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Roviditések jegyzéke

AFMK: N'-acetil-N*-formil-5-metoxikinuramin

AMK: N-acetil5-metoxikinuramin

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

GABA: Gamma-amino-vajsav

HPLC: High Performance Liquid Chromatography (Nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia)

IAA: Indol-3-ecetsav

MALDI TOF-MS :Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF tomegspektrometria)

MT;: Melatonin receptor 1

MT,: Melatonin receptor 2

NMR spektroszkopia — Nuclear magnetic resonance spectroscopy (Nukledris magneses
rezonancia spektroszkopia)

NP-HPLC: Normal fazisu folyadékkromatografia

RP-HPLC: Forditott fazisu folyadékkromatografia

SCN: Suprakiazmatikus mag (Suprachiasmatic nuclei)

SPE: Szilard fazisu extrakcio

VRK: Vékonyrétegkromatografia

DW: (Dry weight) Szaraz tomegre vonatkoztatott érték

FW: (Fresh weight) Friss tdmegre vonatkoztatott érték



Bevezetés

Az elmult években egyre fokozodott az igény az életmindség javitasat befolyasold anyagok
(pl. az antioxiddnsok) megismerésére, vizsgalatara és felhasznaldsara. Az egyre fokozodo,
stresszel teli ¢életmodunk megkivanja, hogy figyeljiink szervezetiink egyensulyanak
megtartdsdra. Ehhez azonban sokszor nem elegendd a hagyoményos taplalkozéassal a
szervezetiinkbe juttatott tapanyagok mennyisége és mindsége. Ahhoz, hogy a szervezetiinkre
jellemz6 biokémiai folyamatok végbe menjenek, teljes értékii taplalékot kell fogyasztanunk,
amelyek természetes formdaban tartalmazzdk az élethez nélkiilozhetetlen bioaktiv
komponenseket. Lehetdséglink van arra, hogy megismerjiikk és kivalasszuk azokat a
természetes forrasokat, melyeket felhaszndlva meg tudjuk 6rizni a szervezetiink egyensulyat.
Az elmult években a magyar koztudatba is bekeriilt a funkciondlis élelmiszer fogalma.
Funkciondlis élelmiszernek nevezziik az olyan taplalékokat, amelyek egészségvédd vagy
betegségség-megel6z6  jellemzokkel rendelkeznek, valamint az olyan feldolgozott
¢lelmiszereket, amelyek taplalod jellegiik mellett élettanilag kedvezd hatdsu komponenseket
tartalmaznak: erdsitik a szervezet védekezd mechanizmusait, hozzajarulnak betegségek
kockazatanak csokkentéséhez, javitjak a fizikai allapotot és lassitjdk az Oregedést. A
nemzetkdzi irodalomban a melatonin nem ismeretlen molekula, tobb mint 50 éve vizsgaljak
az N-acetil-5-metoxi-triptamin hatasat a human szervezetre. A kutatasok soran kidertilt, hogy
a melatonin élettani hatdsa sokkal szélesebb spektruml anndl, mint ahogy azt kordbban
gyanitottdk. Folyamatos kutatasoknak koszonhetéen a melatoninrdl elmondhat6, hogy
lényegében egy belsd, altalanos szabalyozé molekula, uUgynevezett ,,0s0sszerendezd”
hormon. Vizsgalatunk alanyanak azért a magyarorszagi meggyfajtakat valasztottuk, mert
hazank foldrajzi, éghajlati adottsagainak és a hazai évtizedes nemesit0 munkanak
kdszonhetden kimagasld beltartalmi paraméterekkel rendelkezd fajtak jottek létre. A hazai
meggytermesztésnek €vszdzados multja van, az alma mellett a legnagyobb mennyiségben
termesztett gytimolcsiink (16 %). F6é termbkorzete az Eszak-alfoldi régio (34,1 %). A vildgon
egyediilallo fajta szortimenttel rendelkeziink. Legnagyobb mennyiségben Magyarorszag

észak-keleti régiojabol szelektalt fajtakat termesztjiik (57%-ban), igy az Ujfehértoi fiirtost (23
%) illetve Erdi bétermét (33%). A magyar meggyfajtak egyediilallosaga, hogy friss
fogyasztasra és feldolgozasra egyarant alkalmasak. Célunk a fent emlitett hormonhatéasu
molekula, a melatonin kimutatdsa a magyarorszagi meggyfajtakbol. Azért valasztottuk

kutatasunk targyaként ezt a molekulat, mert az irodalomban nem jelent meg a magyarorszagi
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meggyfajtadk melatonin tartalmara vonatkoz6 dolgozat. Masrészrdl a fokozodik a tarsadalmi
igény az életmindség javitasat segitdé molekuldk megismerésére és felhasznalasara. Célunk
bebizonyitani, hogy a magyarorszadgi meggyfajtak a kimagasl6 beltartalmi paraméterek miatt

alkalmasak funkcionalis élelmiszer eldallitasra.



Témafelvetés

Magyarorszagon a meggy az egyik legnagyobb mennyiségben termesztett gyiimoélcs, igy
gazdasagi szempontbdl igen fontos novény. Tudomanyos jelentdsége abban rejlik, hogy
rendkiviil gazdag antioxidansokban (vitaminok, szinanyagok) ¢&s egyéb bioaktiv
komponensekben. Jelen dolgozatunk célja, hogy a magyarorszagi meggyfajtakban
megvizsgaljuk a melatonin jelenlétét.

Ezen beliil a kovetkezo feladatokat kivantuk megvalositani:

1. A triptofan metabolikus Gtvonalon szintetizal6dé melatonin, irodalmi feldolgozasa.

2. Melatonin eléfordulésa a prokariota és eukariota szervezetekben.

3. Megfelel6 modszer kivalasztdsa a melatonin detektalasara a vizsgalt meggyfajtakban,
valamint mennyiségi meghatirozasa nagyhatékonysagu folyadék kromatografias eljarassal.

4. A melatonin molekula jelenlétének igazolasa MALDI TOF-MS technikaval és NMR

analizissel.



1. Irodalmi attekintés
1.1. A melatonin torténete

A mult szdzadban nagyon sok tanulmany jelent meg, mely a melatonin és az alvas ébrenlét
kapcsolataval, valamint a szervezet bioldgiai ritmusaval foglalkozik. Az elmult évtizedekben
a melatonin kutatas kiszélesedett, tobb mint 6250 cikk foglalkozik a melatonin élettani
hatasaival és klinikai vizsgélataival. Pergamon (i.sz. 130-200) 2000 évvel ezel6tt leirta a
melatonint termeld tobozmirigyet, a glandula pinealist, mely a kozti-, és kozépagy hataran a
kozépagy felsd ikertestei kozott fekvd kb.: 0,5 cm hossza és néhdny milliméter széles belsd
elvalasztasi mirigy (SZENTAGOTHAI-RETHELYI, 1994). Az altala termelt melatonint
csak 1958-ban sikeriilt azonositani, miutan Lernet és munkatarsai izolaltak szarvasmarha
tobozmirigy szovetbdl szarmaz6 hormont, amely f6 kivalasztasi terméke a mirigynek az
emlésokben (LERNET et al., 1958., LERNET et al, 1959.). 1995-ig a kutatok ugy
gondoltak, hogy a melatonin egy kizarolag gerincesekben megtaldlhatdé hormon, melynek
feladata az alvéas ébrenlét ciklus szabalyozasa. Az elmult évtizedekben ezt a hormonhatast
vegyiiletet megtalaltdk magasabb rendi novényekben, rovarokban, fonalférgekben és
gombdkban is (TAN et al., 2007., STEHLE et al.,2011., MIGLIORI et al., 2012.). Sikeriilt
kimutatni a melatonint a fotoszintetizalo Rhodospirillum rubrum nevii prokaridtaban is
(MANCHESTER et al., 1995). A N-acetil-5-metoxi-triptamin molekula szintézis tGtvonala
er0sen konzervalodott. A melatonin molekula eredete becslések szerint 2,5 milliard évvel
ezeldttre vezethetd vissza. Feltételezések szerint a melatonin abban az idében fejlddhetett ki,
amikor az ¢él0 szervezetek megkezdték az atmenetet az anaerob anyagcserérdl aerob
anyagcsere. Ebbdl az kovetkezik, hogy a melatonin eredeti és elsddleges funkcidja az €16
szervezetekben az, hogy antioxidansként szolgaljon, tehat az aerob anyagcsere soran
keletkezett szabad gyokok elimindlasaért felelds molekula (TAN et al., 2010,
HARDELAND et al.,2012., BLASK et al. 2011., MOTILVA et al., 2011.).



A melatonin molekula amfoter tulajdonsagokkal rendelkez6 vegyiilet. A molekula egy polaris
¢€s egy apolaris részbdl all. Ez teszi lehetdvé, hogy a melatonin polaros és apolaros kozegben
is jol oldodik, azaz képes transzlokalodni a sejtmembranon és bejutni a sejtekbe és

sejtorganellumokba.
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1. abra: Melatonin szerkezeti képlete

1.2. A melatonin elterjedése az élovilagban:

Az N-acetil-5-metoxi-triptaminrol sokaig tgy gondoltak, hogy egy endogén modon keletkezd
molekula, amely kizdrélag a gerincesekben talalhato meg. Az utobbi években azonban a
melatonint megtalaltak 6si prokariotakban (MENCHESTER et. al.,, 1995.), eukaridta
egysejtiiekben, valamint rovarokban is. Ezen kutatasi eredmények utdn a melatonin keresése
a novényekben elkeriilhetetlen volt. Koriilbelill egy évtizeddel ezelott a melatonint
megtalaltak a fotoszintetikus dinoflagellate-ban (Gonyaulax polyedra). Ezekben a fajokban a
melatonin élettani szintje 1ényeges az antioxidans védelem szempontjabol (POEGGELER et.
al. ,1994.). A vizsgalatok sikeresen kimutattak, hogy a melatonin a ndévényvilagban is
megtalalhatd (REITER et. al., 2001.). Ezen eukariotdknal a melatonin bioszintézise a
kloroplasztiszban valamint mitokondriumban megy végbe (TAN et. al., 2013.). Legtjabb
kutatasok szerint a magasabb rendli névények is termelik az N-acetil-5-metoxi-triptamint,
foként a levélben, termésben €s a magban halmozodik fel. Novények esetében a melatonin az
oxidativ stressztol védi az élélényt. A melatonin kémiai strukturajat tekintve egy indolamin,
szintézise az L-triptofanbdl indul ki, mely egy esszencidlis aminosav, ebbdl keletkezik a
szerotonin, mely egy neurotranszmitter, és keletkezik indol-3-ecetsav (IAA), amely az
auxinok csaladjaba tartozik. A melatonin és az IAA hasonlésaga néhany kutatét arra
0sztonzott, hogy megvizsgalja az exogén melatonin hatasat a novekedésre. Sikertilt igazolni,
hogy a melatonin hatasos novekedési faktor (HERNANDEZ-RUIZ et al., 2004.).
Nemrégiben bebizonyosodott, hogy a melatonin serkenti az etiollt csillagfiirt sziklevelek
novekedését (HERNANDEZ-RUIZ-ARNAO, 2008.) és szerepe van a fitoremediacioban is
(TAN et al., 2007. b, ¢.). Kiilonb6z6 stressz hatasok, mint példaul intenziv UV sugarzas, akut
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homérsékletvaltozds vagy bizonyos kémiai agensek eredményeként, néhany antioxidans
vegyiilet magasabb mennyisége mutathatd ki (CANTOS et al., 2000.; ROGGERO-GARCIA-
PARRILLA, 1995.). A melatonin szint ndvekedése kapcsolatban lehet a védelmi
mechanizmussal, ami segit megkiizdeni ezekkel a stressz hatasokkal. SOt, azok az alpesi és
mediterran novények, amelyek intenziv UV sugarzasnak vannak kitéve, magasabb melatonin
koncentracioval rendelkeznek (CONTI et al., 2002.). Nagy intenzitasi UV-B sugarzast
alkalmaztak Guralensis gyokéren, kétszeresére novekedett a melatonin tartalom, mint
alacsony intenzitdsi UV-B sugarzas esetén. Egyes szerzok ugy vélik, hogy a ndévények
antioxidans szintetizalasaval védik meg magukat a sugarzas ellen (REITER et al., 2007.).

A ndvények nagy mennyiségli melatonint tartalmaznak. Nagy részét a ndvény maga
szintetizalja, e folyamathoz sziikséges valamennyi enzimet ismerjiik. Egy kisebb hanyadat a
melatoninnak, a talajbol felszivas soran veszik fel a ndvények vizben oldott allapotban (TAN
et.al., 2007.). A melatonin antioxidans hatdsidt az elsé védelmi vonalon fejti ki. Az
¢lélényekre jellemzd biokémiai folyamatok sordn a melatonin a kloroplasztisz és a
mitokondrium védelmét latja el ugy, hogy detoxifikélja, azaz eliminalja a szabad gyokoket.
Figyelembe véve a mitokondrium és kloroplasztisz evolucios eredetét tigy tiinik, hogy ezek
az intracellularis organellumok jol képesek szintetizalni a melatonint minden sejtben.
Osszefoglalva, a mitokondrium és a kloroplasztisz képes a melatonin termelésre (PARK et.
al.,, 2013., WANG et al., 2012., REITER et. al., 2002., OZTURK et al., 2012., ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2011., SONG et al., 2012.). Szdmos tanulmany van arra vonatkozodan,
hogy a melatonin képes megakadalyozni a klorofill bomlasat, ezaltal megérzi a
kloroplasztisz fiziologiai hatdsat, valamint védi a kloroplasztisz integritasat és eldsegiti a
fotoszintézis folyamatat (TAN et. al., 2012., ZHANG et. al., 2013.). A melatonin gétolhatja a
gyiimdlcs 1d6 eldtti lehullasat. A mai napig csak kevés novénynek vizsgaltdk meg a
melatonin tartalmat. A melatonin koncentracioja rendkiviil kiilonb6zé a ndvényekben,
valamint nem egyenléen oszlik meg a ndvényi részekben. Novényi szoveteken beliil, a
melatonint megtalaltak gyokerekben, szarakban, levelekben, gylimdlcsokben és a
magvakban. A legtobb elemzett ndvény ehetd. A megvizsgalt kevés gyiimdlcs kozott
melatonint talaltak a Montmorency meggyben (16-18 ng/g) (BURKHARDT, TAN, REITER,
2001.). A meggy érettségi foka nem korreldl a mért melatonin szinttel (REITER et. al.,
2001.). Egy 2000-ben késziilt tanulmany soran a szerzOk szamos novényfajtanak
megvizsgaltak a melatonin tartalmat. A publikdciokbol kideriilt, hogy a kiilonb6z6 ndvényi
részek eltéré mennyiségben tartalmazzik a melatonint. Altaliban elmondhaté, hogy a

ndvényi magvakban alacsony koncentracidban van jelen a molekula, kb.: 7-29 ng/g szaraz
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tomegre vonatkoztatva, (MANCHESTER, et. al., 2000.) mig a z6ld novényi részekben és a
termésekben nagyobb, egyes ndvényeknél viszont kiugréan magas melatonin koncentraciot
detektaltak, kb.: 30-700 ng/g szaraz tomegre vonatkoztatva.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a meggykutatdsok a ,,Montmorency” (Prunus cerasus)
valamint az 1984 6ta honositott termesztésbe vont ,,Balaton” névre atnevezett ,,Ujfehértc')i
fiirtos™ fajtara terjedt ki (VERES-FARI) Texasi kutatok a tablazatba feltiintetett meggyfajtak
melatonin tartalmat is meghataroztak (BURKHARET, TAN, REITER, 2001.). Az alabbi
tablazatban Osszefoglaltuk a tanulmanyokban megjelent, eltéré gyilimolcshisokban vizsgalt,
kiilonbozé  extrakcioval, valamint detektdldsi moddokkal meghatarozott melatonin

mennyiségeket.

1. tablazat: Melatonin koncentraci6 kiilonboz6é gylimoles husokban

Vizsgalt névény Extrakcio Médszer Koncentracio6

Paradicsom (Solanum lycoperscum L.)  aceton-metanol ELISA 2,5+ 0,5 ng/g FW*
Paradicsom (Solanum lycoperscum éter ELISA 982 pglg?
esculentum)
Szeder (Rubus chingii) metanol-viz SPE, HPLC_FD 387 ng/g DW?
Eper (F. ananassa festival) aceton SPE, LC-MS 2,1 ng/g DW*
Meggy (Balaton) kloroform HPLC 2,06+ 0,17 ng/g’

Meggy (Montorency) kloroform HPLC 13,46+ 1,10 ng/g’

( MASATERU - HIROSHI, 2009.)
(PAPE - LUENING, 2006.)

( CHEN. et al.,2003.)

(STURTZ et al., 2011.)
(BURKHARET.et a.,2001)

b~ wiN =

10


javascript:__doLinkPostBack('','ss~~AR%20
javascript:__doLinkPostBack('','ss~~AR%20
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461100197X

A melatonin elemzése ¢lelmiszerekben némi nehézséggel jar. Eloszor is, néhany novény
melatonin tartalma ng/g tartomanyban talalhato, de mas novényeknél még alacsonyabb. Igy
olyan analitikai modszert kell valasztani, amely ebben a tartomanyban is képes a pontos
detektalasra. A molekula amfipatikus jellemzdje miatt nehéz kivalasztani azt az oldoszert,
amely a leghatékonyabban képes kioldani a melatonint és a ndvényi matrix egyeb
komponenseihez kisebb affinitast mutat. A melatonin egy erds antioxidans (TAN et al., 1993,
2007.a.), amely gyorsan reagal mas élelmiszer-osszetevokkel, igy a minta ovatos kezelése
elofeltétel. Az alkalmazott analitikai modszernél figyelembe kell venni annak érzékenységét

és specifitasat novényi matrixokra (GARCIA-PARRILLA et al.,2009.).

1.3. A melatonin bioszintézise

A melatonin prekurzora a triptofdn, mely egy esszencidlis aminosav, a human szervezet
szamara, ami azt jelenti, hogy csak a taplalékkal jut a szervezetiinkbe, igy az élelmiszereknek
eltérd triptofan tartalma okozhatja a melatonin szint ingadozasat a humén szervezetben
(DOPFEL et. al. 2007.). A szintézis triptofanbol indul ki és a triptofan-hidroxilaz enzim
segitéségével 5-hidroxi-triptofan keletkezik. Ezutan dekarboxilaz enzim hatasara 5-hidroxi-
triptamin, ismertebb nevén szerotonin keletkezik. A kdvetkezd 1épésben N-acetil transzferaz
segitségével N- acetil-szerotoninna alakul, majd a legvégén hidroxi-indol-O-metil-transzferaz
enzim alakitja melatoninna. Az el6zdekben levezetett szintézis Gtvonal jellemz6 valamennyi
¢lélénynél, az emlésoknél, gombaknal, baktériumoknal és a novényeknél is (SALISBURY-
ROSS, 1992., YU HS-REITER, 1993., BLAZER-HARDELAND 1996.).

. . ) ) 5-Hidroxi-
Triptofan _______ , 5. Hidroxi-triptofan > triptamin
Triptofan-hidroxilaz Dekarboxilaz
» N-Acetil-Szerotonin , Melatonin

N-Acetil-transzferdaz . .. . ,
f Hidroxi-indol-O-metil-transzferdz

2. 4abra: A melatonin bioszintézis utvonala.

1.4. A melatonin fiziologias hatasai a human szervezetre:

Melatonin szerepe a cirkadian ritmusban: A tobozmirigy (glandula pineale) melatonin

crer
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endokrin mirigyekkel, a tobozmirigyet nem befolyasoljak mas belsd elvalasztast mirigyek,
vagy az azokbdl szarmazd hormonok. A melatonin termelés f6 szabdlyozdja a fény. A
tobozmirigy éjszaka folyaman bdségesen termel melatonint (REITER, 1993.). A cirkadidn
ritmus kialakitasdban fontos szerepet jatszanak kiterjedt idegrendszeri teriiletek, tigy, mint a
SCN vagy mas néven a szuprakiazmatikus mag, amely vezérli a melatonin szekréciot. A mag
az agyalapon helyezkedik el és koriilbeliil 10 000 neuronbol all. A mag neuronjaiban endogén
ritmusgeneralas mutathat6 ki. Ide futnak a retindbdl jové nem vizudlis rostok is. Ez a retina-
hypothalamus 6sszekdottetés. Amennyiben ezek a neuronok barmilyen karosodast szenvednek,
az ¢l6lény napi ritmusa felborul. A napfelkeltével novekszik a retina fotoreceptorai altal
érzékelt fény intenzitdsa, amely az agyba jutva csokkenti az SCN-n keresztiil a tobozmirigy
aktivitasat, ezzel eldsegitve a szervezet ébredését. A szervezet a délutdn folyaman éri el a
legalacsonyabb melatonin szintet. Nagyon jo példa a cirkadidn ritmus megzavardsara az agy
nevezett ,jet-lag” jelenség. Ez azt jelenti, hogy ha valaki repiilégéppel tobb id6zonat is
atrepiil, akkor az utazasokat kdvetden tobb napba is telhet az egyéni alvas alkalmazkodasa a
helyi id6khoz. Melatonin tartalmu készitmények szedésével az alkalmazkodas mértéke
javithaté (FONYO et al. 2007.). Az alabbi 4bran lathaté a cirkadian ritmus nem megfelel6

miikodésének okai és kdvetkezményei:

kérnyezeti tényezdk
* valtott miszak genetikus tényezok

* éjszakai evés iy 5
« ismétl8ds repilldutazés EESOKK-SEnTut ok

* alvdsmegvonds
N—
7 CIRKADIAN DISZFUNKCIO ¢<

immunbetegség

depresszié

kardiometabolikus rendellenességek
* metabolikus szindréma, diabétesz
* gyulladds
¢ alvaddszavar
* infarktus, stroke

3. abra: A cirkadian ritmus diszfunkcio okai és kovetkezményei (1)

A melatonin nagyon hatasos szabad gyok megkotd vegylilet, sokkal hatékonyabb, mint a
referencianak szamit6 E-vitamin (CLAUSTRAT et al, 2005.). A human szervezetekben a
biotranszformacid sordn mas biogén aminokkd alakul pl. kinuraminok. A szervezetben a
melatonin biotranszformacioja két 1épésben torténik.

Az elso 1épésben a melatonin direkt oxidacio soran N-acetil-N-formil-5-metoxi-kinuraminna
alakul. (Ezt in vitro kisérletben igazoltak. Teljes kinetikai és szerkezetvizsgalatokkal irtak le.

A kisérletekben vizsgaltak a melatonin és a H,O, reakciojat.)

12



Masodik 1épésben az AFMK-t a katalaz enzim atalakitja N-acetil-5-metoxi-kinuraminna. Ezt
a szarmazékot a plazmabdl is sikeriilt kimutatni. Leirtdk egyes biokémiai folyamatokban a
szerepét, igy pl. az AMK gatolja a prosztaglandinok bioszintézisét, vagy képes
hozzakapcsolddni a GABA receptorokhoz (ZUROWSK et al.,2012).

Az N-acetil-5-metoxi-triptamin adagolasa gatolja a daganatok novekedését ezért preventiv
hatasa van. Megel6z0 szerepe nagyban fiigg az ember életmddjatol és az étkezési szokasaitol
is. A melatonin prekurzora a triptofan, igy az élelmiszereknek eltérd triptofan tartalma
okozhatja a melatonin szint ingadozasat a human szervezetben (DOPFEL et. al. 2007.). Az
infarktusban szenvedd betegeknek a melatonin szintje alacsony. A melatonin antioxidans
hatdsa segit megeldézni a reaktiv oxigénformak okozta koros folyamatok kialakuldsat,
amelyek sokszor vezetnek sziv- és érrendszeri elvaltozasokhoz. A melatoninnak vérnyomas
szabalyozo szerepe is ismert. Egy patkanyokon végzett tanulmany arrél szdmol be, hogy az
allat tobozmirigyének eltavolitisa magas vérnyomast okozott (CLAUSTRAT et al, 2005.).
Szamos ideggyogyaszati esetben bizonyitottak, hogy egyes korfolyamatokban, tigy, mint az
epilepszia, a stroke és a migrén esetében a betegeknek mindig kevesebb volt a melatonin
szintjlik a fiziologidshoz viszonyitva. Melatonin bejuttatdsa a szervezetbe megoldas lehet e
paciensek kezelésében (CLAUSTRAT et al, 2005.). Ezen kiviil szerepe van
immunfunkcidéban, retina élettanaban, tumor gatldsban és nemrég antioxidansként is
azonositottak (MALPAUX et al., 2001., REITER et al.,1993., GUERRERO et al.,2002.,
DUBOCOVICH et al.,1999., BLASK et al. 2002., REITER et al., 2002., TAN et al.,2002.).
Ezt igazolja az a tény is, hogy kétféle melatonin receptort identifikdltak a human
szervezetben: MT; és MT; receptorokat. Tobb szervben is megtalaltak ezeket a receptorokat,
példaul az agyban, retindban, keringési rendszerben, majban, vesében, immunsejtekben,
borben, prosztata és mellkasi sejtekben (EKMEKCIOGLU et al., 2006.). Tulajdonképpen
kijelenthetd, hogy ezek a receptorok a fontos szervek valamennyi sejtfelszinén eléfordulnak
Melatonin receptorok mar magzati ¢letben is talalhatoak (MACCHI et al., 2004.) és a 26.
héttdl kezdve az embridoban melatonin szintézis is zajlik. A magzat az anyaméhben is
kapcsolatba keriil a melatoninnal, mert a méhlepényen &atjutva az embrid bioritmusat is
Szabalyozza. A sziiletést kovetd 2-3 honapban a melatonin szint nem mutat cirkadian
ingadozést. A gyermek fejlddése sordn a melatonin termelés csucspontja 3-6 éves korban
van, majd a melatonin szintézis 80%-ra csokken, amig az egyén eléri a felndtt kort
(MACCHI et al., 2004.). Bar a tobozmirigy egy bels6 elvalasztasi mirigy, de nem képes
tarolni a termékét ezért az a termelddést kovetden a véraramba keriil, és a keringéssel eljut a

kiilonboz6 szervekbe, ahol gyorsan kivalasztodik. Az N-acetil-5-metoxi-triptamin viz-, és
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lipid-oldékony molekula, ez a tulajdonsaga azért érdekes, mert igy a molekula kénnyen atjut
a sejtmembranon keresztiil. A keringésbe jutva a melatonin kivalasztodik a nyalba, vizeletbe,
bekeriil az anyatejbe, valamint a gerincfolyadékba. Ez a hormon a hajnali 6rdkban harom és
négy ora kozott talalhatd meg a felsorolt testnedvekben (CLAUSTRAT et al., 2005.). Az
1990-es évek kozepén terjedt el a melatonin tartalmu készitmények szedése, foleg az
almatlansagban szenveddknél kezdték el haszndlni. A készitményeket alapvetden két
forrasbol allitjdk eld. Novényi- és allati kivonatokbol, amelyeket az adott ¢él6lény
tobozmirigy kivonatat tartalmazzak. Ez a kivonat allatok esetében tartalmazhat virusokat €s
olyan fehérjéket melyek antitestképzOdést generalnak az emberi szervezetben, azaz
potencialisan allergének lehetnek. Ezért a szakemberek azt tanacsoljak, hogy amennyiben
lehetséges ne ezeket a készitményeket alkalmazzuk. A masik forras a szintetikus melatonint
tartalmazd termékek. A medicina valamint a farmakologia is e formanak a felhasznélasat
tdmogatja. A melatonin szedését tandcsos elkeriilni gyermekeknek és terhes ndknek hisz a
méhlepényben kivalasztodik és bejut az embrid szervezetébe is. A melatonin nem szedhetd

egyiitt drogokkal és alkohollal (GYOGYSZER KOMPENDIUM 2005).
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2. Anyag és modszer
2.1. Vizsgalt fajtak

A vizsgalt meggyfajtakat 2012-ben az Ujfehértoi Gyiimolcstermesztési Kutatd  és
Szaktanacsaddé Nonprofit Kozhasznu Kft. bocsatotta rendelkezésiinkre. A mintdk biologiai
érettség allapotaban keriiltek szedésre, majd hitott koriilmények kozott szallitottdk a
Mezdgazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Konyezetgazdalkodasi Kar Allattudomanyi,
Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet Takarmany- és Elelmiszer Biotechnoldgiai

Tanszékre, ahol feldolgozasig -20°C-on, sotét helyen taroltak.

2. tablazat: Vizsgalt fajtak tulajdonsagai

Ciganymeggyek (Convarietas acida)

Fajta Eredete Jellemzoi
Ciganymeggy7 Brozik Sandor szelektalta Junius végén érik. Gylimolcse
1952-ben. gombolyded, atlagtomege 3,1g.
Hé¢ja sotétpiros. Sotétpiros hiisa
lédus.

FestSlevii. [ze igen savas. Gépi
razassal is sziiretelhetd.
Gyiimolcse foként feldolgozasra
alkalmas (dzsem, iz, 1¢).

Ciganymeggy59 Tajfajta kutatas soran Brozik | Junius végén érik. Gylimolcse
S. szelektalta. 3,3g atlagtomegii. Héja

sOtétpiros. Sotétpiros huisa
1édus, festSlevii. ize igen savas.
Gytimoélcse foként feldolgozasra
alkalmas (dzsem, iz, 1¢).
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Maraszkam meggyek (Convarietas vulgaris — provarietas maraska)

Fajta Eredete Jellemzoi
VN1 A Bosnyak meggy fajtakorbdl | Gyiimdlcsei egyszerre
VN4 szelektalt valtozat. érnek a fan, teljes

érésben kocsanyuk
szarazon valik. Erési
ideje junius harmadik
fele.

Gyiimolcs kicsi vagy
kozepes (3,5-5,09).
Alakja kissé megnyult
gémb, héja
kozépvastag, sotét
karminpiros

szindl.

Fo értékét a
betegségekkel
(blumeriella, monilia)
szembeni nagyfoku
ellenallosaga adja, igy a
kornyezetbarat
technoldgia
alkalmazasara kivaldéan
megfelel. Gyiimolcse
frissen fogyaszthato.
Antioxidans tartalma

nagy.
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Uvegmeggyek (Convarietas vulgaris — provarietas vulgaris)

Fajta Eredete Jellemzoi

Pandy 279 A Kertészeti Egyetem Erési ideje: junius vége-
kamaraerdei julius eleje. Gytimolcsének
torzsgyljteményébdl Brozik | atlagtomege 6,3g.
Sandor szelektalta. Gyiimolcse feliilr6l nyomott

godmbolyded. Erds héja
sotétbordo. Szivos husa
piros, 1édus, erésen savas,
jellegzetes zamatt.
Viragriigyei €s viragai
fagytirok. Géppel

szliretelhetd.
Erdi jubileum Apostol Janos és Maliga|Junius 12.-én kezd érni, és
Pal. szelektalta majd hiarom hétig mindség
csOkkenés nélkiil eltarthat6 a
fan.

Gytimolcse megkdzelitdleg
21-23mm atmérdjli, tomege
hozzéavetdleg 4,7-5,9
gramm. Héja az érés
kezdetétdl a teljes érettségig
a sotét  karminpirosbol
feketés bordopirossa alakul.
Husszine az érettség kezdeti
szakaszaban piros, majd az
érés folyaman borddpirossa
valik. Savanykas-édes izl

fajta.
(A E, I\/I)1 Nemesitok: Szabd Tibor és|Julius elején érik, érése
1424, E M, fajtéka Pethé Ferenc. Ujfehérto | elhuzodo. Gyiimélcse
Gyimolestermesztési Kutato és kornyékén végzett|jellemzéen 5-6 g tomegli,
Sraktandesado Nonprofit Kozhasznth 455 7e]ekciobol szarmazik. |atlagosan — 22-24 mm

Kft. szobeli kozlése alapjan Ujfehértoi , ST P ..
szobeli kozlése alapjan Ujfehértoi Atmérdjd, lapl tott gOIl’lb

alakt.  Héjszine  fényld
bordopiros, husa kozepesen
kemény, vérpiros, kozepesen
festolevii

A tablazatban szerepld meggy fajtak jellemzéi (SOLTESZ 2005 (I,) és FALUBA és munkatarsai 1982 nyoman
valamint, APOSTOL J. 2003.)

Fiirtosre szelektalt fajtak.

2.2. Mintak elokészités szarazanyag tartalom mérésre:

A minta el6készités sordn a meggy hust apr6 kockakra vagtuk, ezt -80 °C-on eléfagyasztottuk

két oran keresztill. Ezutan liofilizalas el6tt -18 °C-on taroltuk az elOkészitett mintat. A
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liofilizalast, CHRIST ALPHA 1-4 LSC tipust berendezéssel végeztik (3. sz. melléklet). A
fagyasztva szaritas -20 °C-on tortént. A polc hémérséklet +20°C, 1,030 mbar nyomason. A
szaritads id6tartama 12 ora volt. A liofilizalas 1épését haromszor ismételtiik. A kapott mintat
poritottuk (2. sz. melléklet) és a pontos tomeg ismeretében aranyparral kiszamoltuk az egyes

fajtak szarazanyag tartalmat.

2.3. Mintak elokészités HPLC analizisre:

A vizsgalt meggyfajtakat feldolgozasig fagyasztva taroltuk, annak érdekében, hogy a meggy
gylimolcs ne sériiljon, azaz enzimatikus folyamatok leélljanak. Erre azért van szilikség, mert a
bioaktiv komponenseket igy tudjuk megdrizni. A mintdk felolvasztdsa utan a meggymagot
eltavolitottuk, ezt kovetden megkezdtiik a meggy gyiimodles feltarasat. A homogenizalast
Braun Multiprimer (300 Watt) késziilékkel végeztiik. Ezt koveti az extrakci6 folyamata.

Ahhoz, hogy az extrakcié eredményes legyen, a kivond kozegnek be kell jutnia a sejtek
belsejébe ¢és oldania kell a sejttartalmat. Ez a folyamat a sériilt sejtekben akadalytalanul
végbemegy, és a sejttartalom kioldodik, ezért a kivonas elsé és igen fontos 1épése a sejtek
feltorése. A kioldas tulajdonképpen a diffuzd folyamataval jellemezhetd. A diffuzd lehet
szabad diffuzo, amikor a tomény oldat szabadon diffundél az olddszerrel, ill. lehet gatolt
diffazo, amikor a kivono folyadéknak a sejtfalon be kell jutnia és oldania kell a sejttartalmat,
valamint ennek a tomény oldatnak ki kell jutnia a sejtb6l. Ez a folyamat duzzasztassal
meggyorsithato. A kivonasra jellemzd, hogy egyensulyra vezetd folyamat. A sejtlé
koncentracidja nagy, a toltélé koncentracidja nulla. A diffuzios folyamat egyre csokkend
sebességgel mindaddig tart, mig az egyensuly be nem all, azaz a sejtlé as a toltdle
koncentraciéja egyenld nem lesz (RACZ — SELMECZI, 1991.). A kioldast kiilonboz6
tényezOk befolyasoljak, pl.: ha n6 a sériilt sejtek aranya, akkor szabad diffizi6 aranya is nd ez
altal az extrakcid hatékonyabb lesz. Ezért a vizsgélatban szerepld valamennyi mintanal a
homogenizalast Braun Multiprimer (300 Watt) késziilékkel végeztiik. A masik fontos tényezd,
hogy a sejtlé és a toltdlé kozotti koncentracid kiilonbséget fenn kell tartani. Ez tobb modon is
torténhet, pl.: noveljiik a toltélé mennyiségét vagy a toltdlét megujitjuk, ez lehet szakaszos
vagy folyamatos. A melatonin kioldishoz mi nagy mennyiségl tolt6lét alkalmaztunk
melyeknél a kioldas folyamatos volt, azaz a t6lt6lét nem cseréltiik a kivonas soran. A kivonas
hatékonysdga szempontjdbol fontos még a hdomérséklet szerepe. Koztudott, hogy a
hémérséklet novelésével nd a szabad és gatolt diffuzié sebessége (Dr. RACZ-Dr. SELMECZI,
1991.). Mi a kivonast szobahdmérsékleten végeztiik, mert toltélére és a vizsgdlni kivant

hatéanyagra is igaz, hogy nem termostabilisak. Tolt6lének a kloroformot valasztottuk. Erre az
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oldoszerre jellemzd, hogy vizzel nem elegyedik igy a diffazid sebessége ¢és annak
hatékonysaga is csokkenhet. A kivonds moddszerei koziil az aztatast valasztottuk. mely
folyamatos volt. A kloroform tdbb szempontbdl jonak bizonyult, mert megfelel a toltdlével
szembeni kovetelményeknek, azaz oldja a hatdéanyagot €s nem 1ép azzal reakcioba. Annak
érdekében, hogy a koncentracio kiilonbség megmaradjon és a diffuzido sebessége ne
csokkenjen a tolt6lé haromszorosat adtuk az egyes meggyfajtak tomegéhez. Az extrakciot
alland6 kevertetéssel tettiik még hatékonyabba. Az é4ztatds elénye, hogy a munkabefektetés
igen csekély, valamint azonos kiinduldsi anyagok estén azonos hatdanyag-tartalma kivonat
nyerheté. 200 g szobahémérsékleten felolvasztott magozott meggy pulp-hoz 600 ml
kloroformot és 300 pl NayHPOg4-ot adunk, majd 40 percig szobahdmérsékleten magneses
keverdvel kevertettiikk. A melatonin fényérzékenysége miatt a kevertetés sotétben tortént (4.
sz. melléklet) (REITER RJ., et. al. 2005, Remenyik altal modositva 2012). A kdvetkezd 1épés
a szlirés folyamata. Els6 1épésként durva sziirést alkalmaztunk gézen at. A szilirletképzés sordn
nagyon fontos a préselés folyamata, mert ebben az esetben a sejtekben 1€vo oldat egy jelentds
részét is kinyerjik. Ezutan valasztotoleséren elvalasztjuk a két fazist (5. sz. melléklet). Ezt
kovetden a szerves fazishoz 2 kandl szaritott magnézium-szulfatot adagoltunk. Abban az
esetben, ha a vizes fazist nem sikeriilt maradéktalanul eltavolitani megismételjiik a szaritott
magnézium-szulfat hozzdadasat és finom sziirést végziink sziirdpapirral. Ezt kovetden a
szerves fazist beparoltuk, Biichi Rotavapor R-210/215 (Switzerland) vakuumbeparloval. A
beparlas 40 °C —os vizfiirdén tortént 180, 150, 100, 80, 65, 45 mBar nyomason (6. Sz.
melléklet). Az oldatot szarazra paroltuk (7. sz. melléklet). A minta tomegét visszamértiik és
ezzel a lépéssel az extraktumot eldkészitettiik HPLC analizisre. A melatonin azonositasdhoz
¢s az egyes fajtdkban el6forduldé melatonin mennyiségi jellemzéséhez Melatonin 99+% Alfa

Aesar (Germany) standardot hasznaltunk.

2.4. Melatonin kivonasa metanollal tisztitasa szilard fazisu extrakcioval:

Az irodalomban leggyakrabban alkalmazott, szilard fazisu extrakcios eljarast kiviteleztiik a
vizsgalni kivant meggyfajtadknal. A kloroformos kivonasnal emlitett minta el6készitést 1épései
megegyeznek. Az el6készitett meggypulpot (Biosan MSH300) magneses keverdvel
haromszor két oran at kb.: 150 cm® metanollal kevertettik mindharom alkalommal tiszta
metanolt alkalmaztunk annak érdekében, hogy a maceracios folyamat hatdsfokat novelni
tudjuk. Ezt kovetden a szlirés és a centrifugalds megegyezik a kloroformos extrakcional

elvégzett miiveletekkel. Ezt kovetéen (BUCHI Vacuum Controller R-210) rotécios
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vakuumbeparlon 40 °C-on 65, 55, 40 mbar nyomason 10-15 cm®-re paroltuk, hogy a még
benne marad6 gyiimolcsrostokat eltavolitsuk centrifugalassal. A feliiliszoval dolgoztunk
tovabb. A mintak feldolgozasa sordan az alkalmazott moddszerek koziil a szilard fazisu
extrakciot valasztottuk (CHEN et al., 2003.), melynek Iépései a kovetkezok

(Elvalasztastechnika Laboratoriumi gyakorlat jegyzet):

2.4.1. Kondicionalas
A kondicionalas az a folyamat, mely soran a kolonnat (Supelclean ENVI-18 SP0920D)
kozepes polaritasu szerves olddszerrel nedvesitjiik. Ezaltal a szorbens szemcséi kozotti térbol
a levegdt eltavolitjuk, illetve megtorténik, az aktiv ligandumok szolvaticidja. Az oszlop
aktivalasdhoz elsé 1épésben 3 ml metanolt alkalmaztunk. Majd ezt kdveti az egyensuly
beallitdsa, amit tobbnyire egy olyan olddszerelegy biztosit, ami a szerves olddszer tartalmat,
pH-jat és ionerdsségét tekintve hasonlit a mintamatrixra. A vizsgalatainkhoz mi 3 ml
bidesztillalt vizet (Milli-Q plus system) hasznaltunk. Ez utan a mintat felvittilk az oszlopra

ugy, hogy a lépések sordn a tdltet ne széradjon ki.

2.4.2. Mintafelvitel

A minta tisztitasa az oszlop (Supelclean ENVI-18 SP0920D) segitségével torténik. 1 ml
vizsgalandé mintat pipettaval gondosan felvittiink a forditott fazisu oszlopra mialatt az egyes
komponensek kiilonboz6 erdsséggel tapadnak meg a forditott fazist oszlop toltetén. A mintat
megfeleld sebességgel aramoltattuk at, a kolonnan azért, hogy a megfeleld kolcsonhatasok

kialakulasahoz elegendd 1d6 alljon rendelkezésre.

2.4.3. Mosas

Az els6 1épés a gyengén kotédd komponensek eltavolitasara szolgal. A lemosashoz hasznalt
oldoszert tigy valasztottuk meg, hogy a minta felvitelénél erésebb, de az elucids olddszernél
gyengébb legyen, és lehetdleg jol elegyedjen azokkal, ez azért fontos, mert igy el tudjuk
kertilni a kolonna teljes kiszaradasat, ami az elvalasztas szempontjabol kedvezotlen lenne. A
vizsgalatainkhoz elsd 1épésben 15%-o0s metanolt alkalmaztunk, ahol a forditott fazisu
oszlophoz gyengén kotédé komponenseket mossuk le a kiilonb6zé cukrokat mono- és
diszacharidokat pl.: glikéz, fruktdéz, szacharéz. Ezutan 85%-0s metanolos-oldatot
hasznaltunk ezzel az oldoszer eleggyel az egyéb fenolos komponenseket mossuk le a
kolonnardl. Ez azért fontos 1épés, mert a fenolos vegyiiletek pl.: az antocianinok egy jo része
szines, Osszetevok melyek jelenlétiikkel meggatoljak a melatonin detektalasat. Az elacid

utolso 1épéseként erds olddszert a diklormetant alkalmaztunk ezzel lehetdségiink volt arra,
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hogy a triptofan metabolitokat pl.: IAA-t, szerotonint melatonint, lemossuk az oszloprol. A
triptofon metabolitot tartalmazé frakciot 40 °C-on rotacids vakuumbeparld segitségével
szarazra paroltuk, majd ezt a mintdt 1000 pl metanolba felvettik ezt kovetden
nagyhatékonysagi folyadékkromatografias (HPLC) eljarassal detektalni probaltuk a

meggyben eléforduld triptofan szarmazékot.

2.5. Miiszeres mérési technikak

Kvalitativ és kvantitativ mérésekre volt sziikkség a melatonin identifikalasahoz.
Miszeres mérési technikak koziil a kovetkezdket valasztottuk:
1. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC): Detektalni tudjuk a vizsgalni
kivant meggy mintdk melatonin tartalmat, és mennyiségét.

2. MALDI TOF-MS: Az extraktumbol izolalt anyag molekulatomegének meghatarozasa.

3. NMR analizis segitségével a tisztitott vegyiilet szerkezetét igazoljuk.

2.5.1. Kromatografias modszerek

A kémia két {6 teriiletre oszthatd, a szintézisre és az analizisre. A két teriilet szorosan
Osszefiigg egymassal, a szintézis nem képzelhetd el analizis nélkiil. Ha a vizsgalandé minta
tobb komponensbdl all és/vagy a rendelkezésilinkre all6 analitikai modszer nem specifikus,
akkor a mérés eldtt elvalasztasra is sziikség van. Az elvélasztési eljardsok Osszessége az
elvalasztastechnika, melynek egyik széles korben elterjedten alkalmazott modszere a
kromatografia. A kromatografids eljardsokat alapvetden két csoportba sorolhatjuk az
elvalasztas céljatol fliggden: preparativ és analitikai kromatografia. Preparativ kromatografia
esetén cél az elvalasztds, a detektalas ebben csak segédeszkdz, ellentétben az analitikai
kromatografidval, ahol a detektalas, vagyis a mérés a cél. Ehhez segédeszkozként hasznaljuk
az elvalasztast.
A folyadékkromatografiat akkor valasztjuk, ha:

e aminta illékony, és megfelelden detektalhato,

e a VRK nem elegendd érzékenységli, pontossagu €s szelektivitasu

e HPLC éall rendelkezésre (8. sz. melléklet).
A kromatografia erdteljes szorpcids-deszorpcios folyamatokon alapuld nagy hatékonysagu
elvalasztasi modszer. A vizsgalandé minta un. vivd, fluid fazis segitségével aramlik keresztiil
egy megfeleléen valasztott allofazison. A minta komponensei egyenlétleniil oszlanak meg a

mozgo ¢€s az allo fazis kozott, a két eltérd fazishoz valo affinitdsuk, vagy a fazisban valo
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diffizios lehetdségiik alapjan. Az allo fazis mentén a két fazis kozott beallo egyenstlyi
allapotok eredményeként kiilonbozo sebességgel haladdé komponensek elvalnak egymastol,
illetve az allo fazist idSben elkiilonitve hagyjak el (BARCZA-BUVARI, 2008.). Az
elvalasztott alkotok vizudlisan, vagy valamilyen fizikai vagy kémiai tulajdonsaguk, sajatos
tulajdonsaguk mérése alapjan megkiilonboztethetdek egymastél ¢és mennyiségiik
meghatarozhatd. Méréseink soran a nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)

modszert hasznaltunk fel.

2.5.2. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
Alkalmazasi teriiletei kozilil fontos szerepe van gydgyszer analitikai vizsgdlatokban,
¢lelmiszeripari vizsgélatokban (vegyszermaradvanyok: peszticidek, szinezékek, kiilonbdzd
hatéanyagok: polifenolok, zsir- ¢és vizoldékony vitaminok meghatidrozasaban),
kornyezetanalitikai mérésekben (novényvéddszer maradvanyok, toxikus vegylletek
analizisében), toxikoldgiai vizsgalatokban (droganalizisben, gyogyszer hatdbanyag mindségi és
mennyiségi elemzésében), valamint egyre tobb szerepe van kutatd laboratoriumok
elvalasztastechnikai vizsgalatainak megoldéasaban. A nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (High Preformance Liquid Cromatography), olyan
oszlopkromatografidss modszer, ahol a folyadék mozgo6fazist kisméretii tolteten nagy
nyomassal (30-400 bar) aramoltatjuk keresztiil (BOROSS, 2003.). Szervetlen és szerves
vegyliletek elvéalasztasara, azonositdsara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas technika,
amelyben kis szemcseméretli, meghatarozott tipust allo fazissal toltott kromatografids
oszlopon (kolonnan) az oldészer (mozgdfazis) aramlasadt nagynyomadsd, pulzaldsmentes
pumpa biztositja. A kolonnan elvalasztott komponenseket kiilonbozd tipusti detektorral
folyamatosan észleljiik. Az igy nyert kromatogramon a retenciora vonatkozo6 adatok az anyag
azonositasara, a goOrbe alatti teriilet pedig mennyiségi meghatarozasara alkalmas. Az
elvalasztas hatékonysagat, szelektivitasat és érzékenységét az 4llo- és mozgo fazis megfeleld
valtoztatasaval jelentOsen befolyasolhatjuk. A kromatografids modszereket legegyszeriibben
az alkalmazott allofazis szerint csoportosithatjuk. Torténelmi okokbdl a polaris allofazison
(szilika) apolaris olddszer eleggyel végzett elvalasztas kapta a ,,normal fazisi” kromatografia
elnevezést (NP-HPLC), mig az apoléris allofazis alkalmazasat polaris oldoszerelegyekkel a
forditott polaritasi viszonyok miatt, forditott fazisi kromatografianak (RP-HPLC, RPC)
nevezték. Mechanikailag stabil adszorbens, amelynek alkalmazhatésaga széleskorii, ezen
tulajdonsaga birtokaban hasznalata jobban elterjedté valt az alloéfazisok korében. Masrészt a

szilika fazis mellett szamos egyéb polaris fazist fejlesztettek ki, igy Alpert 1990-ben a polaris
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allofazisokon végzett kromatografisra a HILIC hidrofil koélcsonhatas kromatografiara

(Hidrophilic Inetraction Chromatography) elnevezést javasolta (BARCZA-BUVARI, 2008.).

3. tablazat: Kromatografias modszerek és jellemzoik (I3)

Kromatografias modszer All6fazis mindsége Mozgofazis mindsége
Normal fazisu kromatogrdfia polaris toltet apolaris
(NP-HPLC)
Forditott fazisu kromatografia apolaris toltet polaris
(RP-HPLC)
lonkromatogrdfia (1C)
Ionpar kromatografia (MPIC) apolaris toltet polaris oldoszer + ionparképzd
Toncserés kromatografia (HPIC) toltéssel rendelkezd toltet puffer oldat
Tonkizarasos kromatografia kationcserél§ toltet puffer oldat
(HPICE)
Meéretkizardsos kromatografia nagy porusatmérével rendelkez6 viz vagy szerves olddszer
(SEC) toltet (gél)
Hidrofob kélcsonhatason alapulo hidroféb feliiletl toltet sotartalmu oldat, elvalasztas soran
kromatografia (HIC) csokkend so6 koncentracio
A HPLC technika elényei:

o klasszikus oszlopkromatografias modszerekhez képest gyors (hagyoményos ioncseréld
kromatografia elucios sebessége 6-20 ml/6ra, HPLC 1-2 ml/perc),
e rendkiviil j6 felbontoképességii,

e nagy érzékenység és hatékonysag jellemzi.

A HPLC technika hatranyai:
e szamolni kell az oszlopeltomddés lehetdseégével,
e a finom szemcseméret miatt kivaloan vezérelt és pulzalasmentes szivattyukat kell
alkalmazni,

e nagy tisztasagli oldoszer sziikséges (14).

2.5.3. Forditott fazisu kromatografia

Az elvélasztas alapja az allofazis apolaros oldallancai és a minta hidroféb csoportja kdzotti
kolcsonhatds. Az RP-HPLC-hez alkalmazott allofazisok erdsen hidrofob karaktertiek.
Altaldban szilika alap hordozéhoz kovalensen kotott alkil- (leggyakrabban C18) csoportot
tartalmaznak a feliileten. A feliilethez kotott alkil-lancok mennyisége, a boritottsag is
befolyasolja a felbontast. A mozgotazis kivalasztdsanal az olddszererdsség, a viszkozitds és az

UV-detektilas esetén az oldoszer UV-elnyelése a meghatarozé (BARCZA-BUVARI, 2008.).
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A mintakat analizaltuk a Merck -Hitachi LaChrom nagyhatékonysagu folyadékkromatograf
diodasoros detektorral L-7455, automata mintavevével L-7250, interface L-7000, pumpa L-

7100 és a HPLC rendszerhez Manager szoftvert, hasznaltunk.

24



2.5.4. MALDI TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
Mass Spectrometry)

A MALDI TOF technikat Koichi Tanaka hasznalta el6szor biomolekuldkra. Ennek a
modszernek nagy elénye, mas tomegspektrometrias modszerekkel szemben, hogy megfeleld
matrix alkalmazasaval egyszeriibbé teszi a spektrumok értékelését valamint lehetové teszi
nagy tomegli molekuldk és elegyek vizsgalatait (TANAKA, 1998.). A matrix a nem illékony
molekulat segiti a gaz fazisba juttatni egy lézer segitségével. A lézer impulzusszeriien
sugarozza be a matrix-minta kristdlyokat, a lézer energiajat a matrix molekulai elnyelik,
kristalybol gaztfazisba keriilnek, mig a veliik egyiitt kristalyosodé molekulakat is magukkal
ragadjak. A gézfazisba jutott molekuldk molekulatomegét TOF (time of flight) repiilési ido
alapjan mérik. A toltéssel rendelkezd részecskék egy gyorsitd fesziiltség hatdsara egy adott
sebességgel fognak repiilni. A kiilonb6zd molekulatomegii részecskék eltéré idé utan
csapddnak a detektorba, ahol elektromos jelet hoznak Iétre. Megfeleld kalibralas utdn a
molekulatdmeg meghatarozhatdo (TANAKA, 1998.).
A MALDI TOF-MS analizist a melatonin molekula azonositasara alkalmaztuk.
Az eljaras eldnyei:

e Nagy érzékenységl,

e mikro szekundum alatt ad spektrumot teljes tartomanyban,

o felsd tomeghatara elméletileg nincs,

e nem fragmental.
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3. Mérési eredmények

3.1. Szarazanyag tartalom meghatarozas

Méréseink soran meghataroztuk az egyes meggy mintdk szarazanyag tartalmat. A kapott

eredményt tablazatba foglaltuk Gssze.

4. tablazat: Vizsgalt fajtak szarazanyag tartalma

Fajta Kiindulasi tdmeg (g) Extrahalt tdmeg (mg) Szérazanyag tartalom (%)
E 108 51,4 13,20+ 0,122
Ciganymeggy7 212 227 14,41+ 0,161
A 214 114,8 15,11+ 0,231
M 152 81,9 15,79+ 0,135
VN4 204 69,3 16,10+ 0,181
Pandy 279 142 177,1 16,12+ 0,070
Ciganymeggy59 200 118 17,46z 0,130
Erdi jubileum 214 81,8 19,09+ 0,165
VN1 204 69,3 21,83+ 0,131

A mérés soran azt tapasztaltuk, hogy az altalunk vizsgdlt fajtdk szarazanyag tartalma
jelentdsen eltér. Magas szarazanyag tartalommal jellemezhetd a ,,VN1” Bosnydk-fajtakorbol
szelektalt, valamint az ,,Erdi jubileum” fajta. Kisebb szarazanyag tartalommal jellemezhetd
az Ujfehértoi fiirtosbol szelektalt fajtak, és a ,,Ciganymeggy7” fajta. A kapott eredményekbél
az is kideriilt, hogy a magas szarazanyag tartalommal rendelkezd fajtakbol kevesebb
mennyiségli kivonatot extrahdltunk, mig a kisebb szarazanyag tartalommal rendelkezd

fajtaknal nagyobb mennyiségii extraktumot allitottunk eld a kloroformos extrakcioval.
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Magyarorszagi meggyfajtak szarazanyag tartalma
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4. abra: Vizsgalt fajtak szarazanyag tartalma

3.2. Kromatografias rendszer:

Kromatografids rendszert fejlesztettink ki a melatonin kvalitativ ¢és kvantitativ
meghatarozdsdra a magyarorszagi meggyfajtabol. Gondos minta el6készités utan
betoményitett mintabol melyet 1000 pl metanolban oldottunk ezt kdvetéen a mintait SIGMA
2-16 SARTORIUS centrifugaltuk 5 percig 10000 rpm-n ¢és a feliiliszobdl hataroztuk meg az
meghatarozasdhoz standardot hasznéaltunk melatonin 99+% (Alfa Aesar, Germany).

A melatonin retencids ideje a fenti kromatografias rendszerben 5,49 min.

A melatonin pontos koncentracidjanak ismeretében ellendriztiik a fejlesztett kromatografis
rendszer rendszerpontossagat, a modszer ismételhetdségét. Az elvégzett mérések alapjan a
rendszerpontossag megfelel az irodalmi kovetelményeknek, az Rsd érték 3% alatti, a

detektalasi hatar 0,001 mg/ml.

5. tablazat: Alkalmazott HPLC rendszer (REITER, et. al. 2005, Remenyik altal médositva 2012).

Melatonin HPLC rendszer
All6 fazis 100x4,6 mm Chromolit Performance RP-18
Eluens A pumpa acetonitril: B pumpa pH 4,95 Sorensen puffer
Elucio Isocratikus
Aramlasi sebesség 1 mi/min
Injektalt térfogat 50 pl
Alkalmazott standard Melatonin 99+% (Alfa Aesar, Germany)
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3.2. A melatonin maximalis elnyelésének meghatarozasa:

Jasco tipusu kétsugaras spektrofotométeren 1mg/ml standard oldat teljes elnyelési spektrumat
vizsgaltuk 200-700 nm hulldmhossz tartomanyban.

L

Abs? |
| 1
| A
1+ II !
I.
o 1 1 L i L L =
200 300 400 500 GO0 00
Wavelengthfnm]
Date 0202172005 11:225M
File name dH20002 jws
hoded W-G50
Serial Ma. COZa5068
Band width 2.0 nm
Response Medium
Measurement range 700 - 200 nm
Data pitch inm
Scanning speed A00nmmin
Sample ID 2
Mo. of cycle 1
Sample name
Operator
Comment
1, 278.0, 1.2538 2, 212.0, 3.5817

5. abra: A melatonin elnyelési spektruma
A spektrumbol lathatd, hogy a melatonin az indol vaznak kdszonhetden UV aktiv. Két

elnyelési maximummal rendelkezik, amely 210 nm és 275 nm. A detektalast 275 nm-en
végeztik.
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3.3. Adott koncentracioju kalibracios oldat csucs alatti teriileteinek meghatarozasa

6. tablazat: Koncentraciokhoz tartozo csucs alatti tertilet

Koncentracié (ng/ml)  Csics alatti teriilet
2 17867
4 48607
6 75198
8 97959
10 128200
15 194065
30 426237
40 508994
50 773541
60 953499
80 1180572
150 2380268
200 3018246
Kalibracios egyenes
_ 3500 -
§ 3000 F y = 15265x -
r R?= 0,997
A 2500 ; //
r 2000 -
e C
. 1500 —
% 1000 - /
500 B
o WMy

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

koncentracid{pg/ml)

6. abra: Kalibracios egyenes
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A melatonin retencids ideje a fenti kromatografias rendszerben 5,49 min.

44 Melatonin_20 - Vial 111 Inj 1 Melatonin st - Fixed 280 nm
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7. abra: Standard melatonin retencids ideje

Vizsgaltuk a termesztésben leggyakrabban eléforduld meggyfajtdk melatonin tartalmat. A
mennyiségi ¢s mindségi analizist HPLC-s technikaval végeztiik (9-12. sz. melléklet).

A mindségi azonositast standard segitségével a mennyiségi meghatarozast belsé addicios
modszerrel szamoltuk ki. A vizsgalt meggy gylimdlcs melatonin koncentracidjat széaraz

tomegre vonatkoztatva adtuk meg.
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Injection Table: Pelda 2606
WialMa  Volull  Wial lnjNa Tupe Sample Mame Conc. Info Sample Amount  Int Std Amount  Sample Description
11 50,00 1 UNK

8. 4abra: ,,VN4” meggyfajta kromatogramja

A ,Pandy 2797, és az ,Erdi jubileum” alacsony melatonin koncentracioval jellemezhetd,
atlagosan 0,162 pg/g szaraz tomegre vonatkoztatva. Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy
a ,,VN4” meggy minta magas melatonin tartalommal 9,893 ng/g széraz tomegre
vonatkoztatott tomeggel rendelkezik. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a Bosnyak
fajtakorbdl szelektalt ,,VN4” fajta melatonin felhalmozé. A ,,Cigdnymeggy” klénoknal, kozel
azonos mennyiségii melatonin koncentraciot szamoltunk, mig az ,,Ujfehértoi” tajszelekciobol
szarmaz6 mintakbol az ,,M” fajta szignifikansan alacsonyabb melatonin tartalommal
rendelkezik, mint a masik ugyanazon t4jszelekciobdl szarmazé variansok. Az altalunk vizsgalt
magyarorszagi meggyfajtdk melatonin tartalméanak atlagos értéke 2,319 ng/g szaraz tdmegre

vonatkoztatva.
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7.tdblazat: Vizsgalt fajtdk melatonin tartalma (ug/g)

Fajtak Melatonin tartalom szaraz tdomegre vonatkoztatva (ug/g)
Pandy 279 0,126+ 0,014
Erdi jubileum 0,198+ 0,015
M 0,358+ 0,050
VN1 1,186+ 0,090
E 1,547+ 0,119
A 2,175+ 0,028
Ciganymeggy59 2,466+ 0,119
Ciganymeggy7 2,923+ 0,133
VN4 9,893+ 0,181
Magyarorszagi meggyfajtak melatonin tartalma
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Vizsgalt meggy fajta
9. éabra: Vizsgalt fajtdk melatonin tartalma (ng/g)

Preparativ HPLC-s modszerrel a Bosnyak fajtakorbdl szelektalt ,, VN4 mintabol a nagy

intenzitasu 5,76 percnél detektalhato frakciot izolaltuk.

Az izolalt vegyiilet molekulatomegét MALDI TOF-MS segitségével meghataroztuk.
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10. abra: Az izolalt vegyiilet molekulatomege megegyezik a melatonin

A spektrumon jol lathaté a 232,29 g/mol molekulatomegli frakcionk melynek értéke
tokéletesen megegyezik az irodalomban szerepld melatonin molekulatomeggel, illetve a

[M+Na]+ 255,30 g/mol és kis intenzitassal lathato [M+K]+ molekulaionok jelei is, 273,214

molekulatomegével

g/mol ezen kiviil egyéb szennyez0 anyagot nem tartalmaz a spektrum.

Az izolalt vegyiilet szerkezetét NMR mérésekkel igazoltuk. A kapott karakterisztikus

értékeket az alabbi tdblazatban foglaltuk Gssze.

8.tablazat: *H NMR értékek

Csoport Kémiai eltolodas | Csatolasi allando Jel alakja
(3 ppm) (3, H)
2-CHjs 1,88 S
OCHjs 3,88 S
b-CH, 2,92 6,5 t
I-CH3 3,40 6,5 q
6-H 6,89 8,5 q
4-H 6,92 2 d
7-H 5,7 8,5 d
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9.Tablazat: °C NMR értékek

Csoport Kémiai eltolodas

(6 ppm)
2-CH3 23,25
CH; 25,47
b-CH; 41,51
OCHjs 57,54
C-3 112,98
C-4a 128,71
C-5 154,16

C-7a 133,047

Mind a proton-, mind a szénl3 NMR értékek jO egyezést mutatnak az irodalomban
meghatarozott értékekkel, ami alapjan bizonyitott, hogy a mért és az izolalt vegyiilet a N-

acetil-5-metoxi-triptamin.
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

Megvizsgaltuk a Debreceni Egyetem MezOgazdasag-, Elelmiszertudomanyi  és
Kornyezetgazdalkodasi Kar Allattudomanyi, Biotechnolégiai és Természetvédelmi Intézet
Takarmany- és Elelmiszer Biotechnologiai Tanszékén, az Ujfehértoi Gyiimolcstermesztési
Kutatd ¢és Szaktandcsad6 Nonprofit Kozhasznu KFT.-t6l szarmazd a termesztésben
leggyakrabban el6forduld magyarorszagi meggyfajtak biologiailag aktiv komponensei koziil a
melatonin mennyiségét.

e Ciganymeggyekbdl: ,,Ciganymeggy59” és a ,,Ciganymeggy7”.

e Maraszkam meggyekbdl: ,,VN1” és a ,,VN4”,

e Uvegmeggyekbél: ,,Pandy279”, L Erdi jubileum”, ,,A”, ,,E”, ,M”.
A Dbeltartalmi mutatok koziill meghatdroztuk a melatonin tartalmat friss mintdban.
Vizsgélataink soran extrakcios eljarast dolgoztunk ki annak érdekében, hogy minél
hatékonyabb modon tudjuk kioldani a vizsgalni kivant vegyiiletet. Tovabba kromatografias
eljarast fejlesztettiink ki a melatonin kvantitativ és kvalitativ meghatarozasara. Preparativ
HPLC-s technikaval a standarddal egyez6 vegyiiletet tisztitottunk az extraktumbdl a tisztitott
minta szerkezetét MALDI TOF-MS technikaval igazoltuk.
Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a meggykutatasok a ,,Montmorency” (Prunus cerasus)
valamint az 1984 6ta honositott termesztésbe vont ,,Balaton” névre atnevezett ,,Ujfehértc')i
flirtos” fajtara terjedt ki. Texasi kutatok méréseik sordn a kovetkezd eredményeket kaptik:
,2Montmorency” (Prunus cerasus) melatonin koncentracioja 2-13,46 = 1,10 ng/g friss tomegre
vonatkoztatva. Valamint a ,,Balaton” melatonin koncentracidja 2,06 = 0,07 ng/g. Mérési
eredményeink (a pontos Osszehasonlitas érdekében ng/g tartomanyba szdmoltuk &t valamint a
széraz tomegre vonatkoztatott értékeket visszaszamoltuk friss tomegre) azt igazoljak, hogy a
magyarorszagi meggyfajtdk kiemelkedden magas melatonin tartalommal birnak. Az
értéke: 196,490 + 0,495 ng/g. Méréseink alapjan megallapithatd, hogy a bioldgiai érettség
allapotaban betakaritott altalunk vizsgalt magyarorszagi meggyfajtdk kiemelkedéen magas
melatonin tartalommal jellemezhetéek. Ezen eredményeinkre alapozva, elmondhatjuk, hogy
a meggy gyiimolcs természetes melatonin forrds lehet. Mindazonaltal alkalmassé valhat arra,

hogy melatonin felhalmoz6 funkcionalis élelmiszereket fejlessziink beldle.
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Osszefoglalas

A Debreceni Egyetem Mez6gazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar
Allattudomanyi, Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet Takarmany- és Elelmiszer
Biotechnologiai Tanszékén, 2003-ban kezdédott el magas endogén antioxidans kapacitast
meggyfajtak kutatasa.

Megvizsgaltuk az Ujfehértéi Gyiimolestermesztési Kutatd és Szaktanacsaddé Nonprofit
Kozhaszntt KFT.-t0l szdrmaz6 a termesztésben leggyakrabban eléforduld magyarorszagi
meggyfajtak biologiailag aktiv komponensei koziil a melatonin mennyiségét.

Kisérleti munkank soran extrakcids eljarast dolgoztunk ki a melatonin hatékony kioldasa
érdekében. Tovabba kromatografids eljarast fejlesztettiink ki a melatonin kvantitativ ¢és
kvalitativ meghatarozasara. Preparativ HPLC-s technikéaval a standarddal egyezd vegytiletet
tisztitottunk az extraktumbdl és a tisztitott minta szerkezetét MALDI TOF-MS technikaval
igazoltuk.

Meéréseink alapjan megallapithatd, hogy a bioldgiai érettség allapotdban betakaritott
magyarorszagi meggyfajtdk nagy mennyiségli melatonint tartalmaznak.

Vizsgélataink alapjan elmondhatd, hogy a ,,VN4” fajta kiemelked6en magas melatonin
tartalommal 9,893 ng/g rendelkezik. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
,Bosnyak” fajtakorbdl szelektalt ,,VN4” fajta melatonin felhalmoz6. Az altalunk vizsgalt
magyarorszagi meggyfajtdk melatonin tartalméanak atlagos értéke 2,319 pg/g.

Ezen eredményeinkre alapozva, elmondhatjuk, hogy a korabbi irodalmi adatokhoz képest egy
sokkal hatékonyabb extrakcios eljarast fejlesztettiink ki melatonin meghatirozasara a
gylimolcshusbol. A szakirodalmak melatonin detektaldsara alkalmas kiilonb6z6 modszerekrol
szamoltak be ugy, mint: szilard fazisu extrakcio (SPE), enzimhez kapcsolt immunszorbens
vizsgalat (ELISA) és nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC). A vizsgalati mintat
elékeészitettiik, szilard fazisu extrakcioval HPLC-s mérésre és azt tapasztaltuk, hogy a meggy
mintaban nem volt detektalhato mennyiségli melatonin. Ennek oka lehet, hogy az alkalmazott
SPE oszlop 1 ml extraktum elvalasztisara képes. Az 1 ml extraktum nem tartalmaz
diddasoros detektorral rendelkezd HPLC szdmara detektalhatdo mennyiségli melatonint. Ilyen
kis mennyiségben eléforduld molekula kinyeréséhez preciz maceracids eljaras kidolgozasara
van szilikség, mert a vizsgalt molekula a novényi sejtekben illetve sejtalkotokban fordul eld.
Tovabba a meggy bizonyos komponensei példaul frukt6z és szacharéz valamint az egyéb

fenolos komponensek miatt a melatonin nem tud megkotddni a SPE oszlopon, igy a vizsgélni
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kivant molekula elvész a mintabol. Természetesen ez nem azt jelenti, hogy a fent emlitett
kivonasi eljards nem megfeleld, de ebben az esetben a melatonin detektdlashoz nagy
érzékenységli miiszeres analitikai mddszerre van sziikség példaul fluorescens detektorral
rendelkez6 HPLC-re. Mérési eredményekbdl késobb kideriilt, hogy kb.: 200g friss meggy
mintabol kiindulva az altalunk moédositott kloroformos extrakcios eljarassal 0,126 ug/g
melatonin koncentraciét mar nagy biztonsaggal tudtunk detektalni a diodasoros HPLC-vel.
Hatékony kromatografias eljarast fejlesztettiink ki a melatonin mindségi €s mennyiségi
elemzésére. A kromatogramon lathat6, hogy a melatonin jol elvalaszthatdé az egyéb
komponensektdl. Fontos megemliteni hazank f6ldrajzi, éghajlati adottsagait és az évtizedes
hazai nemesité munkat melynek koszonhetéen kimagaslo beltartalmi paraméterekkel
rendelkez0 fajtak jottek 1étre. Ezen eredmények igazoljak, hogy a magyar meggy természetes
melatonin forras lehet. Mindemellett alkalmassa valhat arra, hogy melatonin felhalmozé

funkcionalis élelmiszereket fejlessziink beldle (13. sz. melléklet).
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1. szamu melléklet: A melatonin bioszintézise

BIOSYNTHESIS OF MELATONIN

w° &
M C-Ow R HH
F P [
C= C=NH, C=C~NH C~C-NHz
R i I ’ |' T
o L H H H H
en 'rnvw'rcmun 0 H _AROMATIC L-AWINO “
" WYOROXTLASE H ATID DECARBORYLASE
SEROTONIN
TRYETOPHAN & HYDROXYTRYPTOPHAN 15 -HYDROXYTRYPTAMINE )
o " o " HH D
[ It [ [
HO ?-:-n-t-tuz CH30 | Cog-N-C-Cry
" I 2 ua " I HOH
3 H ';' L]
JACETVUARNG . W ) HYDROKYINDOLE -O-METHYL H
ENZYME TRANSFERASE
MELATON N
M- RCETYLSEROTONIN 5= METHORY, N=-ACE TYLTRYPTAMINE)

Forras: Iy

2. szamu melléklet: Szarazanyag tartalom meghatarozasara elokészitett mintak

3. szamu melléklet: Liofilizalo berendezés
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4. szamu melléklet: Extrakcid fénytdl elzart kornyezetben

6. szamu melléklet: Az extrahalt mintdkat szarazra paroltuk

[ N

7. szamu melléklet: HPLC mérésre eldkészitett mintak
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8. szamt melléklet: Nagynyomast folyadékkromatograf (HPLC)
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Injection Table: Pelda 2605

Yial Mo Valull  ViallnjMNo Type Conc. Info Sample Amaunt  Int Std Amaunt Sample Description

lalos| ofm m|

Hhsorbance (Al)

11,44
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Conc. Info__ Sample Amount [Nt Std Amount_Sample Description

11. szamu melléklet Az ,,E” minta kromatogramja
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ibsorbance (AU)
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melatonin

Retention Time (min)

Conc. Info Sample Amount  Int Std Amaunt Sample Description
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