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A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A fogyasztok egyre inkabb tartdzkodnak a mesterséges adalékanyagoktol, és emellett a
szintetikus antioxidansok toxikoldgiai szempontbol sem eldnydsek farmakologiai alkalmazasra, ezért
egyre tObb kutatocsoport fokuszal a fitonutriensek vizsgalatara. Ez hivta €letre a novényi kivonatok
vizsgalatat, illetve a benniik 1évé haté komponensek azonositasat, mennyiségi meghatarozasat,
valamint a kiméletes, ugyanakkor nagy hatékonysagu izolalasuk kidolgozasat. Ezzel egyidejiileg ezen
bioaktiv komponensek élettani hatasainak igazoldsa is a tudomdanyos érdeklédés kozéppontjaba
kertilt.

Ezeket a vizsgalatokat kezdetben foként a bogyos gyiimolesok korében végezték el kimagaslo
antioxidans kapacitdsuk miatt, viszont a bogyosok a termelési (terméshozam, betakaritds) ¢s az
eltarthatosagi szempontok alapjan az ipar szamara mar nem tal ideélisak.

Hozzajuk hasonldan, a meggy héja, hiisa és magja is szamos biologiai aktivitassal rendelkezd,
antioxidans hatdsu vegyiiletet tartalmaz. Tovabbi eldnyiik, hogy hazank hatalmas fajtaszortimenttel
rendelkezik, a termesztéséhez sziikséges koriilmények idedlisak és Magyarorszagon az alma utan ez
a legnagyobb mennyiségben termesztett gylimolcs, tehat nagy mennyiségben rendelkezésiinkre all.
Ezen kiviil elmondhat6, hogy bar az antioxidansok (antocianinok) vizsgélatira szdmos kozlemény
megjelent mar a magyarorszagi meggyfajtak esetében, szisztematikus analizist még nem végeztek,
ezért iranyultak vizsgéalataink a termesztésben leggyakoribb fajtdk antioxidansainak, illetve ezek
¢lettani hatasainak vizsgalatara.

Ennek megfelelden doktori munkdm sordn az aldbbi célokat tliztem ki: a magyarorszagi
meggyfajtdk magjabol nyert olaj tokoferoltartalmanak elemzése, a Magyarorszdgon termesztett,
jelentdsebb meggyfajtak antioxidans kapacitasanak felmérése illetve dsszehasonlitasa, a meggyfajtak
mérésére hasznalt antioxidans kapacitast méré6 modszerek Osszehasonlitdsa, a meggyben talalhato
kioldhaté és nem kioldhatd vegyiiletek kinyerése, azonositdsa, azok felhasznalhatosaganak
feltérképezése, a meggybdl nyert magas antocianin tartalmt kivonat hatasanak vizsgalata magas

energiatartalmu étrenden tartott egerek esetében.



ANYAG ES MODSZER

A meggy elokészitése és taroldsa
frissen kimagoztuk, daraboltuk, eléfagyasztottuk (-80 °C-on, 2 ¢6ra), majd liofilizaltuk ¢és az
extrakcioig fagyasztva (-20 °C) taroltuk.

A kisérleti dallatok és tartasi koriilményeik

In vivo kisérletiinkh6z 35 him C57BL/6J egeret szereztlink be, melyeknek megérkezésiik utan
egy hét alkalmazkodasi id6t biztositottunk. Ez id6 alatt az egerek standard miianyag ketrecekben
tartottuk 22-24 °C-on, 12-12 o6ras sotét-vilagos ciklusban, ad libitum ellatva normal egér tappal
(S8106- S011 SM R/M-Z+H; ssniff Spezialdidten GmbH, Németorszag) és csapvizzel.

Az els6 hét letelte utan az allatokat véletlenszerlien osztottuk harom csoportba. A kontroll
csoportot (n=11) tovabbra is normal egér tappal és csapvizzel lattuk el ad libitum. A masodik
csoportba (n=12) kertilt egyedeket magas zsirtartalmt tapon (RM AFE 45% FAT SY (P), Special
Diets Services, Egyesiilt Kiradlysag) és 5 %-os cukortartalmu csapvizen, tehat magas energiatartalmua
étrenden (MEE) tartottuk. Mig a harmadik csoportba tartozé egerek (n=12) a masodik csoport magas
energiatartalmu étrendet kapott antocianinnal kiegészitve (MEEA), vagyis a masodik csoportnél is
alkalmazott magas zsirtartalma tapot, valamint 5 % cukort ¢&s antocianinokban gazdag
meggykivonatot tartalmazo vizet.

A kisérleti fazis hat hétig tartott. Ez alatt az egerek sulyat hetente kétszer, a vizfogyasztast napi
rendszerességgel mértiik. Erre azért volt sziikség, mert az antocianin tartalmt ivovizet a mért adatok
figyelembevételével készitettiik el a napi adagolasi protokoll (60 mg/kg) fenntartdsa érdekében.

Az antocianin-oldatot az egerek napi vizfelvételének (WId) és testtomegének (BW)
fliggvényében, az alabbi képlet alapjan szamoltuk ki:

D (mg/kg) * BW(kg)

Wiy (mL)

¢ (mg/mL) =

Etikai engedély

Az egerekkel végzett Osszes kisérletet az Eurdpai Kozosség €s a Debreceni Egyetem
Allatkutatasi Bizottsaganak kisérleti allatok gondozasara és felhasznalasara vonatkozo iranyado
elveinek megfelelden végeztiik el (etikai kodszam: 15/2013 / DE MAB, az etikai benyujtas
jovahagyasanak idépontja: 2013. aprilis 15.).



A meggymagok olajtartalmanak kinyerése

A gyiimoleshus eltavolitdsa utdna a magokat szobahdémérsékleten szaritottuk, fajtanként
lemértiik a magok tomegét, és feltortik a magokat, hogy a csonthéjat elvalasszuk az
endospermiumtol, melyet dérzsmozsarban homogenizaltunk. A mintakat magneses keverén 45 ml n-
hexannal kevertettiik (1 6ra). A kivonast kdvetden a mintakat szlirOpapiron szirtiik, és a keletkezett

permeatumot vakuumbeparloval paroltuk be. A modszer utolsd 1épéseként a visszamaradt apolaris

frakciot centrifugaltuk (5 perc, 10000 ﬁ). Az olajokat a miiszeres mérésekig hiitve (-20 °C-on)

taroltuk.

A liofilizalt mintak elokészitése antioxidans kapacitas meghatdrozdsdra

cye

Az antioxidans aktivitds vizsgalatdhoz a liofilizalt mintdkbol 25mg/cm?® koncentracidju
oldatokat készitettliink eppendorf csdvekben. Az oldatok elkészitéséhez az adott vizsgalathoz eldirt
oldészereket hasznaltuk fel (FRAP — desztillalt viz, DPPH - metanol, TEAC — metanol, ACW —

desztillalt viz, ACL - metanol). A szilard és folyadék fazis elvalasat laboratoriumi centrifugaval (5

perc, 10000 ﬁ) segitettiik eld, és a vizsgalatokhoz az igy kapott feliiluszokat hasznaltuk fel.

Az antocianinok kivondsa

A meggymintak antocianin tartalméanak kinyerésére Homoki €s munkatarsai (2016) modszerét

alkalmaztuk.

Meggykivonatok készitése

Vizsgélatainkhoz kétféle extrakcios eljarast (1-es, 2-es olddszerkombindcid) hasznaltunk fel,
melyekkel kinyertiik a meggyben 1évd kioldhaté antioxidansokat. Ezutan az extrakciok soran
visszamaradt rostot hidrolizaltuk, hogy kinyerjiik a kotott formaban visszamardt antioxidans hatast

vegylileteket is.

A kioldhato antioxidansok extrakcioja etanol és viz elegyével (1-es oldoszerkombindcio)

200 g mintat 150 mL etanol (96%) és 150mL desztillalt viz elegyével extrahdltunk magnesen

kevezon (2 6ra) (1/A). A kivondsi id0 letelte utan a szilard és folyadék fazis elvalasat laboratériumi
centrifugaval (15 perc, 4000 pe—lrc) segitettiik el6, majd eltavolitottuk a felilluszot. A visszamaradt
rosthoz 150 mL etanolt (96%) adtunk, majd jabb 2 6ran at kevertettiik (1/B). Centrifugélas utan (15

perc, 4000 ﬁ) eltavolitottuk a feliilluszot. A feliiluszok beparlasat kiillonb6zé kombinaciokban is



elvégeztiik. Az 1/A és az 1/B kivonatok feliiluszoéit beparoltuk kiilon-kiilon (1/AS és 1/BS), valamint
egybe ontve is (1/AS + 1/BS). Az olddszert vakuumbeparloval tavolitottuk el (40 °C). A
szétvalasztast kovetden visszamaradt rostot (1/R) liofilizaltuk, kavédaraléval homogenizaltuk, és a

tovabbi felhasznalasig fagyasztoban (—20 °C) taroltuk.

A kioldhato antioxiddansok extrakcidja Saura-Calixto and Goiii (2006) modszere alapjan (2-eS
oldoszerkombindcio)

A kioldas soran az 1-es oldészerkombindcioban szerepld oldodszereket Saura-Calixto nad Goni
(2006) modszere alapjan lecseréltiik az els6 kioldast 300 mL savas metanol és viz elegyére (50:50;

pH 2), a masodik extrahaldszert pedig 300 mL aceton/viz (70:30, v/v) elegyére, de minden mas
paramétert valtozatlanul hagytunk.

Hidrolizalhato tanninok kivondsa
A két olddszerkombinacioval tortént kivonasbol visszamaradt szaritott rostokbol kimértiink 10—
10 mg-ot, majd hidrolizaltuk 2 mL metanol és 200 pL kénsav elegyében (20 6ra, 85°C). A

hidrolizatumot laboratoériumi centrifugaval centrifugéltuk (4574 ﬁ, 10 perc), majd a feliiliszot

eltavolitottuk. A visszamaradt rostot 2-2 mL desztillalt vizzel kétszer mostuk és centrifugalas utan a

feliilaszokat egybe gyijtottik. [HARTZFELD et al., 2002].

Kondenzalt Tanninok kivondsa

A két olddszerkombinacioval tortént kivonasbol visszamaradt szaritott rostokbol kimértiink 10—
10 mg-ot, majd 3 mL HCI (37 %(m/m)/butanol (5:95) és 100 uL 2%(m/m)-os FeClz —oldat elegyével

hidrolizaltuk 100 °C-on 3 6réan at. A hidrolizatumot laboratoriumi centrifugaval centrifugaltuk (4574

1
perc’

10 perc), majd a feliluszot eltavolitottuk. A visszamaradt rostot 2-2 mL HCI (37

%(m/m)/butanol (5:95) elegyével kétszer mostuk és centrifugalas utan a feliiliszokat egybe
gytjtottilk. [PORTER et al.,1985; REED et al., 1982].

Nem kioldhato antioxidansok kivondsa lugos hidrolitissel

A két oldoszerkombinacioval tortént kivonasbol visszamaradt szaritott rostokbol kimértiink 0,1

g-ot, majd 5 mL NaOH-dal (4mM) hidrolizaljuk 25 °C 1 éran at. A hidrolizatumot laboratoriumi

centrifugaval centrifugaltuk (4000 pe—lrc, 10 perc), majd a feliiliszot eltavolitottuk. A visszamaradt

rostot 2-2 mL desztillalt vizzel kétszer mostuk €s centrifugalds utan a feliiluszokat egybe gytijtottiik.
[ANOKWURU et al., 2018].



Nem kioldhato antioxidansok kivondsa enzimes hidrolitissel

A két oldoszerkombinacioval tortént kivonasbol visszamaradt szaritott rostokbol enzimes
hidrolizissel is megkiséreltiik a kotott formaban 1évé antioxidansok kivonasat harom kiilonb6zo
enzim segitségéve. A protedz €s az a-amilaz esetén Anokwuru €s munkatarsai (2018), mig pektinaz

hasznalatakor Guo (2017) modszere szerint jartunk el.

A vérmintak elokészitése

1
perc

Allatonként 500 ul teljes, friss vért centrifugaltunk 10 percen keresztiil 3000 -en

laboratoriumi centrifugaval. Az liledéket, vagyis a vorosvértesteket haromszor mostuk 1,5 mL
fiziologias NaCl-oldatban, majd Gjra centrifugaltuk (5 perc, 3000 pe—lrc) minden alkalommal, a

feliiluszokat eltavolitottuk és az {iiledékkel dolgoztunk tovabb. A megtisztitott vordsvértestek

szétesését 1 mL hideg viz hozzaadasaval, és egy 15 perces inkubacioval (4 °C) értiik el. Ezutan a

mintakat cetrifugaltuk (5 perc, 4 °C, 3000 ﬁ), majd a feliiliszot haromszorosara higitottuk.

Az antioxidans kapacitas meghatdrozdsa spektrofotometrias modszerekkel

A meggy kioldhat6 és nem kioldhat6 antioxidans kapacitasat az aldbbi modszerekkel hataroztuk

meg:

e Vasredukaloképességen alapuld antioxidans kapacitast meghatarozo modszer (FRAP): a
meghatarozas Benzie és Strain modszere (1999) alapjan tortént, mely azon alapszik, hogy a
2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazin Fe(Ill) komplexe antioxidans jelenlétében Fe(Il) vegyiiletté
redukalodik. A reakcio kovetkeztében a kezdetben aranysarga szinli komplex szine kékre

valtozik.

*DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) gyok megkotésén alapuld antioxidans kapacitast
meghataroz6 modszer: A DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ami egy lila szinii stabil gyok,
mely jellemzd aktivitast mutat 517 nm-en. Az analizis soran lezajlo reakcioban a vizsgalando
minta antioxiddns hatasu vegyiiletei H-atomokat szolgaltatnak DPPH gydknek, mely ezekkel
reagalva elveszti szinét, tehat a folyamat eredményeként az abszorbancia a minta antioxidans

kapacitasaval aranyosan csokken [BRAND-WILLIAMS et al., 1995].

* Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitast meghatarozé modszer (TEAC): a modszer
elvét Miller és munkatarsai (1993) dolgoztak ki. A modszerben hasznalt ABTS+-kation egy

mesterségesen eldallitott gyok, mely reagdl a mintdban megtalalhaté antioxiddnsokkal. A



reakcid sordn az eredetileg sotétzold gyok elszintelenedik, igy a szinintenzitas csokken, és a

szinvaltozas mértéke aranyos a minta antioxidans kapacitasaval.

Antocianinok meghatarozasa pH differencialis modszerrel

Az antocianinok egyik kiilonleges tulajdonsaga, hogy a kornyzetik pH értékétdl fliggéen
valtozik a sziniik, igy a mérési modszer ezt a jelenséget hasznalja fel. A mintakat két pH értéken (pH

1 és 4,5) vizsgaljuk, és a mérést is két hullamhusszon (530, 700 nm) végezziik el [Lee et al., 2005].

C-vitamin-meghatarozds

Ebben a mérési mddszerben a C-vitamin redukalo tulajdonsagat hasznaljuk fel, mely soran a
Fe(IIT) ionokbdl ekvivalens mennyiségii Fe(IT)ionok keletkeznek. Utdbbiak o,a’-dipiridil reagens
jelenlétében szines komplexet képeznek, ezaltal a C-vitamin mennyisége spektrofotométeren

mérhet6vé valik [KRANDRA, 2006].

Osszesfenoltartalom (TPC) meghatdrozdsa

Ezt a redukaloképességen alapuldé modszert eredetileg Singleton és munkatarsai (1999)
fejlesztette ki. A mérés soran az eredetileg sarga szinli reagens az antioxidans vegyiiletek redukélo

hatdsara kék szintivé valik, mely spektrometriasan nyomon kovethetd 765 nm-en.

Procianidintartalom meghatdarozdsa

Prior és munkatarsai (2010) fejlesztette ki ezt a kolorimetrias modszert, mely a 4-dimetil-
amino-fahéj-aldehid (DMAC) ¢és a flavan-3-olok reakcidjara épiil. A reakcidtermékek
abszorbanciajat 640 nm hulldmhosszon tudjuk mérni, és 6sszehasonlitani a standarddal, ami az A2-

procianidin.

Antioxidans kapacitas meghatarozdasa kemiluminometridas modszerrel (PLC)

Az antioxidéans kapacitds mérését Photochem® (Analytik Jena AG, Németorszag) késziiléken,
a megfeleld készen vasarolhatd mér6 kitek alkalmazasaval végeztiik el: ACW kit: a vizolddkony
komponensek [POPOV and LEWIN, 1994], ACL kit: a zsiroldakony komponensek [POPOV and
LEWIN, 1996] antioxidans kapacitasanak meghatarozasara, és ACW kit: a szuperoxid-dizmutaz

(SOD) koncentracidjanak meghatarozasara [POPOV ¢és LEWIN, 1999].



Kromatogrifids modszerek

A meggyben taldlhatd egyes vegyiiletek mennyiségi és mindségi meghatarozasara az alabbi

modszereket fejlesztettiik és alkalmaztuk:

e A meggykivonat UHPLC analizise: A méréseket CromasterUltraRs UHPLC-vel végeztiik,
mely diddasoros detektorral €s automatikus mintavevovel volt felszerelve. A miiszert az
Agillent OpenLAB szoftver vezérelte. Az elvalasztaishoz Phenomenex Kinetex oszlopot
hasznaltunk (2,6 pm, XB.C18, 100A, 100 - 4,6 mm) linearis gradiens elicidoval, melyben az
oldészerek mennyisége az aldbbi beallitasok szerint valtozott. A oldoszer: MeOH; B oldoszer:
3% HCOOH (hangyasav) tartalmaz6 viz volt. 0 perc A oldészer 15%, 0-25 perc A olddszer -
30%, 25-30 perc A oldészer - 40%, 3040 perc A olddszer - 50% (aramlasi sebesség 0,7
ml/perc, oszloptermosztat 25°C). Az antocianin tartalom mennyiségi és mindségi elemzéséhez
hiteles standard vegyiileteket hasznaltunk. Az UV-vis detektalast antocianinok esetében 535,
flavonoidol és fenolok esetében pedig 340 nm-en végeztiikk. Az injektalt térfogat mintnként 10

ul volt.

e A meggykivonat UHPLC-MS analizise: Az alkalmazott UHPLC rendszerhez (Dionex
Ultimate 3000RS) Thermo Q Exactive Orbitrap tomegspektrométer (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA) volt csatlakoztatva, Elektrospray (ESI) ionforrassal felszerelve. A HPLC
elvalasztast Themo Accucore C18 oszlopon (100 mm x 2,1 mm x 2,6 um) végeztiik. A mintér
és az oszloptermosztat hdmérsékletét 25 °C-on tartottuk és 200 uL/perces aramlasi sebességet

alkalmaztunk.

Az A-eluens 0,1% hangyasavat tartalmazo viz, a B eluens 0,1% hangyasavat tartalmazo
metanol volt, és a kdvetkezd gradiens elucids programot alkalmaztuk: 0 perc, 95% A; 0—3 perc,
95% A; 3-43 perc, — 0% A; 43-61 perc, 0% A; 61-62 perc, —95% A; 62—70 perc, 95% A.
Futtatasonként 2 pl mintat injektaltunk. A Q Exactive hibrid kvadrupol-orbitrap
tomegspektrométert a kdovetkezd paraméterek mellett alkalmaztuk: kapillaris hdmérséklet 320
°C, spray fesziiltség povitiv ionizaciés modban 4,0 kV , negativban 3,8 kV. A felbontést 35
000-re, a vizsgalt tomegtartomany 150-1500 m/z-re allitottuk.

A maximalis befecskendezési id6 100 ms, az MS2 felbontasal 7500, az {itk6zési energia
35 NCE, a hiivelygaz és az auxgaz dramlési sebessége 32 és 7 arb volt. A mintak méréséhez és
elemzéséhez az Xcalibur 4.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) szoftvert
hasznaltuk.

e A tokoferolok mennyiségi meghatarozasa HPLC-vel



A mintakat egy Merck-Hitachi LaChrom HPLC-vel analizaltuk, mely az alabbi
rendszerekbdl épiilt fel: diddasoros detektor L-7455, automata mintavevé L-7250, interface L-
7000, pumpa L-7100. A kromatografids rendszer mikddtetéséhez és az eredmények
kiértékeléséhez ,,Manager ,,szoftvert hasznaltunk.

Allofazisként phenomenex luna NH2 5 pm, 250 mmx4.6 mm (283104-16) kolonnat
hasznaltunk. A szétvalasztds izokratikus elicié mellett tortént (n-hexan:dioxan=80:20) 1

mL/perc aramlési sebességgel, és a detektalast 295 nm-en végeztiik.

A vermintak elemzéséhez hasznalt mérési modszerek

e Oralis gliikkéz tolerancia teszt (OGTT): A gliikéz tolerancia meghatarozasahoz a 6 hetes kisérleti

id6szak alatt végzett oralis gliikkdz tolerancia tesztre kapott értékek atlagaval hataroztuk meg.

Egy egy éjszakas ¢heztetés utan gliikométerrel (Accu-Chek, Roche Diagnostics, Budadrs,
Magyarorszag) megmértiik az egerek vérének gliikozszintjét (0. perc), majd oralisan 2 g/ kg gliikkdzt
adtunk nekik. A vércukorszintet 15, 30, 60, 90 és 120 perccel késobb is ellendriztiik az egerek oldalso

farokvénaban.

crer

crer

(MRP300 és MRSNO0O, R&D Systems, Minneapolis, USA) hasznaltunk a gyart6 instrukcioi szerint.

e A citokinek mennyiségi meghatarozasa: A citokinek/kemokinek vérplazmaban vald szintjeit
MILLIPLEX MAP Mouse Metabolic Hormone Magnetic Bead Panel (MMHMAG-44K, EMD
Millipore Corp., Billerica, MA, USA) segitségével egy Luminex 200 késziilék (Luminex Corp.,

Austin, Texas, USA) alkalmazasaban hataroztuk meg a gyart6 instrukcioi alapjan.



EREDMENYEK

Meggymagolaj

A munka célja az volt, hogy megvizsgaljuk a magyarorszagi meggyfajak olajhozamat, és
felmérjiik azok tokoferoltartalmat, hogy ezaltal alternativat teremthessiink a meggymag
felhasznalasara. Ennek megfelelden elsdként a kiilonb6z6 magyarorszagi fajtadk magbelének
(endospermiumanak) a csonthéjhoz viszonyitott tomegaranyait, majd az endospermiumok olaj
hozamait hataroztuk meg, ezt kovetden pedig a magolajban 1évo tokoferolizomerek mennyiségét
elemeztiik.

Vizsgalatatink alapjan a magbél atlagosan az egész mag 20%-at teszi ki, de egyes fajtak
esetében, mint példaul az *Eva’ elnevezésti meggy ez az érték szignifikansan magasabb is lehet (25
%). Megallapitottuk, hogy az endospermium olajhozama 10 és 15% kozott érték, és hogy a kinyert
olajban harom tokoferol izomer (alfa, gamma, delta) van jelen mérhetd mennyiségben, mivel a béta
izomert nem detektaltunk, viszont gamma-tokoferolban igen gazdagok, ugyanis atlagos

koncentracioja a vizsgalt mintakban 1,19 mg y-tokoferol/g endospermium.

1. tablazat. A gamma-tokoferol mennyisége a teljes magban.

Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik az *E’, ’Kantorjanosi’ és "Petri’ fajtakol (p<0.05).

Az y-tokoferol
Meggyfajtak kogcrilgggg;]o"a
(mg/100 g)
M 28,0+2,7*
A 29,3+2,9*
E 19,8+1,2
Eva 25,142,3*
Kantorjanosi 20,9+1,2
Petri 20,7+1,5

Osszegezve az eredményeket (1. tablazat), azt mondhatjuk, hogy a meggymag feldolgozasara,
JO alternativat jelent a magolaj készitése, mivel egyes fajtdk esetében az olaj kinyerése kiilondsen
gazdasagos, hatékony és a magas hatdanyagtartalom miatt ideélis ipari gamma-tokoferol forras
lehetne. Ennek eldsegitésére tovabbi vizsgalatok lehetnek indokoltak, az iparban nagy mennyiségben
feldolgozott meggyfajtak vizsgalatara, a keletkez6 meggymag mennyiségének, valamint a beldle

nyerhetd magolaj és a benne talalhato y-tokoferol mennyiségének felmérésére.



A meggyfajtak antioxidans tartalmanak dsszehasonlitasa a Kiilonb6z6 mérési modszerekkel

12 magyarorszagi meggyfajta esetében megmértiik az Osszes antioxidans kapacitdsat ot
modszerrel (FRAP, DPPH, TEAC, ACL, ACW). Ezek mellett megtortént a mintak C-
vitamintartalmanak mérése és az antocianin vegyiiletek mennyiségi meghatarozasa is, hogy a
meggyfajtak esetében referenciaértékkel rendelkezziink, melyekhez viszonyitva meghatarozhatjuk a

kapott antioxidans kapacitas értékek helyességét, és ellendzini tudjuk a modszerek hatékonysagat.
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1. abra. A meggyfajtdk DPPH, TEAC és ACL modszerrel mért zsiroldékony
antioxidanskapacitadsanak és antocianintartalmanak 6sszehasonlitasa.

Megallapitottunk, hogy a zsir- (1. abra), és a vizoldékony (2. abra) modszerek esetében is vissza
tudtuk mérni a referenciaként szolgal6 antocianinok, illetve a C-vitamin mennyiségét, viszont azt is
tapasztatunk, hogy nemcsak a fajtdk, hanem a mérési modszerekkel kapott eredmények kozott is
szignifikans a kiilonbségek vannak.

Elmondhat6 tovabba, hogy a meggy antioxiddns kapacitdsanak meghatarozasara a
kemilumineszcencian alapulé PCL (ACW, ACL) modszerek bizonyultak a leghatékonyabbnak,
mivel esetilkben mértilk a legmagasabb értékeket, melyek jellemzéen a spektrofotométeres
mérésekkel kapott eredmények tobbszordse volt.

Megallapitottuk tovabba, hogy az egyes fajtak eltéré ardnyban tartalmaznak zsir-, és
vizoldékony antioxidans hatdsu vegyiileteket, és hogy ilyen értelemben a vizsgalt meggyek koziil az
"Ujfehértoi fiirtds’ fajta a legértékesebb, igy a tovabbi vizsgalatainkhoz és kivonatainkhoz ezt a
gyiimolcsot hasznaltuk fel.
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2. abra. A meggyfajtdk FRAP és ACW modszerrel mért vizoldékony antioxidanskapacitasanak
¢s C-vitamin tartalméanak 6szzehasonlitasa.

A meggy antioxidans hatasa vegyiileteinek kivonasa és azonositasa
Az antioxidansok mennyiségi és mindségi meghatarozasahoz oldd-, valamint hidrolizaloszerek
segitségével elkiilonitettiik a kioldhatd és a nem kioldhat6é antioxidans hatast vegyiileteket, majd

analitikai modszerekkel meghataroztuk a kivonatok antioxidans kapacitasat (3. abra).
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3. abra: A meggykivonatok antioxidans kapacitasanak és sszpolifenoltartalmanak

Osszehasonlitasa
A kiilonb6z6 mérési modszerek esetében alkalmazott standard: ACL: trolox; TEAC: trolox; DPPH: trolox; ACW:
aszkorbinsav; FRAP: aszkorbinsav; TPC: galluszsav. Roviditések: 1/AS: vizes etanolos kivonat; 1/BS: a vizes
etanolos kioldas utani etanolos kivonat; 1/AS+1/BS: az 1/AS és az 1/BS kivanat egyiittesen; 2/AS: savas methanol
és viz elegyével késziilt kivonat; 2/BS: savas methanol és viz elegyével késziilt kivonas utani vizes acetonos kivonat;
2/AS+2/BS: a 2/AS és a 2/BS kivonat egyiittesen.



A meggybdl két tobblépesos oldoszerkombinacidval extrahaltuk ki a kioldhat6 antioxidansokat, majd
az kivonatokat hat eltéré mérési modszerrel (FRAP, DPPH, TEAC, ACL, ACW, TPC) hasonlitottuk
0ssze.

A kapott eredmények alapjan azt allapitottuk meg, hogy a két extrakcids eljarassal kapott
kivontok antioxidans kapacitasa, illetve dsszpolifenoltartalma szignifikansan nem kiilonbozik, de azt
is lathattuk, hogy az old6szerkombinéciok egyes 1épéseiben alkalmazott elegyek 6nmagukban nem
alkalmasak a bioaktiv vegyiiletek teljes kivondsara, mivel a veliikk nyert kivonatok antioxidans
kapacitasa jelentdsen elmarad az olddszerkombinaciokra kapott értékektol.

A meggy esetében mar tapasztalt, az egyes mérési modszerek hatékonysagaban megfigyelt
kiilonbségek ebben a vizsgalatban is megmutatkoztak, és a korabbi tapasztalatokhoz hasonldan,
ebben az 0sszehasonlitasban is a kemilumineszcencian alapulé mérések bizonyultak a leginkabb
megfeleldnek.

Az antioxidans kapacitas meghatarozasa mellett, UHPLC-MS illetve standardok segitségével
mindkét oldészerkombinacid esetén azonositottuk a kioldott vegylileteket. Megallapitottuk, hogy
ugyan a két kioldasi modszerrel kinyert vegyiiletek szamaban volt kiilonbség, a kioldott
vegyiiletcsoportok (antocianinok, procianidinek, flavonoidok és egyéb polifenolok) megegyeztek. Ez
a megallapitds azért nagyon fontos szamunkra, mert a vizes-alkoholos kioldds (1-es olddszer
kombinacio) elonydsebb a feldolgozoipar szamara, és a mért értékek alapjan ez az extrakcidos modszer
elegendd a meggy legfontosabb vegyiileteinek (antocianinok, procianidinek, fenolos komponensek
¢s flavonoidok) kivonésara.

Az l-es kombinacidval nyert kivonatbol sikeriilt beazonositanunk egy olyan vegyiiletet is,
melyet korabban meggybdl még nem mutattak ki. Ez a komponens a cinkonin, melynek rakellenes
tulajdonsagait tobb tanulmany is igazolta mar.

A meggyben talalhat6 fobb antioxidans hatasu vegyiiletek beazonositaséra, és koncentracidjuk
meghatarozasara kromatografids rendszert fejlesztettink UHPLC segitségével, melyet a
késobbiekben, az in vivo kisérleteinkhez hasznalt magas antocianin tartalmi meggykivonat
mindségellendrzésében is alkalmaztuk. Az *Ujfehértoi fiirtds’ fajtaban beazonositott f6bb antocianin
vegylileteket: cianidin-3-O-gliikozil-rutinozid, (2 mg/100g meggy), cianidin-3-O-rutinozid, (183
mg/100g meggy), cianidin-3-O-monogliikozid (4,29 mg/100g meggy).

Az antocianinok mellett, a mintdkban nagy mennyiségben talaltunk kvercetint, kvercetin-3
rutinosidot ¢és apigenint (flavonoidok) is, melyek prekurzor vegyiiletek az antocianinok
bioszintézisében. De nagy mennyiségben megtaldlhatdak benne még mas fenolos vegyiiletek is, mint

példaul a klorogén ¢és a koffeinsav, melyek jellemzdje a magas antioxidans aktivitas.
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4. abra. A meggy ¢és a kivonas utan visszamaradt meggyrost 0sszprocianidin tartalma.

Meértékegységek: meggy minta, g procianidin A2/ 100 g friss meggy; kioldés utdn visszamarad rost: g procianidin
A2/ 100 g szaraz rost. Roviditések: 1/R: az 1-es olddszerkombinacioval kioldott meggybdl visszamaradt rost; 2/R: a 2-€s
oldoszerkombinacidval kioldott meggybdl visszamaradt rost. Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik az 1/R-t61 (p<0.05);
# szignifikdnsan kiillonbozik 2/R-t61 (p<0.05).

A meggy, valamint a visszamaradt rostok Osszprocianidin tartalmanak (PAC) elemzése (4.
abra) rdmutatott, hogy bar az 1. olddszerkombindcioval szignifikdnsan tobb prociandint tudtunk
kioldani, mint a 2. médszerrel, a kioldott mennyiség jelentésen elmarad a meggyben Gsszességében
megtalalhaté Osszprocianidinok mennyiségétdl, tehat jelentds mennyiségli procianidin maradt a
mintdkban kotott formaban.

Az extrakcios eljarasok utan visszamaradt rostok hidrolizisével sikeriilt kinyerniink tovabbi
antioxidans hatast vegylileteket, bar az enzimes hidrolizis nem eredményezett jelentds antioxidans
aktivitast.

A lagos ¢€s a savas hidrolizisek kiemelkedd eredményt hoztak, €és ezekben az esetekben az
osszpolifenoltartalom is megndvekedett, tehat valdsziniisithetéen a kotott polifenolok lebomlasabol
szarmazd alacsony molekulatomegli fenolszarmazékok okozhatjdk a valtozast. Emellett
megallapitottuk, hogy a mérési modszerek hatékonysagarol ebben az esetben is jelentds
kiilonbségeket eredményezett, és hogy a DPPH meres eredményét az erés sav jelenléte nagyban
befolyasolta.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a friss meggybdl kivont és az extrakcids maradékok
hidrolizisével nyert antioxidansok mennyisége az alkalmazott két oldoszer-kombinacid esetében
nagyon hasonldak voltak, és kijelenthetjiik, hogy a Saura-Calixto és Goni (2006) altal kidolgozott
savas (HCI) metanol-aceton-viz oldészer-kombinacio szignifikansan nem extrahalt ki nagyobb
mennyiségll antioxidans vegyiiletet. Kovetkezésképpen a kioldas hatékonysagara nincs befojassal, ha
az elsé 1épésben nem hasznalunk HCI-t, és a methanol etanollal, valamint ha az aceton-viz

kombinaciot 100% -os etanollal helyettesitjiik.



Az antocianinok hatdasvizsgalata

Kisérletiink fobb eredményeit az 5. abra szemlélteti. Az eredmények és az Osszefliggések
attekintése utan azt tapasztaltuk, hogy a kronikus orélis antocianin-kezelés nem védte meg az
allatokat az étrenddel kivaltott sulygyarapodastol, és megallapitottuk, hogy a magas zsirtartalmu
étrend és a szacharozzal kiegészitett csapviz alkalmazasaval eldé tudtuk idézni az éhomi

hiperglikémiat, melyet a kronikus antocianinkezelés nem tudott jelentdsen csokkenteni.
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5. abra. A kiséllatkisérlet eredményeinek grafikus értelmezése.

Lathatjuk, hogy a kisérleti iddszak végére a magas energiatartalmu étrend a gliikoz tolerancia
markans csokkenését eredményezte mind az MEE, mind a MEEA csoportban. Megallapitottuk
tovabba, hogy az antocianinkezelés soran az oralis gliikozterheléshez tarsulé megnovekedett C-peptid
szekrécid hatasara megndveledett inzuinvalasz nem volt képes szignifikdnsan ellensulyozni a
felfokozott vércukorszintvaltozasokat, annak ellenére sem, hogy az antocianinok koziil a cianidin-3-
0-B-glikozidrél mar bizonyitottdk, hogy képes ndvelni a sejtek inzulinérzékenységét azaltal, hogy
inaktivalja a JNK stressz kinazt, vagy nem alakitja at a szerin inzulinreceptor-1 szubsztratumot
[AGUIRRE et al., 2000].

Azt tapasztaltuk, hogy zsirsavszint atmeneti ndvekedése az inzulintermelés fiziologiai
stimulaciojanak is tekinthetd, mivel az inzulinszekrécié ideiglenesen fokozodhat a metabolikus
egyensuly fenntartasa érdekében, azonban az elhuzodé zsirsav-tilterhelés rontja a [-sejtek
mitkodését. Kisérletiink sordn azt tapasztaltuk, hogy a hiperkalorikus étrend fokozza az inzulin
szekréciot, és az antocianin-kezelés ebben az esetben nem tudta ellensulyozni a magas

energiatartalmt (magas zsir és cukor) étrend hatasat.



Meéréseinkkel tovabba bizonyitani tudtuk, hogy a zsirban és cukorban gazdag étrend rontja a
antioxidans aktivitdsait (ACW, SOD), de a krénikus antocianinkezelés képes volt ellensulyozni a
csokkenést.

Osszességében tehat, a vizsgalataink soran a MEE egerek szignifikans kiilonbségeket mutattak
az egészséges kontrollokhoz képest, de ra kell mutatnunk, hogy nehéz minden részletben
Osszehasonlitani a vizsgélatokat, mivel az elhizds vagy az inzulinrezisztencia modell tekintetében
jelentds kiillonbségek (ragesalotorzs, alkalmazott vegyiiletek, kivonatok kémiai Osszetétele,
adagolasa, kezelési idOtartam) vannak a szakirodalomban. Ez alapjan azt feltételezhetjiik, hogy az
adipokin gén expressziés mintaiban kiilonbségek vannak, ami megmagyarazhatja, hogy az
adiponektin szintje miért nem valtozott sem az elhizas modelljében, sem az antocianin kezelésre adott
valaszban. Hangsulyoznunk kell azonban, hogy a meggykivonattal végzett kronikus kezelés
csOkkentette a leptin és az IL-6 szintjét, ami azt bizonyitja, hogy az alkalmazott antocianin mennyiség
gyulladascsokkentd hatasu, és feltételezhetjiik, hogy egy nagyobb dozisu antocianin és / vagy
hosszabb periddus kezelés hatékonyan javithatja az inzulinérzékenységet az étrenddel kivaltott
elhizasi modellben, de hipotézisiink bemutatasa tovabbi kisérleteket igényel.

Meéréseinkkel bizonyitani tudtuk, hogy a zsirban €és cukorban gazdag étrend rontja a plazma
antioxidans aktivitasat, de a krénikus antocianinkezelés képes ellenstilyozni az elhizési modelliinkben
tapasztalt antioxidans kapacitas csokkenést, €s az egészséges kontrollokhoz képest enyhe, de mégis

szignifikans novekedést idézett elo.



AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. Bizonyitottuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtdk magbél: maghéj ardnya, valamint az
endospermiumok olajhozama eltérd. A magok dsszetételében egyes fajtak kozott tobb, mint 6 %, mig
az olajhozamban csaknem 7 %-os eltéréseket is tapasztaltunk. Emellett a magok jelentds y-tokoferol
tartalommal jellemezhet6k, ami elérheti az 1,6 mg/g endospermiumot, mig p-tokeforol nem volt

detektalhato.

2. Bizonyitottuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtak koziil az ,,Ujfehértéi fiirtos™ jellemezhetd
a legnagyobb viz- és zsiroldhat6 antioxidans kapacitassal (ACW értéke 2,2 ug/mg; ACL értke 4,4
nug/mg), és értékes vegyileteinek kinyerésére vizes-etanolos olddszerelegy alkalmazésaval uj

extrakcios modszert dolgoztunk ki.

3. Els6ként azonositottuk meggyben az ismert antocianin vegyiiletek mellett UHPLC-MS

technikaval a cinkonint.

4. Kisallatkisérleteinkkel igazoltuk, hogy az antocianinokban gazdag meggykivonat
alkalmazasaval csokkenthetd a magas zsir- és cukor tartalmt étrend altal kivaltott megemelkedett
leptin, IL-6 és rezisztin szint. Esetiinkben a leptin szintje 41 %-kal, IL-6-¢é 23 %-Kkal, a rezisztin szintje
pedig 9,5%-kal csokkent, ezaltal bizonyitottuk, hogy az alkalmazott antocianin koncentracidé (60
mg/kg) gyulladascsokkentd hatasu az étrenddel kivaltott elhizasi modellben. A kronikus antocianin-
kezelés képes ellenstlyozni az elhizasi modellben tapasztalt antioxidans kapacitas csokkenést és az

egészséges kontrollhoz képest szignifikans (43 %-0s) ndvekedést detektaltunk.



AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

Eredményeinket a gyakorlatban a kovetkezokre hasznalhatok fel reményeink szerint a jovoben:

1.

Sikeriilt néhany olyan meggyfajtat azonositanunk, melyek magja kiemelkedé magolaj
és y-tokoferol forras lehetne az ipar szamara, ezek az *M’, az *A’ és az ’Eva’ fajta.
Kimutattuk, hogy a fajtak kozott jelentds kiilonbség van az antioxidans kapacitasban, és
hogy az alkalmazott médszerek koziil a meggy mérésére a kemilumineszcencian alapulo
PCL (ACW, ACL) mddszerek a leginkabb alkalmasak.

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt magyarorszagi meggyfajtak koziil az ’Ujfehértoi
flirtds’ fajta a leggazdagabb a viz €s a zsiroldékony antioxidans hatasu vegyiiletekben
(ACW értéke 2,2 pg/mg; ACL értke 4,4 pg/mg), és kiemelkedden magas az antocianin
tartalommal rendelkezik (0,15 pg/mg).

Modszert dolgoztunk ki a meggy antocianinokban gazdag kivonatanak elkészitésére,
mely extraktum az élelmiszer-, és a gyogyszeriper szdmara is felhasznéalhato.

A kiséllatkisérletiink tapasztalatai alapot adhatnak a jévében tovabbi antocianin alapt

vizsgalatokhoz az étrenddel kivaltott elhizasi modellben.
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