A fehér akac (Robinia pseudoacacia) bioaktiv komponensei

Bioactive components of black locust (Robinia pseudoacacia)

Olajos Judit
Biologia BSc II1. évfolyam
Allatorvostudomanyi Egyetem

Biologia Intézet - Okologia Tanszék

Témavezeté: Dr. Moricz M. Agnes
Tudomanyos fomunkatars

MTA ATK NOVI, Novényi Kérélettani Osztaly

Belso konzulens: Dr. Szabo Péter
Egyetemi docens

Allatorvostudominyi Egyetem, Biologia Intézet, Okologia Tanszék

Budapest
2017



Tartalomjegyzék

TartaloMIEZYZEK ....vveeiiiee it 1
1. ROVIAItESEK JEZYZEKE. ...uviiiiiiiiiiie it 2
2. BEVEZEES....oiiiiiiiiii it 3
3. 1rodalmi AHEKINtES .......vivieiiiiiiee e 4
4, CEIKITUZESEK ....vivviriiiiti s 6
S, ANYAQ €S MOUSZET .....vviiiiiiiiiiiii ittt ettt st e e e b e e e bee e 7
5.1. Mintagyiijtés, el0KESZItES €S tATOlAS .......viviiiiiiiiiiiiec e 7
5.2.  Vékonyréteg kromatografia (TLC) .....cccooovviiiiiiiiiicirereee e 8
5.3.  Direkt bioautografia (DB)........ccciiiiiiiiiiiiiii e 9
5.4. Antioxidans aktivitas vizsgalatok (rétegen és mikrolemezen)............c.ccocvvrvvennee. 11
5.5. Statisztika €s video denzitOmetria.........c.ccvvrverieiiiiiieiieiee e 12
5.6. Karakterizalas (reagens vizsgalatok) .........c.ccorviriiiiiiiiiiiiieee e 13
5.7, TZOIANAS . e 14
5.8.  Nagymiiszeres VIizSZAlatoK..........ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 15
6. EredmMENYEK.......ccoviiiiiiiiiiiieii s 16
6.1. Vékonyréteg kromatografia (TLC) eredményei .........cccvvvvviiiiiiiiiiciiniiieenn, 16
6.2  Direkt bioautografia eredmenyel ..........cociiiviiiiiiiiiiiic 17
6.3  Antioxidans aktivitas vizsgalatok eredményei (rétegen és mikrolemez).............. 22
6.4  Statisztika és video denzitometria...........cooerveiriiriiiisiniieseese e 27
6.5 Reagensvizsgalatok eredmeényei........cccoviiiiiiiiiiiiiiiici 31
6.6  1z0lAl4s eredmMENYel ......coviiiiiiiiiiii i 32
6.7 Nagymiszeres vizsgalatok eredmeEnyei .........cocvevvirieeiiiiiiiisieie e 34
7. KOVEKEZIEIESEK ....ovviiiiiiiiiiciic e 37
8. OSSZEFOZIALO ......vvvveieivieecve ettt 39
O 11101 0 0 U YRR 40
10, TrodalomEEYZEK ......cciviiiiiiiiiiiie e 41
11, KOSZONEtNYIIVANITAS ...c.oeiieiiiiiiiii e 43
12, FUGEEIEK .o s 44



1. Roviditések jegyzéke

A% - Antioxidans aktivitas

ACN - Acetonitril

DB - Direkt bioautografia

DPPH - 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil, stabil szabadgyok vegyiilet

EtAc - Etil-acetat

ESI (Electrospray ionization) - Elektroporlasztasos ionizacio

EtOH - Etanol

GAE - Galluszsav ekvivalencia

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) - Nagyteljesitményt
folyadékkromatografia

MeOH - Metanol

MS (Mass Spectrometry) - Tomegspektrometria

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, vitalis festék
NMR (Nuclear Magnetic Resonance) spektroszkopia - Magneses magrezonancia
spektroszkopia, mely szerkezet meghatarozasara alkalmas

NP-PEG - Natural Product so (difenilboriloxietilamin) és poli-etilén-glikol reagens
OD (Optical density) - Optikai stirtiség

RE - Retencios faktor (az anyag elmozdulasa a startrol)

TLC (Thin-Layer Chromatography) - Vékonyréteg kromatografia

VIS - Lathato fény tartomanya, 400-700 nm hulldmhosszig



2. Bevezetés

A fehér akac (Robinia pseudoacacia) Eszak-Amerikdban Gshonos, rendkiviil
mutatds fa, mely kivaloan alkalmazkodik a gyengébb mindségli életterekhez. Vegetativan
jol szaporodik, magjai csirazoképességiiket a talajban évtizedekig meglrzik.
Szimbidzisban él Rhizobium baktériumokkal, ami ugyancsak hozzajarul ahhoz, hogy az
akac vilagszerte hatalmas allomanyokkal rendelkezzen. A kezdetben diszfaként, majd
kitermelés céljabol iiltetett ndvény mara globalisan invazivva valt, melyhez allelopatikus
(novekedésgatlo)  masodlagos  anyagcseretermékei  is  hozzajarulnak.  Mivel
allomanycsokkentése sziikséges, kiilonféle felhasznalasa, mely kiterjed a névény minden
részére, gazdasagi szempontbdl kiemelten fontos lehet.

Manapsag egyre siirgetébbé valik ujfajta hatébanyagok ¢és antibiotikum-
készitmények piacra keriilése a novekvd antibiotikum rezisztencia és multirezisztencia
miatt, igy ez az invaziv 6z6nndvény a benne eléforduld értékes anyagok miatt jelentds
alapanyagforrast biztosithatnak a gyogyszergyartashoz.

Az antibiotikumok kérdéskore mellett fontos megemliteni a kor népbetegségének
tekinthetd neurodegenerativ megbetegedéseket, melyek az id6s6dd emberek életmindségét
jelentdsen rontjak. A tiinetek kialakulasa utdn a beteg allapotanak visszaforditasara nincs
lehetdség, de szinten tarthato, illetve megelozhetd. Ezt a szervezetbe juttatott
antioxidansokkal lehet elérni, melyek els6sorban az oxidativ stressz kovetkeztében
keletkezé O" szabadgyokok lekotéséért felelsek.

A fehér akacbol mar szamos bioaktiv anyag leirasra keriilt, tobbségiik mérgezo
volta miatt adott okot az azonositasra. Az akac viraganak és mézének vizsgalata azonban
igazolta, hogy érdemes atfogoan vizsgalni a ndvényt, hiszen jotékony hatasu flavonoidok

¢és izoflavonoidok is talalhatoak benniik.



3. Irodalmi attekintés

A fehér akac (Robinia pseudoacacia) a pillangésviragiiak (Fabaceae) csaladjaba
tartozo Eszak-Amerikdban és Mexikoban 6shonos fafaj, melyet Magyarorszagon a XVIIL.
szazad elején kezdtek tltetni erddsités céljabol elsdsorban az alfoldi szikeseken, valamint a
homokos teriileteken a futohomok megkotésére. A szdraz, homokos talajon éldhelyet
biztosit a homoki szarvasgombanak (Mattirolomyces terfezioides) is, mely csak Ko6zép-
Eurdpa akacosaiban ¢l (BABOS, 1981). Az els6 tomeges telepités a XIX. szazad kdzepén
kezdédott, majd az 1923-as alfoldfésitasi torvény hatdsara a masodik vilaghabortig tébb
tizezer hektar akacost iiltettek. Sokaig az erddsitések tobbségét e fajjal oldottak meg, igy
2012-re erdeink egynegyedét akacosok alkottak (KSH, 2010; 2012).

Ez a rendkiviil mutatds parkfa a 20-30 méteres magassagot is elérheti, torzse barna,
mélyen barazdalt. Levelei paratlanul szarnyasan Osszetett, 7-19 levélkéjiiek, elliptikusak,
tompa, esetleg kicsipett csucsuak. Az dgak palhatiiskéket viselnek, melyek alja ellaposodo,
a vesszO kopasz vagy elkopaszodd. Jellegzetes illath, fehér partaji virdgai lecsiingd
fiirtokben ndnek az 6todik évtol. Majus kdzepén rovid ideig viragzik, oktdoberben érik be 6-
11 centiméter hosszu kopasz hiivelytermése (KIRALY, 2009). Vese alakl magjai a talajban
évtizedekig meg0rzik csirdzoképességiiket. Vegetativan is sikeresen szaporodik t6é- és
gyokérsarjakkal (CS1szAR, 2012), igy nagy teriileteket képes meghdditani. Azonositottak
tobb allelopatikus (novekedésgatld) hatasi anyagot is a ndvény leveleibdl, mint a
robinetin, miricetin és kvercetin flavonoidok, melyek szintén szerepet jatszhatnak
invazivitasaban (NASIR ES MTSAI, 2005).

A novény gazdasagi jelentdségéhez hozzajarul, hogy kitlind mézeld fa. Vilagos,
cukrosodasra alig hajlamos méze kiilonleges exportcikknek szamit Eurdpaban és a hazai
méztermelés nagy hanyadat is akacok biztositjak. Faanyagat az épit6-, illetve a butoripar
hasznositja, s emellett j0 minéségi tiizifa (KSH, 2013).

Gazdasagi jelentdsége mellett a fehér akic eddigi vizsgélatai sordn szamos
baktericid és fungicid anyagcsereterméket talaltak, példaul a magban kis molekulasalyt
peptideket, melyek akar humdan- €s allategészségligyi vonatkozasban is jelentdsek lehetnek
(TALAS-OGRAS ES MTSALI, 2005).

A fehér akacbdl leirt flavonoidok, mint az akacetin (PERKIN, 1900), a
szekundiflorol és az izomukronulatol, a flavonoidokra jellemzd altalanos peszticid €s
antioxidans tulajdonsagok mellett (JOYEUX ES MTSAI 1995) citotoxicitast is mutattak human

rakos sejtvonalak esetében (TIAN ES MCLAUGHLIN, 2000).
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Az Oregedd tarsadalmak komoly problémaja a neurodegenerativ betegségek, mint
az Alzheimer-kor, Parkinson-kor és a demencia. Ezeknek feltételezett kivalté oka, egy
sajatsagos szabadgyOk reakciosor, melynek idegkarositd hatdsa van. Ezt a folyamatot
antioxidans hatdsu anyagokkal lehet semlegesiteni (EVANS, 1993; BOWLING ES BEAL,
1995), igy az akacbol leirt flavonoidok ezen koros allapotokkal szemben is segitséget
nyujthatnak. Szamos kutatas soran vizsgaltdk az akac virdgat és mézének Osszetételét, nagy
hangsulyt fektetve a mézben talalhatd jotékony vegyiiletekre (KENJERIC ES MTSAI, 2007,
TRUCHADO ES MTSAI, 2008). A novénybdl szamos glikozidot mutattak ki, koztiik a toxikus
robinin vegyiiletet is (HATTORI, 1925; FREUDENBERG ES HARTMANN, 1954), illetve a
hemagglutinald hatasu lektineket, mely lovakban stlyos mérgezést okozhat (DUVERGER ES
DELMOTTE, 1996; CAVADA ES MTSAI, 1998). Leveleibdl apigenint, diozmetint, luteolint és
kvercetint is leirtak (VEITCH ES MTSAI, 2000). A korabbi kutatdsokban tobbek kozt LC-
MS(/MS) és NMR technikdkat alkalmaztak a vegyiiletek meghatarozasara (TIAN ES
MCLAUGHLIN, 2000; VEITCH ES MTSAI, 2000; NASIR ES MTSAI, 2005).



4. Célkituzések

A fehér akac Eurdpa-szerte elterjedt fafaj, melyben korabbi kutatasok igazoltak a
bioaktiv anyagok jelenlétét, igy e nagy tomegben rendelkezésre allo novény konnyen
hozzaférhetd gyogyszeripari alapanyag lehet. Ennek tudataban kezdtik vizsgalni a
kiilonbozé részek (kéreg, levél, virdg, termés) kivonatait vékonyréteg kromatografidhoz
kapcsolt biologiai tesztekkel.

Célunk kidolgozni egy olyan minta eldkészitési protokollt, mellyel egységesen
tudjuk kezelni a mintakat, mely gyors ¢és alkalmazhaté minden gyiijtott novényi részre,
illetve stabil kivonatok el6éallitasat teszi lehetové.

A kivonatokban 1évé komponensek elvalasztasara vékonyréteg kromatografias
modszereket fejlesztiink, ami altal informaciot nyeriink a kromatografias tulajdonsagaikrol,
illetve biztositjuk az egyes elvalasztott komponensek tovabbi vizsgalatat. Antioxidans és
antibakterialis anyagokat keresiink, melyeknek anyagcsoportjat reagensekkel hatarozzuk
meg, majd izolalasuk utan nagymiszeres analitikai modszerekkel (HPLC-ESI-MS, illetve
MS/MS) jellemezziik, lehetéség szerint azonositjuk Oket. Célunk az antioxidans és
antibakterialis komponensek iddbeli, tavasztol szig tartd valtozasanak kovetése is.

A kivonatok teljes antioxidans aktivitasat galluszsav-ekvivalens (GAE) értékben
adjuk meg, ami alapjan 6sszehasonlitast végziink a kiilonb6z6 idoben, kiillonbozoé helyrol

gyljtott mintak kozott.



5. Anyag és Modszer

5.1. Mintagyiijtés, elokészités és tarolas

A tavaszi és Oszi akdcmintakat az orszag szamos pontjardl gytjtottik, ezeket a
Fiiggelék 1. és 2. tablazata foglalja 0ssze. A fehér akac riigyfakadasa marcius kozepén
kezddédik €s majusra a teljes lombozat kifejlédik, ebben az idészakban kezddédik a viragzas
iIS. A lombhullas oktober-novemberben jellemzd, a termés oktober kodzepére érik be
(CsiszAR, 2012). Ezen ismereteket felhasznalva a tavaszi mintagyiijtési periddust majus
15. és majus 29. kozott jeloltiik ki, hogy a lehetd legtobb egyed virdgozzon a mintazaskor.
Az 0szi mintagyljtés oktober 16. és oktdber 23. kozott tortént, amikor az akécok termése
beérett. Egy farol harom mintavételezési pontrol az adott id6szaknak megfelelé minden
novényi részt (levél, kéreg, virdg, termés) tartalmazo vesszot (egy éves hajtast) szedtiink.
Kivalasztottunk egy egyedet Veszprémben (GPS-koordinatak: 47.102411, 17.935618),
melyrdl tavasztol dszig kéthetente mintavételeztiink kérget és levelet, hogy atfogd képet
kaphassunk a ndvényi anyagosszetétel éven beliili valtozasarol. A gyiijtott mintdkat a
kidolgozott minta-el6készitési protokoll szerint kezeltiik, tovabbi felhasznalasig hiitve
taroltuk. A friss mintdkat a begyljtést kovetden szétvalogattuk, az esetleges
szennyezddéseket eltavolitottuk. A vesszOkrdl levalasztottuk kiilon a viragokat, a termést
és kiillon a leveleket, majd a kiilsé kéreg-hancs-kambium réteget is lehantottuk (az
egyszertiseég kedvéért a  tovabbiakban , kéreg”-ként aposztrofdlom), ezutdn
szobahOmérsékleten, fénytdl elzart helyen szaritottuk. A kiszaradt mintakat kavédaralo
segitségével poritottuk és megjelolt mintatartd livegekben taroltuk 4 °C-on a tovabbi
felhasznalasig. Az elOvizsgalatokhoz a mintdkbol 150 mg-nyi mennyiséget
Eppendorf-csovekbe mértiink, ehhez kiilonboz6 oldoszereket (50%-0s EtOH, MeOH,
EtAc) adagoltunk 1 ml mennyiségben. A tovabbi 1épéseket az 1. abra mutatja.

feliiliszo leszivasa

3 perc centrifuga

_— ) —

1. abra — A kivonatkészités 1épései.



Az oldoszer hozzdadésa utan 1 percig vortexeltiik (Velp Scientifica ZX4), 3 percig
ultrahangos vizfiirdében helyeztilk (Tesla UC 005 AJl), majd wjabb 45 masodperc
vortexelést kovetden centrifugaltuk a kivonatokat. A centrifugalast Dragonlab D1008
centrifuga segitségével, 5000 G-vel végeztiik 1 percig, majd a feliilaszot atpipettaztuk egy
tiszta Eppendorf-csébe. A csoveket egyedi jeloléssel lattuk el és 4 °C-on, hiitében taroltuk

a vizsgalatokig. A mintak atlagos szarazanyag-tartalma 98 mg/ml.

5.2. Vékonvyréteg kromatografia (TLC)

Az akac kivonatok komponenseinek elvalasztasdhoz normal fazisu szilikagél 60,
normal fazisu szilikagél 60 Fss, és RP-18-as rétegeket hasznaltunk a Merck (Darmstadt,
Németorszag) cégtdl. A rétegkromatografidban a mozgoé fazishoz tobbféle olddszerelegyet
(n-hexan, EtAc, EtOH, ecetsav) kiprobaltunk, melyet elévizsgalatok alkalmaval
fejlesztettiink ki a pontosabb elvalasztas érdekében. A rétegre 2-10 pl-nyi kivonatot vittiink
fel, melyet minden esetben egy 20 cm x 10 cm-es liveg ikerkadban (CAMAG, Muttenz,
Svajc) fejlesztettiink ki. A réteglapon a mintak elrendezése (2. abra) a kovetkezd volt:
minta — 8 mm, k6z — 8 mm, szé/ — 15 mm, jelolési magassag (start) — 8 mm, kifejlesztési

magassag (eluens front) — 90 mm-nél.

I 10 mm
————————————————————————————————— E|uensfr°nt

Mintahelyek

8 mm
8 mm Szél
D [_l_‘ 15 mm
N — — — E— Start
Koz I 8 mm

2. abra — Mintafelvitel elrendezése vékonyrétegen.

A kifejlesztés utan a rétegeket kivettiik a kadbol és az oldoszert leszaritottuk rdla. A
megszaritott kromatogramokat UV fény alatt (245 nm és 366 nm) dokumentaltuk, majd
direkt bioautografias vizsgalatokra, antioxidans aktivitas tesztre, karakterizalasra (reagens

vizsgalatokra) vagy izolalasra hasznaltuk.



5.3. Direkt bioautografia (DB)

A bioautografia az dsszefoglald neve a sikkromatografias elvalasztasi technikakhoz
csatolt mikrobialis kimutatasi modszereknek. A DB nagy elénye, hogy ..in situ” a rétegen
nagyszamu minta elvalasztott komponenseit lehet tesztelni egy idoben. A DB
vizsgalatoknal az antibakterilis hatast kétféle modon vizualizaltuk: vitalis festékkel vagy
biolumineszcens baktériumok alkalmazasaval.

Jelen vizsgalatban négy baktériumtorzzsel dolgoztunk:

e Bacillus subtilis — talajbaktérium
e Xanthomonas euvesicatoria — paprika patogén
e Aliivibrio fischeri — mélytengeri lumineszkald baktérium

e Pseudomonas maculicola — génmodositott lumineszkald ladfi patogén

A vizsgalat menete: a Kifejlesztett réteget szaritas utan belemartottuk baktérium
sejtszuszpenzidba. A szuszpenzidban 10 masodpercig tartottuk, majd kivettiik, s hagytuk,
hogy a felesleg lefolyjon. A matt baktériumos rétegeket (bioautogram) parakamraba tettiik
¢és 2 oran keresztiil 28 °C-on inkubaltuk. Az inkubaciot kovetden 1 mg/ml vizes MTT (Carl
Roth, Karlsruhe, Németorszag) oldatba meritettiik a rétegeket, majd 60 °C-on szaritottuk,
¢és lathatd fényben fényképet készitettiink. A metabolikusan aktiv, él16 baktériumok altal
termelt mitokondrialis dehidrogendz enzim hatésara a sarga MTT festék kék szintt MTT-
formazanna redukélodott. Az MTT molekuldban bekovetkezd véltozas okozta szinreakcid
a vizualizdci6 alapja. A gatld anyagok, ahol nincs él6 baktérium, vilagos foltokként

jelentek meg a kék hattérrel szemben. A biokémiai folyamatot a 3. abra mutatja be.

Q\(/ N/@ dehidrogendz @\(N\NJ:
7 H
N

N= N’ H‘ 2e”
=N

—N
MTT W)\ =
sdrga S 4
MTT-formazénf\

kékes
3. abra — MTT redukci6ja mitokondrialis dehidrogendz enzim hatasara.
Lumineszkalé baktériumok esetén a merités utan nincs sziikség inkubdldsra és

festésre, a gatld anyagokat azonnal tudjuk detektalni hiittt kamera (Alpha Innotech, San
Leandro, CA, USA) segitségével.



Az expozicids id6k a baktériumtdrzstdl fiiggden valtoztak:

e Pseudomonas maculicola - 15 perc

e Aliivibrio fischeri - 5 perc

Ez esetben a hattér vilagit, mivel itt metabolikusan aktiv, életképes baktériumok
lumineszkalnak a rétegen, mig az elpusztult baktériumok sotét foltként jelennek meg. A

biokémiai folyamatot a 4. abra irja le.

0\ /CH\ /OH
CH
FMNH, R
HZC‘:/ OH .
e N H\I/ _Luciferdz - pCOOH + FMN + H,0 + foton
e i R=Cg-Cyg
[0}
RCHO+FMNH,+0,

4. abra — A fénykibocsatas mechanizmusa a lumineszkal6 baktériumokban.
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5.4. Antioxidans aktivitas vizsgalatok (rétegen és mikrolemezen)

stabil

Az antioxidans egy mesterségesen eldallitott,

hatasti vegyiileteket
szabadgyokkel, DPPH-val (Sigma, Budapest) mutattuk ki. Ez a vegyiilet szinreakcidval
jelzi az aktivitast mutaté anyagok jelenlétét: lila szine sargara valtozik. A rétegen ezt a
reakciot a futtatas utan 0,396 mg/ml-es DPPH-oldatba meritéssel értiik el. A réteg ujboli
szaradasat kdvetden a lila hattéren megjelend sarga foltok jelzik az aktiv anyagok jelenlétét
(5. abra).

~ )

-

5. abra — Antioxidans hatast anyagok kimutatasa vékonyrétegen.
Az antioxidans jelenlétét szinvaltozas jelzi, a lila szinii reagens kisargul
A metanolos kivonatok 0Osszantioxiddns kapacitdsdt 96 lyuktl mikrolemezen
vizsgaltuk. A kvantitativ mérésben kapott szamadatokat galluszsav-ekvivalens egységekbe
atszamolva Osszehasonlitast tudtunk végezni a mintdk antioxidans aktivitdsa kozott. A
miszer kalibralasat kovetéen a kivonatokhoz 0,396 mg/ml-es DPPH oldatot injektaltunk,

az aranyokat 3. tablazat foglalja 6ssze.

3.tablazat — A mikrolemezes mérések vizsgalati paraméterei

Tavasz Eves Osz
. ., DPPH + . ., DPPH + . ., DPPH +
. Koncentracio . . Koncentracio | . . Koncentracio .
Minta (mg/ml) kivonat | Minta (mg/ml) kivonat | Minta (mg/ml) kivonat
(ul) (nl) (ul)
Levél 5 100+20 | Levél 5 100+20| Levél 5 100 + 20
Kéreg 50 90+30 | Kéreg 50 90 +30 | Kéreg 333 90 + 30

A szinvaltozas itt is azonos modon torténik, mint a rétegen. Vaknak a kivonatoknak
megfeleld mennyiségli MeOH-t hasznaltunk, mely nem mutat antioxidans hatast. Az
adatok galluszsav-ekvivalens értékének meghatarozasahoz, higitasi sort készitettiink 1
mg/ml galluszsav MeOH-os oldatabol kiindulva. A mikrolemezen végzett kisérlet

elrendezése a 6. abran lathato.
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Vak Mintak Mintak Mintésk  Minték
A

10,991 12

7' 8

Galluszsav
higitasi sor
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6. abra - 96 lyuku mikrolemez kisérleti elrendezése.

A mérések sordn technikai ismétlésként mintanként harom-harom lyukat
hasznaltunk fel, megbizonyosodva arr6l, hogy a reakcidelegyben egységes az
anyageloszlas, illetve nincs bomlds. A miiszeres mérést StatFax 2100 mikrolemez-
olvasoval végeztiik, abszorbanciat mérve 492 nm hulldmhosszon. A szabadgyok-fogo
képességet szazalékban adjuk meg az alabbi képlet alapjan:

A492 piank — A492 minta

A% = X 100
A492 blank

o Ao plank 2 vak (DPPH + MeOH) abszorbanmgla

¢ A492 minta @ minta mért abszorbanciaja

Az adatokat Microsoft Office Excelben rogzitettiik. A statisztikai probakhoz az RStudio

programot hasznaltuk.

5.5. Statisztika és video denzitometria

A mintazott fehér akacfak egyes részeinek teljes antioxidans kapacitasanak
Osszehasonlitdsdhoz, mikrolemezen folyadékfazisban végzett kisérleteket végeztiink. A
szabadgyok-fogo képességiiket atszamoltuk galluszsav-ekvivalens egységbe, ami
segitségével Osszehasonlitottuk a mintak aktivitasat. A galluszsav, egy ismert antioxidans
anyag, melyre szamos szakirodalom is hivatkozik. Az Rstudio programban &sszevetettiik a
kéreg- és levélkivonatok GAE értékeit, illetve kovetkeztettiink arra, lehet-e kapcsolat az

egyedekben a tavaszi és az 6szi antioxidans aktivitas kozott.
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A kivonatokbol a rétegen elvélasztott aktiv komponensek aranyat
tertilet-0sszehasonlitassal tudjuk mérni. Ehhez az eldhivott réteget bescanneltiik és ImageJ

program segitségével a savokat video denzitometraltuk (7. abra).

¢ Image) k=l g
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help |
0 O/z|o| £ 454N A| | @] oofsw| 4| & ]~ > |

x=1758, y=24, value=190,138,174 (#beBaae)

R Y D — T 1 ———— o

Fie Edt Font Results
[avea [

1 25870442
2 9886.095
$5li 3 35646413
i 4 4 36013463
= 5 24874338
>

ofl o
| .

1
o o of
'da Of g¢ V€I Pia Ay S wa N ‘ H

7. abra — TLC video denzitometralasa ImageJ] programmal.

A video denzitometriaval kapott teriilet-integraltakat parositott T-probaval
vizsgaltuk, hogy évszakonként, illetve mintatipusként lehet-e szignifikans kiilonbséget

kimutatni a fehér akéac egyes elvalasztott komponensei kozott.

5.6. Karakterizalas (reagens vizsgalatok)

Annak érdekében, hogy a kivonatokbdl kimutatott antibakteridlis €és antioxidans
hatasit komponensek anyagcsoportjat meghatarozzuk, parhuzamosan fejlesztettiink ki
rétegeket. A vizsgalatok sordn a kivonatokbdl 10 pl-t vittiink fel a rétegre, majd n-hexan-
EtAc megfeleld aranyu elegyében futtattuk CAMAG kifejleszté kadban. Ezt kovetden
direkt bioautografias (Bacillus subtilis) és antioxidans aktivitds (DPPH) vizsgalatokat
végeztiink az aktiv komponensek meghatarozasahoz. Az alkalmazott reagensek receptjét és

hasznalatat a 4. tablazata foglalja Gssze.
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4. tablazat - Az azonositashoz hasznalt kémiai reagensek és jellemzoik

Reagens Recept Szubsztrat Hevités (°C) Lathatosag
Anilin 15% anilin + 50% ortofoszforsav 1-butanolban oldva Szénhidrat 125 VIS
AICI, 5 gsot+ 50 ml MeOH Flavonoid 90 366 nm
Difenilamin ?:;;:resr;‘i:j\min + 2 ml anilin + 80 ml aceton + 15 ml Szénhidrat 110 VIS
DPPH 19,8 mg DPPH + 50 ml MeOH Antioxidans 45 VIS
FastBluc b hRGL20 ML 53 I MCOI 29 ml Gt FETO90 45 2s4mm
Folin 10 % Folin + 7 m/m % Na,CO4 Fenoloid 60 VIS
Ninhidrin 0,3 mg ninhidrin + 95 ml 2-propanol + 5 ml 96%-0s ecetsav  Fehérje, amin 110 VIS
NP- PEG &i%gH'\'IT +100 mIMECH I.; 25 mi PEG + 250 ml Flavonoid ~ 601.+601. 366 nm
Primulin 0,02%-o0s oldat + aceton: viz 4:1 oldészerben Zsirsav 45 366 nm
RhodaminB 50 mg s6 + 200 ml desztillalt viz Fenoloid 60 366nm
Vanillin-Kénsav 200 mg vanillin + 1 ml cc. H,SO, + 50 ml EtOH Altalanos 110 VIS, 366 nm

5.7. 1zolalas

Az aktiv anyagok meghatarozasat biztosité nagymiszeres vizsgalatokhoz, az aktiv
komponenseket izolaltuk a rétegrol. A Kifejlesztéshez 10 mm-en 10 ul és 5 mm-es kdzzel
155 mm-en 155 ul kivonatot vittiink fel szilikagél 60 Fsq tipust rétegre. Eluensként
n-hexan:EtAc megfelel6 aranyt elegyét alkalmaztuk. Az alapjan a réteg tovabbi részérdl az
aktiv savot, valamint negativ kontrollnak egy hattér foltot kijeldltiink és lekapartunk. A
lekapart adszorbenst Eppendorf-csébe tettiik és az antibakterialis anyagot MeOH-val, az
antioxidans anyagot 10% ecetsavat tartalmaz6 MeOH-val oldottuk le a szilika
szemcsekrdl. Az adszorbensrdl vald leoldas lépései a kivonatkészités 1€pései szerint
torténtek. A feliiliszot vakuumos szaritdgépben (Savant SpeedVac 1SS100) beszaritottuk
majd Ujra feloldottuk 100 ul MeOH-ban. Az izolalas sikerességét rétegen ellendriztiik.
Ehhez az izolatumot, a hatteret és az eredeti mintdt egy rétegen futtattuk, s direkt
bioautografiaval vagy DPPH-teszttel kimutattuk, hogy az aktiv anyag jelen van-e az

izolatumban.
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5.8. Nagvmiiszeres vizsgalatok

Az izolatumokban 1év0 antibakteridlis és antioxidans hatast anyagok jellemzéséhez
nagymiiszeres vizsgalatokat terveztiink. A forditott fazisu HPLC elvalasztas utan DAD,
ESI-MS vagy ESI-MS/MS detektorokkal jellemeztiik az anyagokat. A vizsgalatokat
kovetden az aktiv anyagoknak megkaptuk a retencios idejét, az UV spektrumat és a
tomegspektrumat. Az egyik legelterjedtebb ionizacids technika az elektroporlasztasos
ionizacio (electrospray ionization, ESI). A nagy homérséklet és a nagy fesziiltségkiilonbség
eredményeképpen az ionizal6 celldban a porlasztott mintaoldat cseppjei toltést vesznek fel
¢s beszaradnak, melynek eredményeképpen gazfazisu ionok képzddnek. Az ESI, egy
ugynevezett ,,]lagy ionizacids” technika, ami alkalmas a molekulaionok vagy adduktionok
kimutatasara fragmentacio bekovetkezése nélkiil. Az MS/MS méréseket kooperacidban a
SOTE Farmakognozia Intézetében Dr. Alberti Agnes végezte, s ez esetben a molekulaion

crer

végzi a keletkezett ionok tomeg/toltés (m/z) szerinti szétvalasztasat és detektalasat.

A nagymiiszeres vizsgalatok paraméterei:

e Miiszer: Az altalunk hasznalt HPLC-DAD-ESI-MS (Shimadzu, LC-MS-2020)
binaris gradiens olddszer pumpaval (LC-20AD), vdkuum gaztalanitéval (DGU-
20AsRr), termosztalt automata mintavevovel és oszlop termosztattal (CTO-20AC)
felszerelt.

e Detektorok: DAD — diddasoros detektor, deutérium és wolfram izzoval (SPD-

M20A), kvadrupol tomegdetektor.

Az adatok rogzitése és feldolgozasa a LabSolution program segitségével tortént. Az egyes
izolatumokat kozvetleniil az MS-ben is vizsgaltuk, ezekrdl a mérésekrdl bévebben az
Eredmények fejezetben olvashatnak. A miszer beallitasanak tovabbi paraméterei a

Fiiggelék, 5. tablazataban olvashato.
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6. Eredmények

6.1. Vékonvyréteg kromatografia (TLC) eredményei

A kromatografias elévizsgélatok soran eldszor a kiillonbozd oldoszerekkel készitett
kivonatokat hasonlitottuk Ossze. Az antioxidans hatasa anyagok TLC-DPPH-s
vizsgalatanal kideriilt, hogy a kiilénb6z6 olddszeres kivonatok koéziil a MeOH-s kivonatok
tartalmaztak a legtobb antioxidans hatasu anyagot a kéreg, levél és virag esetében tavasszal
¢és Osszel is, mig a termésnél az 50%-0s EtOH bizonyult a legjobbnak. A kéreg és a levél
tartalmazta a legnagyobb mennyiségben az aktiv anyagokat, igy a tovabbiakban ezek
MeOH-os kivonatait vizsgaltuk. A 8. abra mutatja, hogy az els6 kisérleteknél kiprobalt
eluenst tovabb kellett fejleszteniink, hogy jobb elvalasztast, kompaktabb aktiv zonakat
kapjunk. Az ugynevezett bioaktivitds iranyitotta modszerfejlesztést alkalmaztuk, azaz a

kromatografids koriilményeket a bioldgiai értékelés eredménye alapjan valtoztattuk.

8. abra — A kéreg, levél és terméskivonatok antioxidans hatast anyagainak kimutatésa.
DPPH-val. Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, v/v); Réteg: 60 Fos;
I.-111. Kéregkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
IV.-VI. Levélkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
VII.-IX. Teméskivonat (EtOH, MeOH, EtAc)

A kéregkivonatok esetében a frontba futd anyagok tovéabbi elvalasztasit HPTLC RP-18
rétegen végeztiik, aminek az eredményét a 9. abra szemlélteti (a forditott fazis rétegen

frontba futd anyagok a normal fazist rétegen Rg=0,2-0,9 kozott elvalt anyagok).
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RF=0,56

RF=0,42
RF=0,34
RF=0,33
RF=0,20
RF=0,14
RF=0,10

Lo
9. abra — Kéregkivonatok antioxidans hatast anyagainak kimutatasa DPPH-val.

Eluen§: ACN:EtOH (70:30); Réteg: HPTLC RP-18;
I. — Oszi kéregkivonat, Il. — Tavaszi kéregkivonat

6.2 Direkt bioautografia eredménvyei

A vékonyrétegen elvégzett direkt bioautografias vizsgalatok alapjan a fehér akac
vizsgalt részei tartalmaznak antibakterialis anyagokat Bacillus subtilis (10. abra),
Xanthomonas euvesicatoria (11. abra), Aliivibrio fischeri (12. abra) és Pseudomonas

maculicola (13. abra) baktériumokkal szemben.

Rr=0,74

. i1 V. V. VLoovIL VL IX X

10. abra — Antibakterialis hatas igazolasa rétegen B. subtilis-szel szemben.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, v/v), Réteg: szilikagél 60 Fysq;
I.-11l. - Kéregkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
IV.-VI. — Levélkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
VII.-I1X. - Terméskivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
X. — Viragkivonat (MeOH)

B. subtilis-szel szemben a vizsgalt novényi részek (kéreg, levél, termés, virag)
Kivonatai azonos Rg értéknél (0,74) gatlohatast mutatnak, igy ezek MeOH-0s Kivonatai
ugyanazon antibakteridlis anyag(ok)at tartalmazhatjak.
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R:=0,74

I Il 1. IV. V. VI. VII. Vil IX.

11. abra - Antibakterialis hatés igazolasa rétegen X. euvesicatoria-val szemben.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, v/v), Réteg: szilikagél 60 Fosy;
L.-111. - Kéregkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
IV.-VI. — Levélkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
VIL-I1X. - Terméskivonat (EtOH, MeOH, EtAc)

A 11. abran a MeOH-os és EtAc-0s kéreg- és levélkivonatoknal, a B. subtilis-hez
hasonldan, ugyancsak Rg=0,74-nél antibakteridlis gatlézona lathato. Az EtOH-os
kivonatok nem mutatnak aktivitast, tovabba a termés sem tartalmaz jelentds mértékben
gatlo anyagot X. euvesicatoria-val szemben. Ennek oka lehet, hogy bar az anyag jelen van,

a minimum gatlé koncentraciot nem éri el, igy antibakteridlis hatdsa nem tapasztalhato.

l. Il 1. IV. V. VI. VII. Vil IX.

12. 4bra - Antibakterialis hatas igazolasa rétegen A. fischeri-vel szemben.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, viv), Réteg: szilikagél 60 Fysg;
I.-11l. — EtOH-os kivonat (kéreg, levél, termés),
IV.-VI. — EtAc-os kivonat (kéreg, levél, termés),
VIL.-1X. - MeOH-os kivonat (kéreg, levél, termés)

A. fischeri lumineszkalo baktériummal szemben a gatlézona sotét foltként jelenik
meg a rétegen, ahol nincs ¢€letképes baktérium, igy lumineszkalas sem lathatd. Egységesen
er0s gatlohatas figyelheté meg a kéreg alkoholos kivonataiban Rg=0,48-nal, mindharom
levélkivonatban Rg=0,35-nél, illetve Rg=0,74-en is megfigyelhetd antibakterialis hatést
jelzé sotétebb zona, mely az el6zé két baktériummal szemben is aktiv volt. A termés

aktivitasa itt sem meghatarozo.
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R:=0,97
R;=0,83

R;=0,71
R:=0,59
R:=0,47

l. 1. 1. IV. V. VI. VI VL IX

13. abra - Antibakterialis hatas igazolasa rétegen P. maculicola-val szemben.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, v/v), Réteg: szilikagél 60 Fosg;
I.-111. - Kéregkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
IV.-VI. — Levélkivonat (EtOH, MeOH, EtAc),
VII.-IX. - Terméskivonat (EtOH, MeOH, EtAc)

Szamos gatldbanyag P. maculicola baktériumtorzzsel szemben is kimutathato,
azonban az eddig egységes 0,74-es Rg értékii gatld zoéna nem jelenik meg. Eddigi
vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a fehér akac B. subtilis, X. euvesicatoria,
A. fischeri és P. maculicola baktériummal szemben hatdsos antibakterialis anyagokat
tartalmaz a novény vizsgalt részeiben. Bar egyes esetekben mutatnak eltérést a kéreg- és
levélkivonatok matrixai, Rg=0,74-en az els6é harom baktériummal szemben megjelenik egy
karakteres gatlozona, viszont a P. maculicola ezen Rg-nél 1év6 anyag(ok)kal szemben nem
érzékeny. Ezen gatlozonaban 1évo anyag(ok)at tovabbi vizsgalatok soran jellemeztik és
azonositottuk. Megvizsgaltuk, hogy a kivonatok antibakteridlis hatdsa az év soran
egységes-e a novényben, avagy fligg az évszaktdl. Ehhez virdgzastol terméshozasig 6t-0t
kéreg- ¢és levélkivonatot vizsgaltunk nagyjabol egy honapos gytijtési kiilonbségekkel.

,KEREG” LEVEL

R:=0,48
R:=0,48

R¢=0,32

R¢=0,22
Rq=0,18

R:=0,06

05.01 06.12 07.24 09.04. 10.02 05.01 06.12 07.24 09.04. 10.02
Gylijtés datuma

14. abra - A kéreg és levélmintak antibakterialis hatsanak valtozasa tavasztol 6szig.
B. subtilis- szel szemben. Eluens: n-hexan:EtAc (60:40), Réteg: szilikagél 60 Fys,
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Elmondhat6, hogy az akac kérgében a korabban is tapasztalt gatlozonat (gyengébb
eluenssel Rg 0,48-nal) kimutattuk mind az 6t idopontban szedett mintaban, melyek kozel
azonos méretiiek, illetve Gsszel egy 0j anyag jelenik meg 0,06-os retencids idével (14.
abra, bal oldal). A levélben tavasszal figyelheté meg nagyobb mennyiségii és tobbféle
antibakterialis anyag. Rg=0,32 és Rg=0,18-on megjelenik egy uj gatlo anyag, mely kés6bb
eltlinik, tovabba egy 1j karakteres gatlozoéna is megjelenik Rg=0,22-nél mely nyar
kozepétdl mar szintén nem szamottevd a ndvényben. Az Rg=0,48-as anyag mennyisége az

év folyaman szemmel lathatéan csokken (14. abra, jobb oldal).

,KEREG” LEVEL

R:=0,77

R:=0,55

Re=0,23
R¢=0,20

R:=0,08
R{=0,03

Re=8,88

05.01 06.12 07.24  09.04.10.02 05.01 06.12 07.24  09.04.10.02
Gydjtés datuma

15. abra - A kéreg- és levélmintak antibakterialis hatasanak valtozasa tavasztol 6szig
A. fischeri- vel szemben.
Eluens: n-hexan:EtAc (60:40), Réteg: szilikagél 60 F,s4
A B. subtilis- szel szemben tapasztalt kiilonbségek a kéreg- és a levélmintak
kivonatai kozott A. fischeri- vel szemben kevésbé latvanyosak (15. abra). A
kéregkivonatokban 6sszel megjelenik egy 0j, markans gatldoanyag, viszont a levélben 1év6

gatloanyagok mindségében nincs szamottevo eltérés az év soran.

,KEREG” LEVEL

SR LS il R.=0,97

R:=0,79

R:=0,45

R;=0,26
5 { . Re=0,18
B i P — e ol — R;=0,15

05,01 06.12 07.24 09.04. 10.02 05.01 06.12 07.24 09.04. 10.02
Gydijtés datuma

16. abra - A kéreg- és levélmintak antibakterialis hatdsanak véltozasa tavasztol észig
P. maculicola-val szemben.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, v/v), Réteg: szilikagél 60 Fysy
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Az évszakos valtozas az antibakterialis anyagok tekintetében P. maculicola-val szemben is
megfigyelheté (16. abra). Féleg a levélkivonatokban, az 6sz kozeledtével latvanyosan
gyengiilnek a gatlohatast mutatd anyagok, igy a zonak is egyre kisebbek lesznek, a kéreg
esetében az alacsonyabb Rp értékli anyagok el is tiinnek, azonban az Rg=0,45-nél 1évé

anyag a teljes mintazas alatt megfigyelhetd a kivonatokban.
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6.3 Antioxidans aktivitas vizsgalatok eredményei (rétegen és mikrolemez)

A vékonyrétegen az eldvizsgalatok soran kifejlesztett eluenseket haszndlva
Osszehasonlitottuk a mintdk antioxidans aktivitasat, melybdl a legszemléletesebbet, a
kéregmintakét mutatjuk be részletesen. A rétegen mennyiségi Osszehasonlitas az aktiv
zondk denzitometralasaval (pl.: video denzitometraldssal) lehetséges. A nagyobb atmérdjii
foltok nagyobb relativ mennyiségi valtozast jeleznek. A 17. abran a tavasszal gytijtott

kéregmintak kivonatainak aktivitasa lathato.

R;=0.93

R:=0.64

R;=0.44

R¢=0.22

R¢=0.06

421 /T_ J_ﬁz. 122 423 V4 AE ,47 ;y; /23 ‘v Lam an /e
. Il 1. IV. V. VI. VII. VI IX. X. XI. X XL XIV.

17. abra — Tavasszal gyljtott kéregmintak antioxidans hatasanak dsszehasonlitasa.
Eluens: n-hexan:EtAc (40:60+5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fjsq;
Gytjtés helye: 1.-XIV. (Fiiggelék, 1. tablazat)

A rétegre a mintak felvitele a mikrolemez vizsgalatok GAE értékei szerint csokkend
sorrendben tortént. Az antioxiddns kapacitas (mikrolemezes vizsgalat) sokkal objektivebb
képet ad, mivel az egyes komponensek kiilonbozd aranyban jarulnak ehhez hozza, illetve
nem elhanyagolhatd tény, hogy az egyes antioxiddns anyagok mads antioxidans
vegyiileteket képesek visszaredukalni, igy nagyobb antioxidans kapacitas értékeket adnak
egyiitt, mint kiilon-kiilon. Antioxidans hatasu zonak 5 kiilonb6z6 Re-nél mutathatok ki (Rr
- 0,06 - 0,22 - 0,44 - 0,64 — 0,93), az egyes kivonatok aktivitdsa azonban jelentds eltérést
mutat. A II. és III. mintanak kozel azonos a GAE értéke, az 1.-nek magasabb, ez azonban a
kromatogramokon szemmel lathat6 kiilonbségként nem figyelheté meg.

A IV-VII. mintdk a rétegen kisebb diverzitdst mutatnak az antioxidans hatdsu
komponensek tekintetében, azonban a 0,44-es retencids faktora folt aktivitasa ezekben is
jelentds. A VIIL-XIV. mintdk GAE értéke lényegesen kisebb az elézéeknél, rétegen jol

lathato, hogy a jelentds aktivitasért felelés komponensek itt hidnyoznak, az aktiv foltok a
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starton, vagy a frontba futnak (kivéve a XI. minta, ahol Rg=0,44-nél is megjelenik az aktiv
anyag.)

Az 6szi mintavételezéskor gylijtott kéregmintakbol késziilt kivonatok kromatogramjat a

18. abra szemlélteti.

RF=0,97

Re=0,73
RF=0,63

RF=0,45
RF=0,22

RF=0,05

el

I 1. . IV. V. VL.  VILvIL X X. Xl. XIl.

18. abra — Osszel gytijtott kéregmintak antioxidéns hatasanak sszehasonlitasa.
Eluens: n-hexan:EtAc (40:60+5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fos,; Gytijtés helye: L-XII.
(Fiiggelék, 2. tablazat)
A mintafelvitelt ebben az esetben is a galluszsav-ekvivalens egységek hataroztak meg, az
aktivitasbeli kiilonbségeket legalabb 4 komponens (egy folt tobb vegyiiletet is
tartalmazhat) befolyésolja. Az R 0,22 — 0,45 — 0,63 — 0,73 z6nak valtozé méretébdl illetve
jelenlétébdl lehet kovetkeztetéseket levonni. A 0,22 retencios faktori vegyiilet(ek) az elsd
4 mintaban meghatarozd a tobbiben nem lathatd. A legjelent6sebb mennyiségben az Rg
0,45-6s komponens van jelen a mintdkban. Az Rg 0,63-as zona valtozatos mennyiségekben
talalhato, de egyes esetekben egyaltalan nincs jelen az adott mintdban. A 0,73-as retencids
faktorti anyag minden mintaban, kis mennyiségben jelen van, kivételt képez a II. és V.
minta. Emellett fontos megemliteni, hogy a starton maradt, illetve a frontba futott anyagok

aktivitasa is meghatarozo lehet az 6sszantioxidans aktivitas tekintetében.
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Ahhoz, hogy a tavasztdl Gszig tartd valtozadsokat a minél pontosabban nyomon
tudjuk kovetni, kéthetente mintaztunk egy egyedet, s kivonatait idérendben rétegre vittiik
(19. abra).

A e e Y

l. I L Ive Ve VL VIR VI X X X XIL XIS XIV. XV

19. abra — A kéregmintak antioxidans Osszetételének valtozasa tavasztol szig.
Eluens: n-hexdn:EtAc (40:60+5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fpsy;
Mintagytjtés ideje: I. — XV. (Fiiggelék, 6. tablazat)
A kéregkivonatok esetében megallapithatd, hogy az Osz kozeledtével né az aktivitas
aktivitast mutatd6 komponensek mennyisége. A vegetacids id6 kezdetekor még alacsony, az
elvalt anyagok fOleg a starton maradnak, vagy a frontba futnak, virdgzas el6tt (III. sav)
azonban megnd az Rg=0,56-0s anyag aktivitasa. Viragfakadds utan a kéreg antioxidans
hatastl anyagainak mennyisége lecsokken (IV. sav), majd fokozatosan ujra elkezd ndni. A
nyari idészak alatt (V.-XII. minta) a kivonatok aktivitasaban a kromatogram és a GAE
érték szerint sincs jelentds valtozas. XIII. minta, a termés érésének kezdeti szakasza egy

aktivitasi csucs, ekkor kiugréan magas az antioxidans aktivitas, mely utdn ismét lecsdkken.
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Ahhoz, hogy igazoljuk, a leirt valtozas altalanos a fehér akéac tekintetében, az orszag
kiilonb6zé pontjairdl, tavasszal és Osszel azonos egyedrdl, gylijtdtt mintdk kivonatait

hasonlitottuk 0ssze a 20. abran.

R¢=0,94

R;=0,54
R;=0,27
R¢=0,11

e S ey &= & I S0 v e e ww ES 8% o= O = O = Sy S T

I 1. 1. V. V. VI. Vil Vil IX. X. XI.

20. abra — A kéregkivonatok antioxidans hatésa tavasszal (A) és &sszel (B).
Eluens: n-hexan:EtAc (40:60+5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fos,;
Gytjtés helye: 1. —XI. (Fiiggelék, 7. tablazat)
Lathato, hogy az elvalasztott komponensek aktivitasa a kivonatok dontd tobbségében
magasabb Gsszel, mint tavasszal, kivéve az 1., IV., VIL. mintdk esetében. Ezen mintak
gylijtési helye tavol esik egymastol, igy nem hivatkozhatunk helyi sajatossagra, viszont
okozhatja példaul egy fert6zés, mely ellen az egyednek védekeznie kellett. A frontba futott
(Re=0,94) anyagok tovabbi elvalasztasat is elvégeztiik (21. abra).

A B AB AB AB AB AB AB AB A B AB AB

RF=0,62

RF=0,52

RF=0,44
RF=0,26

RF=0,20
RF=0,14

l. 1. 1. IV. V. VI. Vil VIIL IX. X. XI.

21. abra — A kéregmintak antioxidans hatasa tavasszal (A) és 6sszel (B).
Eluens: ACN:EtOH (60:40), Réteg: HPTLC RP-18;
Gyijtés helye: I. —XI. (Fiiggelék, 7. tablazat)

A frontbol elvalasztott komponensek aktivitisa azokban a kivonatokban is &sszel
mutatkozott erésebbnek, melyeknek a normal fazisu rétegen tavasszal tartalmaztak nagyobb
mennyiségll antioxidanst. Ez aldl kivétel a XI. kivonat, mely forditott fazison torténd futtatasakor a

tavaszi kivonat prezentalt tobb aktiv anyagot.
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A vegetacios periodusban kéthetente levélmintakat is gy(jtottiink, hogy az antioxidans aktivitas

valtozasat ebben a szervben is nyomon kovethessiik. A kromatogram a 22. abran lathato.

o5 ol o516 CC.agl 06 ¢ B or e | or.oviara Jos.on ia--_r *_: ‘T‘_:::
I 1. . Iv. W VI VIL VL X, X XL X XHL XIV. XV,

22. abra — A levélmintak antioxidans dsszetételének véltozasa tavasztol dszig.
Eluens: n-hexan:EtAc (30:70+5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fos;
Mintagytijtés ideje: . — XV. (Fiiggelék, 1. tablazat)

Megfigyelhetd, hogy kozvetleniil riigyfakadds utan (I. sdv) a levél metanolos
kivonataiban alig mutatkozik antioxidans. Kozvetleniil a viragzast megel6z0, és az azt
kovetd mintazaskor (I1.-IV.) rendkiviil magas a novényben az aktiv anyag tartalom. A nyar
kozepén (VIIL. és X.), akarcsak a kéregkivonat esetében, itt is megfigyelhetd, hogy
jelentdsen lecsokken az elvalasztott komponensek mennyisége. Az Osz kozeledtével ujra
néni kezd az antioxidans tartalom a levélben is, amit valoszinileg a bomlastermékek
okoznak, példaul szinanyagoké. Levélkivonatok esetében az év soran a kivalasztott
egyednél tapasztalt valtozast tobb egyedet vizsgalva alatamasztottuk (23. abra). A mintak
mindegyikében jelentkezett a vart kiilonbség a tavasszal ¢és az Osszel gyljtott

levélkivonatok antioxidans aktivitasa kozott.

l. I . IV. V. VI VII. Vil IX. X. Xl

23. abra — A levélmintak antioxidans hatasa tavasszal (A) és 6sszel (B).
Eluens: n-hexan:EtAc (40:60+5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fos,;
Gytyjtés helye: 1. —XI. (Fiiggelék, 7. tablazat)
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6.4 Statisztika és video denzitometria

A kivalasztott veszprémi akacot mintazva létrehoztunk egy teljes valtozas-kovetést,
az antioxiddns hatdsu anyagokra, mely a tavaszi lombfakadastol az 6szi lombullasig tartott.
Az aktiv komponensek, ¢és az 0Osszantioxiddns aktivitas valtozdsa a kéregre a
24. abran, fels6é képe az Osszantioxidans aktivitdshoz képest az elvalasztott komponensek

megoszlasat kéregkivonatra a 24. abra, alsé képe mutatja.

Aktiv zonak méretének valtozasa az év soran fehér akac kéregben
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24. abra - TLC-n elvalasztott kéregkivonatok antioxidans hatasi komponenseinek valtozasa.

A diagramon a kéthetenkénti mintazas fliggvényében latjuk az aktiv komponensek
terliletének valtozasat a rétegen. A 24. dbra, alsé képén a TLC-n elvalasztott kéregkivonatok
antioxidans hatdsti komponenseinek valtozasa az Osszantioxidans aktivitiashoz képest. A video

denzitometria a 19. abra alapjan késziilt.
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A levélkivonat OsSzantioxidans aktivitasanak valtozasat a 25. abra felsé6 képe, az
elvalasztott komponensek megoszlasat a 25. abra als6 képe szemlélteti.

Aktiv zénak méretének valtozasa az év soran fehér akac levélben
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25, abra - TLC-n elvalasztott levélkivonatok antioxidans hatasi komponenseinek valtozasa.

A 25. abra valtozaskovetése mutatja, hogy az Osszantioxidans aktivitas az elvalt
komponensek teriiletintegraltja alapjan kéregkivonatokra nézve né az év soran, mig levélre
csokken. Ennek magyarazata, hogy tavasszal a ndvény a tapanyagokat a friss hajtasokba
juttatja, el6segitve azok fejlodését és a mihamarabbi lombfakadast, majd virdgzast. Osszel
a lombhullaté fak, az értékes tapanyagokat és egyéb masodlagos anyagcseretermékeket
visszaszivjak a levelekbdl, az akac ezt feltehetéleg a kambiumban és a gyokérben
raktarozza el, ezzel magyarazhato a megnovekedett aktivitas. A video denzitometria

22. abra alapjan késziilt.
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A valtozas-kovetés eredményének alatdmasztdsdra az orszag tobb pontjardl, gyljtott

mintak kivonatait vizsgaltuk tavasszal és dsszel, is ugyanazt az egyedet mintazva.

Kéregkivonatok antioxidans hatasi komponenseinek
teljes teriiletének osszehasonlitasa évszak szerint
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26. abra — TLC-n elvalasztott kéregkivonatok antioxidans hatasu komponenseinek
Osszantioxidans aktivitasa Gsszel és tavasszal.

A 26. abra lathato, hogy a kéregkivonatok osszantioxidans aktivitasa hogyan oszlik meg
Osszel és tavasszal. Parositott T-probaval vizsgalva az adatokat szignifikdns kiilonbség
nem mutathat6 ki (n= 12, p-érték = 0.08862, Cl: -11955.0671,993.7782), bar a 20. abran
jelentésnek tlind kiillonbségek lathatdak. Az Osszantioxidans aktivitdst az elvalasztott
komponensek egyiittesen adjak, koziiliikk csak start kozelében maradt anyagok kozott
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (p-érték = 0.04266, Cl: -1796.88183,-36.88908).

Osszantioxidans aktivitas 6sszehasonlitasa
évszakok kozott kéregben
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27. abra — Osszantioxidans aktivitas kéregkivonatokban dsszel és tavasszal.

A 27. abran az 6sszel és tavasszal, azonos mintavételi helyrdl gytijtott akac kéregkivonatai
GAE-egységben megadva jelentds kiilonbséget mutat, melyet a parositott T-proba
megerésit, a kiillonbség szignifikans (n=12, p-érték = 0.007289, Cl: -72.24326, -14.59311).
Figyelembe véve, hogy a mikrolemezes vizsgalatokhoz, dsszel 33,3 mg/ml, tavasszal
viszont 50 mg/ml-es kivonatokat hasznaltunk (3. tablazat), mert a az 0szi mintak 50
mg/ml-es kivonatai tul er6snek bizonyultak az adott koncentraciéju DPPH-val szemben, az
eredmény nem meglepd. Kijelenthetjiik tehat, hogy a fehér akac kérge Osszel nagyobb

mennyiségben tartalmaz antioxidansokat.



Ezen vizsgalatokat levélkivonatokra is elvégeztik (28. abra.). A 23.abra video
denzitometralasbol kapott eredményekre, a TLC-n elvalasztott, antioxidans aktivitassal
bir6 anyagok kozott szignifikdns kiilonbség tapasztalhatd Osszel és tavasszal gyiijtott
levelek kivonatai k6zott (parositott T-proba: n= 12, p-érték = 0.006742, Cl. 7097.897,
34029.675). Vizsgalva az egyes aktiv zondkat, csak az Rg=0.54-es esetében mutathatd ki
szamottevo eltérés (p-érték = 0.003403, CI: 3088.969, 11415.801.)

Levélkivonatok antioxidans hatasi komponenseinek
teljes teriiletének 0sszehasonlitasa évszak szerint
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28. abra - TLC-n elvalasztott levélkivonatok antioxiddns hatdst komponenseinek dsszantioxidans
aktivitasa Gsszel és tavasszal.

Osszantioxidans aktivitas 6sszehasonlitasa
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29. abra — Osszantioxidans aktivitas levélkivonatokban tavasszal és ésszel.

Az eredményeket megerdsiti a 29. abra, mely a GAE-egységben megadott értéket veszi
alapul, 5 mg/ml-es kivonatok esetén. Parositott T-proba is szignifikans kiilonbséget ad
(n=11, p-érték = 0.03006, CI: -66.330730, -4.160179.), miszerint az Gsszel gyljtott akac
levél kivonatainak antioxiddns aktivitdsa Osszel nagyobb, mint tavasszal. Felmeriilt a
kérdés, hogy korrelal-e a kéreg vagy a levél Osszantioxidans aktivitisa a GAE-értékek
alapjan tavasszal és Osszel. Pearson-féle korrelaciot alkalmazva azt mondhatjuk, hogy a
vizsgélt egyedek esetében tavasszal és Osszel gylijtott levélmintdk kivonatait véve
korrelaci6 nem mutathaté ki (n=11, cor=-0.06069707, CI: -0.6373652, 0.5595516.)
kéregkivonatoknal gyenge korrelacié figyelheté meg az adatokbol (n=11, cor=0.2879045,
Cl: -0.3770978, 0.7570346).
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Kijelenthetjiik, hogy az altalunk vizsgalt fehér akacok Osszantioxidans aktivitasat alapul
véve a tavasszal és Osszel gyiijtott mintak kozott nincs, vagy gyenge a korrelacid, tehat
attol, hogy egy egyed tavasszal gazdag e bioaktiv anyagokban, még nem garancia arra,
hogy 0Osszel is az lesz. Ez érthetd, hiszen a novényeket folyamatosan érik kiilonb6zo
hatasok, ki vannak téve az iddjarasnak és a kartevoknek, melyek megjosolhatatlan

valtozasokat idézhetnek €l az €16 szervezetekben.

6.5 Reagensvizsgalatok eredményei

A reagens vizsgalatok célja az volt, hogy a kimutatott antibakterialis és antioxidans
hatdsu anyagok anyagcsoportjat megallapitsuk a levél- és kéregkivonatbol. A hasznalt
reagenseket a 4. tablazat foglalja Ossze. Az alabbi képen (30. abra) a levél

reagensvizsgalat eredményei lathatok.

Rf 0,74

A B C D E F G H | J K

30. abra - A reagens vizsgalatok eredményei levél kivonatra.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, viv), Réteg: szilikagél 60 Fysg;

A -UV 254 nm; B - UV 366 nm; C - B. subtilis; D - DPPH; E - AICI;; F - NP-PEG; G — Primulin;

H - Vanillin-kénsav; | - Ninhidrin; J - Anilin; K - Fast Blue B.
Az antibakterialis (C) ¢és antioxidans (D) hatast anyagok jellemzésére kiilonféle
reagenseket probaltunk ki. A vanillin-kénsav, mint altalanos reagens (H) szamos aktiv
anyagot kimutatott, mellyel azonban csak jelenlétiik allapithaté meg, anyagcsoportjuk nem.
A szénhidratok kimutatasat megcélozva (J) csak a startvonalon lathato aktivitas. Az F
rétegen NP-PEG reagenssel kimutatott néhany flavonoid azonos Rg-en fut az antioxidans
hatdst mutaté anyagokkal. A G réteg primulinos el6hivéasra aktiv foltot latunk az
antibakterialis hatast mutaté anyag Rr értékén. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az
antibakterialis anyag lipofil, pl. zsirsav. A 31. abra mutatja a kéregkivonat

reagensvizsgalatanak eredényét.
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31. abra — A kéreg reagens vizsgalatok pozitiv eredményei.
Eluens: n-hexan:EtAc (40:60 + 5% ecetsav), Réteg: szilikagél 60 Fsy
I. - DPPH; Il. — Folin; I11l. — Vanillin-kénsav; IV: - Primulin;

V. — AlCl;; VI. = NP-PEG; VII. — Rhodamin;

A DPPH-val el6hivott, antioxidans hatastt komponensek Folinnal, AICl; és Rhodamin
reagensekkel mutathatok ki. Igy az aktiv anyagaink lehetnek fenoloidok (ezt a FastBlue B
nem erdsitette meg) vagy flavonoidok. A difenilamin, a ninhidrin és az anilin segitségével nem

mutathatok ki. Noha zsirsavat sikeriilt kimutatnunk a rétegen, ez nem az antioxidans zonajaban

van, igy nem lehet az.

6.6 Izolalas eredménvei

Mivel Rg=0,74—en minden minta produkalt antibakterialis hatast, igy ebbdl a
z0nabol végeztikk az izolalast a MeOH-0s kéregkivonatot hasznalva. Az izolalas utan
sikeres visszakromatografalassal igazoltuk, hogy az aktiv anyag jelen van az izolatumban,
mely emellett tartalmaz egy miiterméket is, mely a hattérben is megtalalhato, az eredeti
kivonatban azonban nem. Ez nagyvaloszinliséggel a ragasztdéanyag, ami az izolalas soran
leoldodik a szilika szemcsékrdl. Vizsgéalatunkat nem befolyasolja, hiszen retencids ideje
eltér az altalunk vizsgalt anyagétol. A reagens vizsgalatokkal elézetesen megallapitottuk,
hogy az antibakterialis anyag lipofil, pl. zsirsav, igy harom zsirsav standarddal (linolénsav,

olajsav és sztearinsav) 0sszehasonlitottuk az izolalt anyagunkat (32. abra).
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Rr=0.74
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32. abra — Az aktiv anyag meghatarozasa standardokkal, bioautogram B. subtilis-szel.
Eluens: n-hexan:EtAc (1/1, v/v), Réteg: szilikagél 60 Fsy.
. - kéregkivonat, Il. - Izolatum, Ill. — Hattér, V. - Linolénsav, V. — Olajsav, VI. — Sztearinsav.

Az 32. abra 1. savjaban az eredeti minta lathatd, mely ugyanazon az Rg értéken
tartalmazza az antibakterialis anyagot, mint az izolatum (I1.). Az izolatumban és a
hattérben (I11.) megjelend folt az izolalas mellékterméke. A retencidos faktorokat
figyelembe véve megallapithato, hogy a felvitt standardok gatlozonaja egybe esik a minta
és izolatum gatlozondjaval, igy az feltehetéen zsirsav. Annak érdekében, hogy
egyértelmiien igazoljuk, hogy a fehér akacban jelenlévo antibakterialis anyag - valamelyik

zsirsav - nagymiiszeres vizsgalatokat végeztiink az izolatummal.
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6.7 Nagymiiszeres vizsgalatok eredményei

Mind az eredeti kéreg kivonatban, mind az izolatumban 190 nm-en detektaltunk 2
csucsot 7,48 és 7,97 perc retencids idovel. A negativ ionizaciés moédban felvett MS
spektrumokban az m/z értékek a kdvetkezok:
l.anyag (7,48 perc retenciés idénél): 277 [M-H], 323 [M+HCOO] és

377 [M+2ACN+OH] ;
2.anyag (7,97 perc retenciés idonél): 279 [M-H]_, 325 [M+HCOO]_ és

379 [M+2ACN+OH] .
Ezéltal a varhatd molaris tomegiik 278 illetve 280, amelyek megegyeznek a

linolénsav ¢€s a linolsav molaris tdmegével. A két csucs retencids ideje és tomegspektruma

meg is egyezett a standard anyagokéval, igy ténylegesen azonositottuk 6ket (33. abra).
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33. abra - A kéregkivonat antibakterialis anyagainak HPLC-MS vizsgalata.
A kivonat, a linolénsav és a linolsav HPLC-UV kromatogramja (190 nm), valamint 7,48 ¢és 7,97
percnél detektalhato linolénsav és linolsav MS spektruma (negativ ion modban).
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Ezt az eredményt HPLC-MS/MS mérésekkel is sikeriilt alatamasztani. Korabbi
kisérletek alapjan a linolsav is antibakterialis hatasu, gatlast mutatott mind B. subtilis, mind
A. fischeri baktériumokkal szemben (KRUZSELYI ES MTSAI 2016). Ahhoz, hogy igazoljuk,
hogy a kimutatott antibakteridlis hatdsu anyagok nem egyedi esetek az atfogoan vizsgalt
veszprémi akdcmintaban, az orszag tavolabbi pontjairdl tavasszal gylijtott kéregmintakat is

ellendriztiik B. subtilis-szel szemben. Az 6sszes vizsgalt minta aktiv volt (34. abra).

Rr=0.74

|8 . V. V. Vi, Vil

34. abra — Kiilonb6z6 helyrdl gylijtott akacmintak antibakteridlis hatasa.
Eluens: Hexan: EtAc (60:40), Réteg: szilikagél 60 Fjs;
I. — Linolsav, Il. — Linolénsav, III. — Leanyfalu, IV. — Harta, V. — Balatongyo6rok, V1. — Szeged,
VII. — Nagytevel

Az antioxidans hatast anyagok koziil eddig kettot, a katechint és az epikatechint
sikeriilt azonositanunk HPLC-DAD-MS méréssel kapott UV és MS spektrumok alapjan
(35. abra.) A meghatarozasukat alatamasztottuk irodalomban talalt modszerrel (VOVKA,
2003) és nagy felbontast MS méréssel. Az utobbival megkaptuk a pontos tomegiiket és az

Osszegképletiiket. A tobbi anyag azonositasa folyamatban van.

Inten. (x1,000)

289
40 -ESI MS spektrum

) gl )
et Rttty
50 150 250 350 450 550 650 750 850 950
m/z

mAU

202

50

UV spektrum
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251
279
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35. abra — A katechin UV és MS spektruma, mely teljesen megegyeznek az epikatechinével.
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A mérés soran azonositott anyag tomegét réteghez kapcsolt nagy felbontasi MS-sel
hataroztuk meg (TLC-MS Interface segitségével lett 6sszekapcsolva a réteg az MS-sel). A
pontos tomegiik: katechin 289,07190 ¢és epikatechin 289,07192, igy mindketto
Osszegképlete: C15H1306.
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7. Kovetkeztetések

A fehér akécra elvégzett kiillonbozo vizsgalatok egyértelmiien kimutattak, hogy eme
tdjidegen novény, szdmos jotékony hatasu vegyiiletet tartalmaz.

A kéreg- ¢és a levélmintak kiilonb6z6 olddszeres kivonatait készitettik el és
vizsgaltuk antibakteridlis ¢és antioxidans hatdsu komponenseket keresve. Ehhez
kidolgoztunk egy mintael6készitési protokollt, a fehér akac vizsgalt részeibdl altalaban a
MeOH-o0s extraktumok bizonyultak a legjobb mindséglieknek. A rétegkromatografidhoz
csatolt biologiai tesztek elvégzéséhez elvalasztasi modszereket is fejlesztettiink.

Szamos baktériummal szemben vizsgaltuk a ndvényi mintdk elvalasztott
komponenseit, s a kromatografias rétegen egy karakteres antibakterialis zonat talaltunk,
melybdl nagymiiszeres vizsgalattal sikeriilt két aktiv anyagot azonositani, a linolénsavat és
a linolsavat, melyek tobbszordsen telitetlen zsirsavak. Megfigyeltiik, hogy a tavasztol 8szig
gyljtott mintak, féleg a levél kivonatai eltéré6 mennyiségli és mindségli gatldbanyagokat
tartalmaznak. Mindemellett megvizsgélva az orszag kiilonboz6é pontjairdl gylijtdtt mintak
kivonatait, nem taldltunk kiilonbséget a leirt anyagok el6fordulasat tekintve, igy
Kijelenthetjiik, hogy a fehér akac altalaban tartalmaz linolénsavat és linolsavat. Mindkettd
esszencialis zsirsav, melyet az emberi szervezet nem képes -eldallitani, azonban
fejlodéséhez és a normalis miikodéséhez elengedhetetlen (BRANEN ES MTSAI, 2001).
Szakirodalombdl ismeretes, hogy a linolénsav és a linolsav tobb Gram-pozitiv
baktériummal szemben is antibakterialis hatasti, mint példaul a Bacillus, vagy a human
patogén Micrococcus és Staphylococcus-okkal szemben, de a Gram-negativ Helicobacter
pylori szaporodasat is gatoljak (GALBRAITHT ES MTSAI, 1971; DILIKA ES MTSAI, 2000; SUN
ES MTSAI, 2003). Kimutattak tovabba, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak hianya a
neurodegenerativ betegségek kialakuldséban is jelentds szerepet jatszik. Az Alzheimer-kor
o kivaltd oka az ideggyulladas, amelyet a zsirsavak gyulladascsokkentd hatasa késleltet,
illetve az neuronok apoptotikus elhalasat is lassitja (DEVASSY ES MTSAI, 2016). Ezek
mellett a linolsavat és a linolénsavat az élelmiszeripar is hasznositja, mint tartositoszer
(BRANEN ES MTSALI, 2001).

Az azonositott linolsav és linolénsav igazoltan antibakteridlis hatasa, emellett, mint
tobbszorosen telitetlen, az esszencialis zsirsavak, szamos kronikus betegségnek elejét
vehetik, mint az inzulin-rezisztencia, a kardiovaszkularis rendszer megbetegedései vagy a

daganatos elvaltozasok, elsdsorban a prosztatarak (ANDERSON ES MA, 2009).
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A fehér akacban antioxidans hatdsu anyagok is nagy mennyiségben eléfordulnak, a
vizsgalt novényi részekben az anyagok megoszlasa azonban nem azonos. A tavasztol 0szig
tartd mintazasnak koszonhetden megallapithatjuk, hogy évszakos eltérés is mutatkozik az
aktiv vegyiiletek kozott. A kéregkivonatok aktivitdsa Osszel, mig a levélkivonatoké
tavasszal erOsebb, azonban a kéregmintdk tavaszi és Oszi kivonatainak antioxidans
aktivitdsa kozott gyenge, mig levélkivonatok esetében nem figyelheté meg korrelacio.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a tavaszi aktivitasbol nem tudjuk megjoésolni az 6szi
aktivitas alakulasat.

Az egyik altalunk meghatdrozott anyag a katechin, tovabbi vizsgalatokkal
igyeksziink meghatarozni a tobbi aktiv anyagok is, hiszen gydgyaszati szempontbdl az
antioxidansok is jelent6sek. Alkalmasak szamos karos folyamat megel6zésére, mint az
oxidativ stressz okozta sejtkdrosodasok, a szervezetben keletkezett szabadgyokok okozta
lipidperoxidaci6 vagy a motoros neuronok degradacioja. Ezek szerepet jatszhatnak a
stroke, az Alzheimer-kor és a kognitiv hanyatlas korai kialakulasaban, egyes tanulmanyok
azonban nem talalnak szoros Osszefiiggést a betegségek kialakulasa és az antioxidansok
kozott. (RAO ES BALACHANDRAN, 2000; CRICHTON ES MTSAI, 2013).

Felhasznalhatosagat tekintve bizonyitottuk, hogy a fehér akic gyogyszeripari
szempontbol szdmos kiaknazatlan lehetdséget rejt. Az akac bioaktiv anyagai tovabbi

kutatasok targyat képezhetik a kozeljovoben.
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8. Osszefoglalé

A fehér akac (Robinia pseudoacacia) Eszak-Amerikdban Gshonos, rendkiviil
mutatds fa, mely kivaldan alkalmazkodik a gyengébb mindségii életterekhez. Eurdpa szerte
invaziv, igy alloméanycsokkentése sziikséges. Sokoldalu felhasznalhatosaga, mely kiterjed
a névény minden részére, gazdasagi szempontbol kiemelten fontos.

Az utdbbi id6ében a gydgyszerkutatds a természetes alapanyagok és molekulak felé
kezdett nyitni, igy a fehér akac idedlis jeldlt lehet, mint nagy tdmegben rendelkezésre 4116
¢s konnyen hasznosithaté gyogyszeripari alapanyag. A fehér akac eddigi vizsgalatai
elsésorban a flavonoid szarmazékokat és a toxikus vegyiileteket vette gorcso ala.

Vizsgalataink célja antioxidans és antibakterialis hatasi anyagok keresése és azok
jellemzése, melyhez a kérget, levelet, viragot és termést vizsgaltuk. A kivonatok
komponenseit vékonyréteg kromatografiahoz (TLC) kapcsolt biologiai tesztekkel
vizsgaltuk.

A TLC-vel elvalasztott anyagok antibakterialis hatasat a rétegen direkt
bioautografias modszerrel végeztiik kiilonbozd baktériumok ellen. Ez a modszer gyors,
megbizhatd és alkalmas nagy ateresztOképességli tesztelésre. Az antioxiddnsok jelenlétét
egy stabil szabadgyok, a DPPH metanolos oldatiba vald meritéssel teszteltiik. Mind az
antibakterialis, mind pedig az antioxidans hatast mutatdé vegyliletek kémiai jellemzését
TLC reagensekkel végeztiik.

Két kimutatott antibakteridlis vegyiiletet sikeresen izolaltunk a rétegrél és
nagymiszeres analitikai modszerrel (HPLC-DAD-ESI-MS(/MS)) azonositottunk, mint a
két esszencialis zsirsav, a linolsav és a linolénsav.

Antioxidans anyagok koziil sikeriilt azonositanunk a katechint, amely
daganatellenes hatasardl ismert.

Megfigyeltiink évszakos valtozast az aktiv anyagok el6fordulasaban. Mind az
antibakterialis, mind az antioxidans anyagokat vizsgalva levélkivonataink tavasszal
nagyobb mennyiségli aktiv anyagot tartalmaztak, mint az Osziek. Ezzel szemben a
kéregkivonatokban tavasztol Oszig egyre nagyobb mennyiségben voltak jelen aktiv

anyagok.

39



9. Summary

The black locust tree (Robinia pseudoacacia) is native to North America, which
adapts astonishingly well to lower quality habitats. It is a species considered invasive all
across Europe and is in need of artificial population decrease, but the diverse use of all
parts of the plant can be extremely important from an economic view.

Recently pharmaceutical researches have shown great interest in naturally
occurring molecules and the black locust tree can be a great target of such researches, since
it is widely available and it can be utilized easily. So far studies of the black locust mainly
focused on the plants flavonoids and toxic substances.

The aim of our research was to search and characterize antioxidant and antibacterial
black locust compounds, for which we used the different parts of the plant (bark, leaves
and flowers). The components of the extracts were tested by thin-layer chromatography
(TLC) coupled with bioactivity assays. The antibacterial activities of the components
separated by TLC were detected in situ in the adsorbent bed by direct bioautography using
various bacterial strains. This fast and reliable method is suitable for high-throughput tests.
The antioxidants were visualized by dipping the developed layer into methanol solution of
the relatively stable radical DPPH. Further characterizations of the compounds were done
by TLC reagents.

We successfully isolated two antibacterial compounds from the layer using HPLC-
DAD-ESI-MS(/MS), which turned out to be linolenic acid and linoleic acid, two essential
fatty acids.

We also identified two antioxidant compounds, epicatechin and catechin that has
anticancer effect.

We also examined seasonal fluctuations in the occurrence of bioactive components.
Both the antioxidant and antibacterial compounds were present in higher concentrations in
the leaves during springtime than in autumn. Contrarily, the amount of the active

compounds in the bark extracts was increased from spring to autumn.
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12. Fiiggelék

1. tablazat — A tavasszal gyijtott akdcok mintavételi helyei. Mintavételi iddszak:
2016.05.16- 29.

TAVASZ
Sorszam Gyiijtés ideje  Gyiijtés helye  Gyiijtott minta

l. 2016.05.16 Harta kéreg, levél, virag
. 2016.05.19 Budapest, VI. kéreg, levél, virag
I"i. 2016.05.19 Budapest, Reptér kéreg, levél, virag
V. 2016.05.21  Eplény kéreg, levél, virag
V. 2016.05.21 Kadarta kéreg, levél, virag
V1. 2016.05.21  Gyulafiratot kéreg, levél, virag
VII. 2016.05.22  Leanyfalu kéreg, levél, virag
VIII. 2016.05.22  Nagytevel kéreg, levél, virag
IX. 2016.05.22  Tapolca kéreg, levél, virag
X. 2016.05.23 Balatongyorok  kéreg, levél, virag

XI. 2016.05.24  Budapest, XII. kéreg, levél

XIl. 2016.05.26  Budapest, IlI. kéreg, levél

pll 2016.05.27  Szeged kéreg, levél
XIV. 2016.05.29  Veszprém kéreg, levél, virag

44



2. tablazat — Az Osszel gyijtott akdcok mintavételi helyei. Mintavételi iddszak:

2016.10.16-29.

Sorszam Gyiijtés ideje

0sz

Gyiijtés helye

Gyiijtott minta

l. 2016.10.23
I 2016.10.24
. 2016.10.28
V. 2016.10.26
V. 2016.10.26
V1. 2016.10.23
VII. 2016.10.16

VIII. 2016.10.24

IX. 2016.10.23
X. 2016.10.29
XI. 2016.10.23
XIl. 2016.10.23

XIII. 2016.10.23

XIV. 2016.10.29
XV. 2016.10.23

XVI. 2016.10.16
XVII. 2016.10.28
XVIII 2016.10.23

XIX. 2016.10.23
XX. 2016.10.16

XXI. 2016.10.16
XXII. 2016.10.16
XXIII 2016.10.23
XXIV 2016.10.16

Balatongydrok
Budapest, IV.
Budapest, XII.
Budapest, XV1.
Budapest, Reptér
Csesznek

Eplény

Erd

Harta

Hete

Budapest, Janos-hegy

Kadarta
Kisbér
Koméarom
Lenti
Nemesvamos
Budapest, I11.
Réde

Szeged
Székesfehérvar
Tapolca
Varpalota
Veszprém
Vigantpetend
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kéreg, levél, termés

kéreg, levél

kéreg, levél, termés

kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél

kéreg, levél, termés

kéreg, termés
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél

kéreg, levél, termés

kéreg, levél
kéreg, levél

kéreg, levél, termés

kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél



5. tablazat - A nagymiiszeres vizsgalatok tovabbi paraméterei

Kromatografias elvalasztasi paraméterek antibakterialis anyag vizsgalatahoz

Oszlop

M ozgofazis

Aramlasi sebesség
Gradiens elucio

Injektalt mennyiség

Kinetex C18, 3x100 mm, 2,6 um szemcseméret, C18 el6tétoszloppal
¢s termosztalva 35 °C-ra

5% acetonitril 0,05% hangyasawal (4 oldoszer ) és acetonitril 0,05%
hangyasawal (B oldészer)

0,8 ml/perc
0-7 percig 15-90% acetonitril, 7-13 percig 90%, 13-16 percig 15%
10 u

Tomegspektrometrias paraméterek

ESI
N, gazaramlas
Porlaszté N, gaz

Scan méd

deszolvatalasi hdmérséklet 250 °C; fiitéblokk homérséklet 400 °C
15 liter/perc
1,5 liter/perc

Kromatografias elvalasztasi paraméterek antioxidans anyagok vizsgalatahoz

Oszlop

M ozgofazis
Aramlasi sebesség
Gradiens elicioé

Injektalt mennyiség

Kinetex C18, 3x100 mm, 2,6 ym szemcseméret, C18 eldtétoszloppal
¢s termosztalva 35 °C-ra

5% acetonitril 0,05% hangyasawal (A oldoszer) és acetonitril 0,05%
hangyasawal (B oldészer)

0,6 ml/perc

0-7 percig 0% B, 7-9 percig 0-20%, 9-20 percig 20-90%, 20-25
percig 90%, 25,1-30 percig 100%

Su

Tomegspektrometrias paraméterek

ESI
N, gazaramlas
Porlaszté N, gaz

Scan méd

deszolvatalasi homérséklet 250 °C; fiitoblokk homérséklet 400 °C
15 liter/perc
1,5 liter/perc

46



6. tablazat — Az év soran gyujtott akacmintdk mintavételi idopontjai. Kivalasztott

egyed GPS- koordinatai: 47.102411, 17.935618.

EVES

Sorszam Gyiijtés ideje Gyiijtott minta

2016.04.17
2016.05.01
2016.05.15
2016.05.29
2016.06.12
2016.06.26
2016.07.10
2016.07.24
2016.08.07
2016.08.21
2016.09.04
2016.09.18
2016.10.02
2016.10.13
2016.10.23
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kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél
kéreg, levél



7. tablazat — Tavasszal és Osszel is gylijtott mintak gyljtési paraméterei

TAVASZI- OSZI MINTAVETEL

Gyiijtés ideje  Gyiijtés ideje

Sorszim tavasszal osszel Gytjtés helye
I 2016.05.21 2016.10.16 Eplkény
Il 2016.05.21 2016.10.23 Kadarta
. 2016.05.16 2016.10.23 Harta
VA 2016.05.24 2016.10.28 Budapest, XII.
V. 2016.05.23 2016.10.23 Balatongyorok
VL. 2016.05.27 2016.10.23 Szeged
VII. 2016.05.26 2016.10.28 Budapest, IlI.
VIII. 2016.05.19 2016.10.26  Budapest, Reptér
IX. 2016.05.19 2016.10.26 Budapest XVI.
X. 2016.05.22 2016.10.16 Tapolca
XI. 2016.05.29 2016.10.23 Veszprém
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