257,229, 218, 203, 190

Ismeretlen ellagitannin, 1049, 973, 935, 765, 633, 615, 501, 463, 301, 275,
7 48,88 molekulatomeg: 1110 1109 249, 205
98 49,1 Miricetin-O-ramnozid szarmazék 643 489,463, 343,317,316, 287,271, 179, 135
99 49,55 Sikimisav-kavésav észter izomer 335 179,161, 155, 135

Ismeretlen ellagitannin, 1049, 973, 935, 765, 633, 615, 501, 463, 301, 275,
100 50,06 molekulatomeg: 1110 1109 249, 205
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101

102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

112

113

114
115

116

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152

153

154
155

Ismeretlen ellagitannin,
3034 olekulatomeg: 954
50,52 Ismeretlen-O-hexozid
50,78 Miricetin-O-hexozid
50,8 Kumarsav-O-galloil-gliikoz
50,86 Ismeretlen
51,01 Kvercetin-O-hexozid
51,14 Kumarsav-O-galloil-gliikoz
51,16 Miricetin-O-hexozid
51,30 Ismeretlen-C-hexozid
51,5 Miricetin-O-ramndz szarmazék
51,50 Ismeretlen
51.96 Ismeretlen ellagitannin,
" molekulatomeg: 954
51.96 Ismeretlen ellagitannin,
" molekulatomeg: 1106
52,11 Trigalloil-HHDP-gliikoz
52,21 Kvercetin-O-pentozid
Ismeretlen ellagitannin,
3222 1 olekulatomeg: 1106
52,28 Ismeretlen
52,35 Tetragalloil-gliikdz
53,00 Tetragalloil-gliikoz
53,07 Izoramnetin-O-hexozid
53,13 Ismeretlen
53,5 Miricetin-O-pentozid
53,63 Tetragalloil-gliikdz
53,78 Miricetin-O-ramnozid
53,90 Ellagsav
54,10 Kvercetin-O-hexozid
54,22 Trigalloil-HHDP-gliik6z
54,50 Luteolin-O-hexozid
54,76 Ismeretlen
54,89 Ismeretlen
55,00 Miricetin-O-hexozid-szarmazék
55,04 Izoramnetin-O-hexozid
55,38 Ismeretlen
55,49 Pentagalloil-gliikoz
55,64 Kvercetin-O-hexozid
55,67 Miricetin-O-hexozid-szarmazék
55,81 Digalloil-gliikdz
56,04 Ismeretlen
56,28 Digalloil-bisz-HHDP-gliikdz
56,49 Pentagalloil-gliikoz
56,62 Kvercetin-O-pentozid
56,65 Izoramnetin-O- pentozid
57,22 Kvercetin-O-ramnozid
57,30 Apigenin-O-hexozid
57,5 Ismeretlen
57,60 Ismeretlen
57,8 Pentagalloil-gliikoz
57,88 Ismeretlen
58,06 Ismeretlen galluszsav szarmazék
58,43 Ismeretlen galluszsav szarmazék
58,45 Ismeretlen
58,9 Ismeretlen
59.03 Ismeretlen galluszsav szarmazék,
7~ molekulatomeg: 970
59,07 Eukaglobulin
59,94 Kempferol-O-ramnozid

953

579
479
477
343
463
477
479
359
643
1127

953

1105

937
433

1105

985
787
787
477
413
449
787
463
301
463
937
447
509
415
657
477
331
939
463
657
483
579
1087
939
433
447
447
431
477
429
939
1173
461
461
539
463

969

497
431
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935, 765, 615, 463, 419, 301, 275, 247

459,417, 181, 166

317, 316, 287, 271, 179, 151

433,331, 313,295,211, 169, 163, 125
284,269,239, 211

343, 301, 300, 272, 257, 215, 191
433,313,241,211, 169, 163, 125, 119

317, 316, 287, 271, 179, 151

341, 329, 323, 299, 269, 257, 239, 211, 197, 113
495, 489, 463, 452, 343, 317, 316, 287, 271, 135

[M-2H]>: 476; 935, 765, 633, 615, 463, 419, 301,
275, 247
[M-CO,-2HT*: 530; 891, 767, 425, 392, 313, 301,
273,169, 125

[M-2H]>: 468; 785, 767, 635, 465, 313, 301, 169
301, 300, 272, 257, 216
[M-CO,-2HT>: 530; 891, 767, 425, 392, 313, 301,
273,169, 125

635, 617, 465, 447, 313, 215, 169
635, 617, 465, 447, 313, 215, 169

315, 314, 300, 299, 271

369, 351, 311, 269, 161, 125, 99

317, 316, 287, 271, 269, 259, 243, 209, 179
635, 617, 465, 447, 313, 215, 169

359,317, 316, 287, 271, 259, 242, 191, 179
284,257,229, 185

343, 301, 300, 272, 257, 215, 191

[M-2H]"": 468; 785, 767, 635, 465, 313, 301, 169
327,285,284, 217, 199, 175, 151, 133

473,461, 367, 327, 313, 179, 163, 149, 119, 107
369, 179
547,515,479, 401, 369, 317, 316, 220, 179, 151
315, 314, 300, 299, 271
287,243, 177, 165, 133, 121, 109

[M-2H]>: 469; 769, 629, 617, 465, 313, 169, 125
343, 301, 300, 272, 257, 215, 191

547,515, 479, 401, 369, 317, 316, 271, 179, 151
439,331, 313, 287, 271, 169, 125
459,417, 402, 387, 181, 166

[M-2H]>: 543; 451, 425, 399, 313, 301, 169, 125
[M-2H]>: 469; 769, 629, 617, 465, 313, 169, 125
301, 300, 272, 257, 243, 229, 179, 151

315, 314, 300, 299, 285, 271, 243

343, 301, 300, 272, 255, 243, 179, 151

431,341, 311, 269, 268, 225, 201, 151, 149
315,314, 297, 271

249, 205, 187, 161

[M-2H]”: 469; 769, 629, 617, 465, 313, 169, 125

446,313, 298, 283, 269, 255, 169, 125

446, 328, 313, 298, 285, 270, 255, 169, 125
503, 397, 343, 328, 179, 164, 146, 134

301, 245

[M-2H]*: 484; 799, 645, 408, 325, 169, 125

482,411,327, 285, 183, 169, 125
327,285, 284, 255, 229, 227, 211, 187
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156 61,57 Ismeretlen 389 251,227,207, 183,165

157 63,99 Ismeretlen 327 283,254,211, 196

158 64,07 Ismeretlen 585 509,371,359, 195, 165

159 66,42 Ismeretlen 853 785,723,365, 343,217,197

160 68,21 Ismeretlen 617 197,182,151, 137, 125

161 71,3 Ismeretlen 221 177,149, 147, 135, 121

162 71,7 Kempferol-di-O-ramnozid 577 431,413, 285, 284, 255,227, 145,119
163 72,06 Ismeretlen 369 277,241,211

164 72,32 Kempferol-di-O-ramnozid 577 431,413, 285, 284, 255,227, 145,119
165 79,72 Ismeretlen 287 269,241,223,155,115

166 80,67 Ismeretlen 287 269,241,223,155,115

167 80,70 Ismeretlen 243 243,175

168 86,90 Ismeretlen 345 277,197,134, 127

169 88,70 Ismeretlen 539 471

170 88,93 Ismeretlen 243 197

171 91,98 Ismeretlen 455 409, 391
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Melléklet VII.

10.13147/SOE.2018.008

A bikk kéreg polifenoljainak elvalasztasa soran kapott HPLC-PDA (250-380 nm) kromatogram a
kezeletlen, 2 napig levegon, sotétben szaritott (felsd) és mikrohullammal eldkezelt (also) kéreg esetében.

Abszorbancia (mAu)

1000

490

400

319

Max. 8382.9 mAU.

6.15

1597 1784

i o

6 8 0 12 14 1% 18 24

1dé (perc)

20 2

Abszorbancia (mAu)

093

487

39

317

Max. 94059 mAU.

612 gog

1597
sl s T S

6 8 0 12 14 1% 18 20 2 24

Idé (perc)
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Melléklet VIII.

A biikk kéreg komponenseinek relativ mennyiségi meghatarozasahoz felhasznalt MRM atmenetek és a tomegspektrométer bedllitasai. Roviditések: DP: declustering potential
(klasztermentesito fesziiltség), EP: entrance potential (belépési potencial), CEP: collision cell entrance potential (iitk6zési cella belépo potencialja), CE: collision energy
(titkozési energia), CXP: collision cell exit potential (litkozési cella kilépo potencialja). 1. periddus: 0-7.5 perc; 2. periodus: 7.5-12.5 perc; 3. periodus: 12.5-36 perc.

Kivalasztott atmenetek

Komponens Ql Q3 Id6 (msec) DP (V) EP (V) CEP (V) CE (V) CXP (V)
Koniferin izomer 1 387 179 80 -40 -4,5 -26 22 0
,,  Procianidin B dimer 577 125 80 -40 -6,5 -33 -54 2
= (+)-katechin 289 109 80 -40 4,5 22 -38 0
% Procianidin C trimer 865 125 R0 -40 4.5 -44 -84 0
& Sziringin 417 209 80 -40 -5 27 -16 2
—  Ismeretlen (+)-katechin-szarmazék 631 289 0 -40 3 -35 26 4
Koniferin izomer 2 341 179 80 -40 -9 24 -40 0
Procianidin B dimer 577 125 80 -40 -6,5 -33 -54 2
% Procianidin C trimer . 865 125 0 -40 4.5 44 -84 0
@ Ismeretlen (+)-katechin-szarmazék 631 289 R0 -40 3 235 26 -4
Eé Kumarinsav-di-O-hexozid 487 59 80 -40 45 230 -68 0
A~ Taxifolin-O-hexozid 465 151 80 -40 4 229 32 0
" Taxifolin-O-pentozid 435 151 80 -40 3.5 28 -30 0
Taxifolin-O-pentozid 435 151 80 -40 3,5 28 -30 0
o Sziringsav-di-O-hexozid 521 341 R0 -40 -5 231 24 -4
= Ismeretlen 441 59 80 40 45 28 -2 0
% Koniferil-alkohol-O-hexozid-O-pentozid 491 107 R0 -40 95 230 -80 0
&= Ismeretlen 553 59 80 -40 -9 -40 -84 0
i Ismeretlen 551 59 80 -40 -9 -46 -78 0
Kvercetin-O-hexozid 463 300 80 -40 -10 29 -50 2,2
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Melléklet IX.

A kivalasztott biikk kéreg extraktumokban 1évé komponensek relativ mennyiségi meghatirozasa az MRM cstics alatti teriiletek segitségével. A tablazatban az értékek a csucs alatti teriilet/10°
értékekként vannak feltiintetve a jobb atlathatéag érdekében. Minden kivonatbol 3 parhuzamos mérés lett végrehajtva. Roviditések: LOQ: mennyiségi meghatarozas alsé hatdra, *: a csucs alatti
teriilet kisebb, mint az LOQ, U: ultrahangos extrakcio (10, 20, 30 perc). S: kevertetés (2, 5, 24h). M: mikrohullammal segitett extrakcio (100; 120°C, 10; 20 perc). M: metanol:viz 80:20 v/v%, E:

etanol: viz 80:20 v/v %, W: viz, c.a:koniferil-alkohol, s.a:sziringsav, *:[M-H+HCOOH] . adduktként keriilt meghatarozasra. ui.: ismeretlen.

M120 M120 M120 M120 MS80 M100 M120 M120

Csics Vegyiilet neve LOQ U10W U10M UI10E U20W U20M U20E U30W U30M U30E | S2W S2M S2E S5W S5M  SSE  S24W S24M S24E W10 W20 E10  E20 M20 M20 MI0 M20

4 (+)-katechin 0,5 113,7 220,0 234,0 109,0 2083 239,7 100,5 191,7 2150 | 121,0 233,3 214,0 89,1 212,0 308,7 72,3 2533 23532257 206,7 2553 2603 256,7 262,0 239,3 265,7
12 (-)-epikatechin 03 232 69,0 783 440 560 620 378 82 743 | 43 8,8 8,4 3,8 6,8 146 3,7 12,1 13,9 [ 1042 96,9 52,0 573 12,9 23,1 53,5 584
X katechinek 0 137,0 289,0 312,3 153,0 264,23 301,7 1383 199,9 2893|1253 242,2 2224 92,9 218,8 3233 76,0 2654 24923299 303,5 3074 317,7 269,6 2851 292,8 324,0
2 procianidin B dimer 1 2,5 29,5 794 948 372 71,6 88,0 358 464 709 | 17,7 604 635 7,8 49,1 858 71 67,5 67,3 | 27,1 12,0 30,8 255 64,5 487 274 335
3 procianidin B dimer 2 2,5 . 18,1 183 J 16,8 21,7 2,6 152 150 . 23,0 232 J 17,2 354 . 23,1 249 | 18,7 20,0 34,1 28,1 238 293 324 36,0
9 procianidin B dimer3 2,5 6,4 351 404 18,0 257 268 16,5 . 24,8 . . 2,7 . . 59 . 3,6 43 . . 2,7 . 3,1 2,9 . 2,6
13 prOCianidin B dimer 4 2’5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
14 procianidin B dimer 5 2,5 . . . . . . . . . . . . . . 3,7 . . 2,7 . . 5,1 4,9 . . 3,1 3.4
23 procianidin B dimer 6 2,5 . 10,7 13,0 . 88 142 . 6,8 8,6 . 9,9 11,3 . 6,4 152 . 11,5 12,6 . . 10,1 83 8,6 8,4 72 7.4
1 procianidin C trimer 1~ 2,5 . 7,6 58 35 7,0 6,3 3,5 4.4 4.4 . 6,9 53 . 54 7.4 . 7,2 6,0 4,1 . . . 7,0 52 . .
6 procianidin C trimer2 2,5 4,2 19,8 23,5 72 168 21,7 88 10,6 16,7 . 13,7 13,7 . 9,6 22,1 . 15,1 16,6 . . 3,9 2,6 142 102 39 3,2
7 procianidin C trimer 3 2,5 . 6,2 8,4 . 5,1 7,7 . 3,8 49 . 4.4 6,9 . 3,4 9,6 . 4,1 6,4 . . . . 4.4 2,3 . .
10 procianidin C trimer 4 2,5 . 2,6 4,3 . . 2,9 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
18  procianidin C trimer 5 2,5 . 5,6 6,5 . 42 73 . 2,6 4.8 . 5,1 6,1 . 2,9 8,5 . 5,7 7,3 . . . . 4,5 4,1 . .
21 procianidin C trimer 6 2,5 2,5 16,9 20,5 64 11,2 149 6,5 . 14,8 . . . . . 4,8 . 2,9 3,9 . . . . . . . .
¥ procianidinek 42,6 202,0 2355 724 1672 211,5 73,8 898 1649 | 17,7 1233 1328 7.8 941 1984 7,1 140,7 151,9| 50,0 32,1 86,8 694 130,0 111,1 73,9 86,2

24 taxifolin-O-pentozid 1 2,0 4343 420,3 358,0 316,3 432,0 5163 307,0 681,0 434,7|601,5 632,0 706,7 576,7 691,7 903,7 520,3 683,0 7133 |836,3 731,3 696,7 7453 845,77 791,7 698,0 7743
25  taxifolin-O-pentozid 2 2,0 226,0 2223 201,3 162,7 218,7 274,0 169,3 352,7 239,7|310,5 3657 371,3 2843 372,77 382,77 269,3 382,7 397,7|816,3 700,3 573,3 636,0 518,0 5833 591,3 770,0
28  taxifolin-O-pentozid 3 2,0 102,0 942 77,7 732 99,5 1179 755 1723 98,6 | 142,0 156,0 166,0 130,7 159,7 202,0 123,0 1657 1763 | 224,0 187,3 224,0 207,0 224,0 220,0 194,0 222,0
31 taxifolin-O-pentozid4 2,0 91,9 96,6 84,1 66,2 96,7 110,7 66,6 1457 94,7 |127,5 161,0 1643 118,0 1553 176,0 107,0 173,7 178,7 | 346,0 3053 256,0 263,3 216,7 237,3 276,0 326,0
19  taxifolin-O-hexozid I 2,0 7,8 6,5 5,0 4,5 6,5 7,6 4,7 11,4 64 9,8 1,3 124 96 1,3 159 90 1,1 11,4 | 158 13,5 123 129 147 132 12,1 135
22 taxifolin-O-hexozid2 2,0 52 4,5 39 32 4,4 5,5 3,4 73 4.4 7,0 8,5 8,7 6,7 8,0 83 5,9 83 9,0 16,6 147 12,3 13,5 10,7 12,0 13,5 149

26 taxifolin-O-hexozid3 2,0 2,6 22 . . 21 23 48 26 | 43 50 51 31 48 40 25 30 32 | 80 69 66 69 64 69 70 82
¥ taxifolin glikozidok 869,8 846,6 730,1 626,0 8599 10344 626,5 13752 8810 |1202,7 1339,5 1434,5 1129,1 1403,4 1692,5 1037,1 1427,4 1489,5|2263,1 1959,5 1781,2 1884,9 1836,2 1864,4 1791,9 2129,0

27 ui, 1 35 223 213 220 229 155 184 196 195 21,1 | 19.8 17,3 192 20,1 17,6 22,6 22,6 23,5 242 | 40,1 397 27,1 265 266 268 273 299

32 quercetin-O-hexozid 2,1 2,9 35 3,0 . 35 3.8 . 37 033 |50 72 71 27 55 42 . 67 57 | 64 58 56 56 56 52 69 58

C’a‘(l)):;’;‘;iz(‘id'o' 25 252 27,1 267 233 281 333 263 438 32,6 | 309 438 333 446 423 299 374 538 523|526 509 425 394 385 389 393 453

34 s,a-di-O-hexozid 1 0,7 146 143 125 11,8 134 164 123 243 17,0 | 19,7 26,8 21,1 257 232 142 246 285 299 | 270 278 22,6 19,7 21,3 195 204 224
37 s,a-di-O-hexozid 2 0,7 12 1,0 . . 1,1 1,2 0,8 2,3 1,1 33 34 3,8 2,1 32 2,2 2,1 33 3,1 4,0 39 33 3,0 3,4 3,0 32 3,6

29 ui. 2 1,7 534 443 31,3 31,6 424 532 37,5 101,5 43,8 |100,1 108,0 100,5 858 109,7 111,0 73,5 783 858 |157,0 159,3 1149 108,7 111,8 109,0 108,3 127,7
30 ui. 3 1,7 243 218 159 17,8 199 23,6 204 46,1 233 | 40,8 49,5 420 41,0 50,6 509 364 393 408 | 67,7 68,6 47,8 459 469 442 444 538
33 ui. 4 1,0 250 192 114 108 243 26,7 140 540 182 | 550 61,2 587 422 628 56,1 32,6 41,0 42,6 | 884 872 654 641 635 620 634 749
35 ui. 5 1,0 1,6 1,7 1,5 1,8 1,9 2,1 2,2 2,9 2,1 1,6 2,0 1,6 2,3 2,3 3,5 1,3 1,4 1,6 4,3 3,5 2,4 3,0 2,8 2,7 2,3 3,1
15  ui. katechin szarmazék 1 2,2 . 103 11,1 . 7,7 8,7 . 5,1 9,4 . 6,3 8,0 . 7,3 11,8 . 9,0 9,3 43 5,1 2,2 . 8,1 7,3 . .
16 ui. katechin szarmazék 2 2,2 2.4 5,2 6,0 4.4 4,7 3,9 2,7 . 5,5 . . . . . . . . . 2,6 2,2 4,0 3,4 . . . 3,0
20 ui. katechin szarmazék 3 2,2 2,3 4,5 5,1 4,2 3,1 2,7 3,0 . 4,7 * . * : . . . . . 6,1 7,2 . . . . . .

8 sziringin * 1,4 609 52,0 484 522 52,1 61,0 51,2 609 534 | 783 80,7 725 67,7 670 653 690 71,7 724 |106,0 106,7 740 76,3 71,9 72,4 71,5 78,7

17 kumarinsav-O-dihexozid 1,6 252,0 218,3 1743 1663 162,3 1844 1347 2084 152,7 | 417,0 389,7 4570 3483 247,5 614,0 428,7 4690 513,0 | 7953 7483 5330 5240 5550 562,0 5293 594,0
5 koniferinizomer 1 * 2,6 1061 70,0 560 57,6 861 982 667 1240 72,0 |229,0 170,7 2153 1457 1590 162,3 200,0 199,0 186,0 | 281,0 263,7 213,7 2053 198,7 196,0 201,3 202,7
11 koniferinizomer2 * 2,6 158,0 173,0 186,0 171,3 1603 198,3 1723 1287 1993 | 51,5 941 71,8 1065 856 2143 965 1023 1060|1733 1677 123,0 138,7 1260 1152 122,6 122.8
X egyéb vegyiiletek 7523 6876 6113 576,0 626,55 7358 5638 8252 6594 |1051,9 1060,6 1111,9 934,5 883,5 1362,3 1024,6 1126,9 1172,8|1816,0 1747,4 1281,5 1263,5 1280,0 1264,1 1240,2 1367,6

¥ dsszesen 1801,6 2025,2 1889,2 1427,4 1917,9 2283,3 1402,5 2490,0 1994,7|2397,6 2765,6 2901,6 2164,4 2599,8 3576,5 2144,9 2960,4 3063,5|4459,0 4042,5 3456,8 3535,6 3515,8 3524,7 3398,8 3906,9
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