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ROVIDITESJEGYZEK

ROVIDITES ANGOL MAGYAR
ASE Accelerated Solvent Extraction Gyorsitott oldoszeres extrakcio
CE Collision Energy Utkozési energia
CEP Collision Cell Entrance Potential Utkdzési cella belépési potencial
CXP Collision Cell Exit Potential Utkodzési cella kilépési potencial
Cy Cianidin
DP Declustering Potetial Klasztermentesitd fesziiltség
Dp Delfinidin
EIC Extracted Ion Chromatogram Kiemelt ionkromatogram
EP Entrance Potential Belépési potencial
ESI Elecrospray ionisation Elektroporlasztasos ionizacid
HCOOH Hangyasav
Hex Hexozid
Hex-a Hexozilsav
HPLC High-Performance-Liquid- Nagyhatékonysagu
Chromatography folyadékkromatografia
LLE liquid-liquid extraction Folyadék-folyadék extrakcid
MeOH Metanol
MRM Multiple Reaction Monitoring Tobbszoros Termékion Figyelés
MS Mass Spectrometry Tomegspektrometria
MSPD Matrix Solid-Phase Dispersion Matrix szilard fazisu diszperzid
Mv Malvidin
NaOH Natrium-hidroxid
Pg Pelargonidin
PLE Pressurized Liquid Extraction Nyomas alatti Folyadék Extrakcio
Pn Peonidin
Pt Petunidin
PTFE Politetrafluoretilén
Q-TOF Quadrupole-Time-of-Flight Kvadrupdl-repiilési id6
SFE Supercritical Fluid Extraction Szuperkritikus folyadék extrakcio
SPE Solid Phase Extraction Szilardfazisu extrakcio
SPME Solid Phase Microextraction Szilardfazisu mikroextrakcio
SRM Selected Reaction Monitoring Kivalasztott Termékion Figyelés
TFA Trifluoro acetic acid Trifluoroecetsav
TIC Total Ion Current/Chromatogram Teljes lonaram/Ionkromatogram
TOF-MS Time of Flight Mass Spectrometry Repiilési 1d6 Tomegspektrometria
USDA United States Department of Agriculture Am”erlkal Egyesu}t .All’flmOk
Mezdgazdasagi Minisztériuma
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1. BEVEZETES

Az epidemiologiai vizsgalatok meggydzé bizonyitékokkal tamasztjadk ald, hogy a magas

flavonoid bevitel szdmos, az egészségi allapotot pozitivan befolyasolé hatdssal bir, példaul
csokkenti a szivkoszora ér betegségek-, az asztma és kronikus tiidobetegség kialakulasat,
antikarcinogén hatast, tovabba akar 65%-kal csokkenti a széliités kockazatat. A kiillonb6zo
novényekkel, ¢élelmiszerekkel elfogyasztott polifenolok egészségre gyakorolt jotékony hatasat
korabban foként a polifenolok antioxidans hatasanak tulajdonitottak [HALLIWELL, 2007].
Az utobbi idében azonban szemléletvaltas figyelheté meg, ugyanis a kutatok felfedezték, hogy
ennél joval Osszetettebb, molekularis szinti mechanizmusok okozzdk ezen egészségre gyakorolt
jotékony tulajdonsagokat [HOLST & WILLIAMSON, 2008]. A szervezetre gyakorolt bioldgiai
hatasokat a metabolizmus ¢és a hatdsmechanizmusok megfigyelése céljabol aglikonokon tesztelték
elészor [CROZIER et al.,, 2010; DEL RIO et al., 2010]. Méra mar az is ismertté valt, hogy a
novényekben a polifenolok foként szarmazékok formdjaban taldlhatoak meg, melyek
meghatarozasa sokféleségiik miatt igen nehézkes [DE RIJKE et al., 2006]. Napjainkban mar az is
igazolast nyert, hogy az in vitro koriilmények kozott bioldgiai hatdst eredményezd aglikonok
konjugalt valtozatai nem azonos mértékben hozzaférhetok az emberi emésztérendszerben igy a
hatasossaguk is kiilonb6zé [DAY et al., 2000; CROZIER et al., 2010; HOSODA et al., 2010].
Ennek fényében érthetd, hogy olyan vizsgélati modszerek kellenek, amelyek nem csupan az
aglikonokrol, hanem a szidrmazékokrol is informaciét nyajtanak [ABAD-GARCIA et al., 2009;
HARNLY et al., 2007; LIN & HARNLY, 2007].

A doktori munkdmban szerepld vizsgalatokat a fenti szemlélet alapjan terveztem és végeztem el.
Elséként gyogyndvények feltérképezése volt a cél fenolos savakra és flavonoidokra. Ezt kdvetéen
spanyolorszagi tanulmanyutam alkalmaval oliva termékek oleuropein aglikonnal rendelkezo
szarmazékainak hatasos kinyerésére torekedtem, illetve e szarmazékok azonositdsdra nagy
tomegpontossagi Q-TOF késziiléken. Végiil egy olyan modszerfejlesztés volt a cél, ahol azon
szerkezeti izomériaval rendelkez6 flavonoid komponensek is szelektiven megkiilonboztethetoek,
melyeket csupan a molekuldk tomege alapjan még egy nagy tomegpontossagi TOF késziilék sem

képes megkiilonboztetni egymastol.



Szilvdssy Blanka, 2014

10



Elelmi novények polifenolkészletének vizsgalata tomegspektrometrids modszerekkel

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Polifenolok rovid bemutatisa, dttekintése

A polifenolok kémiailag nagyon valtozatos molekuldk, melyek a novények kiilonbozo fejlodési
stadiumaiban masodlagos anyagcsere termékekként szintetizalodnak [MACHEIX & FLEURIET,
1990].

Tobb mint 8000 fenolos szerkezetet fedeztek mar fel, melyek széles korben elterjedtek a
novényvilagban [STRACK, 1997].

A polifenolok nevezéktana nem egységes ¢és nem is logikusan felépitett. Egyes irodalmi
forrasok polifenolokként nevezik meg azokat a molekuldkat is, amelyek az aromas gyliriin csupan
egy hidroxilcsoportot tartalmaznak (p-kumarsav). A kémiai szemlélet szerint ezek monofenolnak,
vagy egyszeri fenolnak tekinthet6k. Az altalanos megnevezésre az angol ,,phenolics” sz6 a
legmegfelelébb, mely magyarul ,,fenolos komponensekként” fordithaté. Ez magaban foglalja
azokat a komponenseket is ahol az aromas gyliriin csak egy hidroxilcsoport talalhato.

Hasonloan kifejezé lehet akar a ,,(poli)fenolok” megnevezés is, de ez csak irasban fejezi ki a
lényeget. A tovabbiakban az egyszerliség kedvéért a hidroxilcsoportok szamatol fliggetleniil a
polifenolok, illetve ennek szinoniméjaként a fenolos komponensek kifejezést fogom hasznélni.

A fenolos komponenseket — a legegyszeriibb csoportositasi elv alapjan — két fécsoportba
sorolhatjuk: a flavonoidok illetve a nem-flavonoidok kéz¢. A flavonoidok a fenolos komponensek
legnagyobb csoportja, mely a kozponti heterociklikus gytri oxidacids allapotatol fiiggéen
kiilonboz6 osztalyokkéa bonthatd tovabb.

2.1.1. Flavonoidok kémiai bemutatdisa

A flavonoidok a kromon vegyiiletnek (vagy mas néven benzo-gamma-pironnak) a szarmazékai
[WOLFENDER et al., 2010]. A ndvényekben aromas aminosavakbol, nevezetesen fenilalaninbdl,
tirozinbdl és malonatbol képzddnek [PIETTA, 2000]. Az alap flavonoid vaz a flavan mag, mely 15
szénatomot tartalmaz harom, Cs-C3-Cs elosztasti gyiiriben, melyeket A, B és C betlikkel jelolnek

(1. abra).
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1. abra: A flavonoid alapvaiz bemutatdsa

A természetben a flavonoidok kiilonb6z6 formakban Ilehetnek jelen. A vaz lehet
hidroxilezett, metilezett, illetve egyéb szubsztituciés csoportok is kotddhetnek hozza. A
flavonoidok dimerekként is el6fordulnak (ezek a biflavonoidok) melyek C-C vagy C-O-C kotéssel
is kapcsolodhatnak az aglikonok kiilonbz6 helyein. A legtobbszor azonban cukorszarmazékként
talalhatéak O-glikozid vagy C-glikozid formaban. A glikozilacio teszi a flavonoidokat polarisabba,
ami lehetOséget teremt a ndvények szamara, hogy elraktarozzak Oket a sejtekben. Az O-
glikozidoknal az aglikon egy félacetal kotéssel kapcsolodik, mig a C-glikozidoknal a cukorhoz valo
kapcsolodas egy sav-rezisztens C-C kotéssel alakul ki. Természetes uton az O-glikozidoknal a
leggyakoribb kotohely az ,,A” gytrti 7-hidroxilcsoportndl van a flavon, flavanon és izoflavonok
esetében, mig a flavonolok és flavanolok esetében a 3- és 7-es helyen, illetve az antocianoknal a 3-
as és 5-0s helyen. A C-glikozidok esetében csak az ,,A” gytiri C-6 illetve C-8-as helyén irtak le
kapcsolodo cukor alegységeket. A flavonoid glikozidok legtobbszor glitkozt tartalmaznak. Emellett
galaktdz, ramndz, xiloz és arabindz szintén gyakran van jelen, de manndz, fruktoz, glikuron- és
galakturonsav is eléfordul. Diszacharidok, mint a rutindz €és a neoheszperiddz, szintén gyakoriak.
Nagyobb oligoszacharidok is kapcsolodhatnak, de ezek igen ritkidk [ANDERSEN & MARKHAM,
2006].

A kiilonb6z6 flavonoid osztalyok az oxidacié fokaban, illetve a ,,C” gyiir(i szubsztiticios
mintazataban térnek el. Az egyes komponensek az osztalyokon belill az ,,A” és ,,B” gyliriin
elhelyezkedd szubsztituensek mintdzataban kiillonboznek, melyek leggyakrabban a ,,B” gyliri 37,
4’, 5 helyeit foglaljak el. A flavonoidok csoportositdsa a szubsztitlicidos mintazat alapjan
egyszeriinek tlinhet, de a sokféleségiik miatt ez sem egységes. Erre jo példa, hogy az 1993-ig
3 kiadasban megjelent ,,The Flavonoids, Advances in Research” cimii publikdcidban a flavanonok
¢s a dihidroflavonolok, (vagy mas néven flavanonolok) ,,minor flavonoidok”-ként szerepeltek, mert
nagyon kevés ilyen fajta komponenst ismertek [HARBORNE, 1993]. Az utobbi 15 évben azonban
mar kozel ezerre teheté ezen flavonoid komponensek szama, igy a ,,minor” kifejezés mar nem

helytallo [ANDERSEN & MARKHAM, 2006]. Ebbdl is 1atszik, hogy az osztalyozas, csoportositas
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folyamatosan valtozik. A legutobbi kutatdsi eredmények alapjan a leggyakoribb flavonoidokat
altalaban a kovetkezd csoportokba soroljak: flavonok, flavanonok, izoflavonok, flavonolok,
flavanonolok, flavanolok és antocianidinek. Ezek altalanos szerkezeti képletét Osszefoglalva
mutatja be a 2. abra.

FLAVONOIDOK

Fiavon R, Flavonol R, Flavanon

2. abra: A flavonoidok fobb csoportjainak altalanos szerkezeti képlete

Tovabbi flavonoid osztalyok lehetnek a biflavonok, kalkonok, auronok és kumarinok. A
hidrolizalhat6 tanninokat, proantocianidineket (vagy flavan-3-ol oligomereket), kaffeatokat és
lignanokat altalaban kiilon osztalyba soroljak. A fobb alosztalyokat kémiai jellegiik és

elé6fordulasuk szerint mutatom be roviden.

A flavanonok (mas néven dihidro-flavonok) a flavonoid bioszintézis utjanak elsé termékei
¢s igy a flavonoidok kozvetlen prekurzorai. Jellemzdjiik a C2-es kirdlis centrum jelenléte és a ,,C”
gylrti 2-es és 3-as szénatomja kozotti kettds kotés hianya. A legtobb természetben eléforduld
flavanonnal a ,,C” gyiirt a ,,B” gyiirivel a C2-es helyzetben kapcsolodik. A flavanon szerkezet
nagyon reaktiv, részt vesz hidroxildcioban, glikozilacioban és az O-metilezési reakcidkban.
Altalaban hidroxil-, vagy cukorszarmazékként illetve O-metilezett szarmazékként van jelen
[WOLFENDER et al., 2010; ANDERSEN & MARKHAM, 2006; DEL RIO et al., 2013].

A flavanonolok (mas néven dihidro-flavonolok) egyik jellemzdje, hogy a flavanonokhoz
hasonléan, a ,,C” gyiirin a 2-es és 3-as C atom kozotti kettds kotés hianyzik. A C-3-as kotohely
egyarant  hordozhat  hidrogénatomot illetve  hidroxilcsoportot, igy egy  tovabbi

aszimmetriacentrumot alakithat ki. Ezaltal négy sztercoizomer Ilehetséges minden egyes
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dihidroflavonol szerkezetre, (2R, 3R), (2R, 3S), (2S, 3R) és (2S, 3S). Mind a négy konfiguraciora
talaltak példat a természetben el6forduld dihidro-flavonolok kozétt, de a (2R, 3R)-konfiguracio
messze a leggyakoribb. A flavonoidokra jellemz6 altalanos szarmazékképzddési lehetdségek (5, 7,
3’, 4, 5° helyek) mellett, a flavanonolok esetében C-3-as helyen 1évo hidroxilcsoport lehet
metilezett, glikozildlt, vagy észterezett [ANDERSEN & MARKHAM, 2006]. Ebbe a csoportba
tartozik a taxifolin (vagy dihidro-kvercetin), az aromadedrin (vagy dihidro-kaempferol).

A flavonolok mint példaul a miricetin, a kvercetin, az izoramnetin és a kaempferol
jon 1étre, de a szénvaz 5, 7, 4°, 3° és 5” pozicioin is eléfordulnak szubsztituensek. Bar az aglikonok
szama korlatozott, szamos flavonol szarmazék I1étezik. TObb mint kétszaz kiillonbozé
cukorkonjugatum ismert csak a kaempferol esetében [DEL RIO et al., 2013].

A flavonok nagyon szoros szerkezeti kapcsolatban vannak a flavonolokkal. Bar a
flavonoknak, mint a luteolinnak és az apigeninnek az ,,A” és ,,C” gylriikon vannak szubsztituensei,
egy hidroxilcsoport hianyzik a C3-as poziciorol. A flavonok a szubsztituensek széles valasztékaval
rendelkezhet, beleértve a hidroxilezést, a metilezést, az O- ¢s C-alkilezést, és a glikozilaciot.

A legtobb flavon 7-O-glikozidként van jelen [DEL RIO et al., 2013; CROZIER et al., 2009]. A
flavonok legismertebb képviseldi az apigenin és a luteolin.

Az izoflavonok esetében a ,,B”gylirli a 3-as helyett a C2-es pozicioban kotédik a ,,C”
gyirthdz. Mivel szerkezetileg hasonlosagot mutatnak az emlésok Osztrogénjével, mely
pszeudohormonadlis tulajdonsagokkal ruhdzza fel az egyes izoflavonokat, gyakran fitodsztrogénnek
is nevezik Oket. Az alap szerkezeti tulajdonsagokon kiviil az 6sztrogén hatast az ,,A” és ,,B”
gylirikon 1év6 hidroxilcsoportok jelenléte magyarazza. Altalaban dsztrogén agonistaként soroljak
be, de ezzel egyidejlileg 0sztrogén antagonista is, mivel versenyez az Osztrogénnel a receptor
helyekért. Ezek az izoflavonok éltaldban négy formaban talalhatok meg: aglikon, 7-O-gliikozid, 6-
O-acetil-7-0-gliikozid, valamint 6”-O-malonil-7-O-gliikkozid [COWARD et al., 1998].

A flavan-3-olok (vagy mas néven flavanolok) a flavonoidok legdsszetettebb alosztalya.
Ide tartoznak az egyszerli (+)-katekin és az izomer (—)-epikatekin monomerek, illetve az oligomer
¢s polimer proantocianidinek, melyek kondenzalt tanninként is  ismertek.
A tanninok nagy hidroxilaltsaigh molekuldk, melyek oldhatatlan komplexet képezhetnek
szénhidratokkal és fehérjékkel. Ez a felelds a tanninban gazdag élelmiszerek fanyar, 6sszehuzo
érzetéért, mivel kicsapja a nyal fehérjéit.

A flavan-3-olok két kiralis kozpontja (C2, C3) minden egyes ,,B” gyiirti hidroxilaciora 4 izomert
alakit ki, melyek koziil kettd, a (+)-katekin és (—)-epikatekin, a természetben elterjedt, mig a

(—)-katekin és (+)-epikatekin sokkal ritkdbb. Az oligomer és polimer proantocianidineknek egy
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tovabbi kiralis kdzpontjuk van a C4-es pozicioban. A proantocianidinek két tipusat kiilonboztetjiik
meg (3. abra), melyek koziil a B-tipusu proantocianidinek (+)-katekinbdl és (—)-epikatekinbdl
alakulnak ki oxidativ csatolassal a fels6 monomer C4-es €s az also egység C6 vagy C8-as helyével
oligomereket vagy polimereket képezve. Az A-tipusi proantocianidinek esetében az egyik
monomer ,,B” gyliriijének C2-es pozicidja és egy masik monomer ,,A” gylriijének C7-es pozicioja
kozott van még egy éter kotés. Proantocianidinek legfeljebb 50 egységig fordulnak el6
polimerekként. Azokat a proantocianidineket, melyek kizardlag (epi)katekin egységeket
tartalmaznak procianidineknek nevezik, melyek a ndvényekben taldlhatdo proantocianidinek
leggyakoribb tipusaba tartoznak [ASHIHARA, 2006; CROZIER et al., 2009]. A proantocianidinek
savas hidrolizis alatt szines antocianidineket alakitanak ki [SANTOS-BUELGA & SCALBERT,
2000; RIBEREAU-GAYON, 1972].

A- tipusu proantocianidin dimer B- tipusi proantocianidin dimer

3. dbra: A proantocianin dimerek két csoportjanak bemutatasa

Az antocianinok polihidroxi és polimetoxi szarmazékai a 2-fenilbenzopirilium kationnak.
A f6 része az antocianinoknak az aglikon (flavilium kation), mely konjugdlt kettés kotéseket
szem szamara pirosnak latszik. Az antocianidinek (aglikonok) is a flavonoidokra jellemzd Ces-C3-Cg
vazzal rendelkeznek [KONCZAK & ZHANG, 2004]. Amikor az antocianidinek glikozidos
formaba keriilnek (azaz egy cukor részhez kapcsolddnak) akkor antocianinoknak (esetleg
antocidnoknak) nevezziik dket.
Az antocianinok sokkal stabilabbak és jobban oldédnak vizben mint az antocianidinek, mely a
glikozilaltsaguknak koszonhetd [TIMBERLAKE & BRIDLE, 1976]. A leggyakoribb cukrok az
antocianinokban a gliikdz, ramndz, galaktdz, arabindz és xiloz. A di- és triszacharidok esetében a
leggyakrabban talalt cukor a rutindz, a szoforéz, a szambubioz és a gliikorutindz voltak [DE

ANCOS et al., 1999; KAHKONEN et al., 2003]. A cukor (glikan) rész leggyakrabban az ,,A”
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gyliri 3-hidroxilcsoportjahoz kapcsolddik illetve masodsorban az 5-hidroxilcsoportjahoz, vagy a 7-
hidroxilcsoporthoz [BROUILLARD, 1982]. Tébb cukoregységbdl alld glikan részek esetén a 3, 5
¢s 7 hidroxil-csoportokhoz egyarant kapcsolodhatnak cukoregységek, melyek lehetnek linearis
vagy elagazo lancuak is [BRUNETON, 1995].

Az antocianinok acilezettek is lehetnek. A szerves savak, melyek az antocianin glikozidos
csoportjahoz kapcsolodnak egy észter kdtésen keresztiil, altalaban vagy aromas fenolos savak vagy
alifas dikarboxilsavak, vagy a kettd6 kombinacioja. A savak leggyakrabban a monoszacharid 6-os
kotohelyéhez kapcsolddnak, de az antocianinok acil csoportjai a monoszacharidok 2-,3-,és 4-es
kotohelyeire kapcsolodnak [CABRITA, 1999]. A leggyakoribb antocianinhoz k6t6do fenolos savak
a hidroxi-fahéjsav szarmazékai, mint a p-kumarsav, ferulasav, kavésav, szinapinsav, illetve a
hidroxi-benzoesavak, mint a galluszsav. A leggyakoribb alifds savak, melyek az antocianin
molekuldkban felfedezhetéek, a malonsav, ecetsav, almasav, borostyankdsav ¢és oxalsav
[BRUNETON, 1995; CABRITA, 1999; FRANCIS, 1989].

Az antocianinok ionos jellege lehet6vé teszi a molekulaszerkezet valtozasat az uralkodé pH értéktol
fiiggben, mely kiilonb6zo szineket €s szinarnyalatokat eredményez [BROUILLARD, 1982; VON
ELBE & SCHWARTZ, 1996; DA COSTA et al., 1998; FLESCHHUT et al., 2006; HEREDIA et
al., 1998; KENNEDY & WATERHOUSE, 2000]. Savas (pH < 3) koriilmények kozott a piros
flavilium ion a dominans [COOPER-DRIVER, 2001]. Az antocianinok stabilitasara a ,,B”
gylirlthoz kapcsolodd szubsztituensek €s a tovabbi hidroxi - és metoxicsoportok jelenléte is hatassal
van, mely csokkenti az aglikon stabilitasat semleges kozegben. Igy a pelargonidin a legstabilabb
antocianidin. Az aglikonokkal ellentétben, a monoglikozidok ¢és foleg a diglikozid szdrmazékok
stabilabbak semleges pH koriilmények kozott. Ez azzal magyarazhato, hogy a cukor molekulak
megakadalyozzak az instabil intermedierek fenolsav és aldehid komponensekre torténé bomlasat

[FLESCHHUT et al., 2006].

2.1.2. Nem flavonoidok

A nem flavonoidok csoportja tartalmazza az egyszerii fenolokat, fenolos savakat, kumarinokat,
xantonokat, kalkonokat, sztilbéneket, lignineket és lignanokat. A fenolos savak tovabb oszthatdoak
benzoesav-szarmazékokra, melyeknek egy C¢-Ci-es vaz, illetve fahéjsav-szdrmazékokra,
melyeknek egy Cs-Cs-as vaz az alapjuk [RIBEREAU-GAYON, 1972]. A kumarinok fenolos sav
szarmazékok, melyek a hidroxi-fahéjsavak laktonjai. Természetes kortiilmények kozott

megtalalhatok a novényekben szabad és szarmazék formaban is [SHAHIDI & NACZK, 2003] .
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A xantonok egy C¢-C;-C¢ alapvazat tartalmaznak, a sztilbének pedig egy Cs-C,-Cs vazbol allnak
kiilonboz6 hidroxilezési mintdkkal [ANDRES-LACUEVA et al., 2009]. A kalkonok egy Cs-C3-Cs
alapvazat tartalmaznak, melybdl hidnyzik egy heterociklikus ,,C” gyiirii [ANDRES-LACUEVA et
al., 2009], a ligninek a Cq-C; egység polimerjei [STAFFORD, 1988] mig a lignanok két
fenilpropan egységbdl épiilnek fel [MANACH et al., 2004]. A nem flavonoid tipusu polifenolok

legfontosabb csoportjainak altalanos szerkezeti képleteit foglalja Gssze a 4. abra.

NEM - FLAVONOIDOK

Egyszer(ifenol Xanton Kumarin
/Q/ O O R Homo
OMe R0 A
Sztilbén Kalkon

H3CO CH,OH
g O
Q
HO HO OH O

OH

OCH
Fenolos savak 3

HldrOX|-benzoesav HldrOX|-fahe sav

D¢ ~Ong

4. abra: Nem flavonoid tipusu polifenolok csoportositasa és altalanos szerkezeti képlete

2.1.2.a Fenolos savak

A fenolos savak a nem flavonoid jellegli komponensek egyik legnagyobb csoportja
[CROZIER et al., 2009]. A fenolos savak egyik csoportja a fahéjsav szarmazékai (C6-C3), melyek
széles korben elterjedtek, ritkdbban szabad formaban, nagyon gyakran pedig észterezett formaban.
A fahéjsavak fenilalaninbol keletkeznek oly modon, hogy az ammoénium csoport kivalik és a két
szénatom egy kettdés szénkotéssel Osszekapcsolddik [SHAHIDI & NACZK, 2003]. A fenol
gylrtthdz valod hidroxilcsoport kapcsolodasaval alakulnak ki a hidroxi-fahéjsavak. A hidroxi-
fahéjsavak kozti kiilénbség a fenol gy(ir(in elhelyezkedc’i hidroxilcsoportok szamaban ¢és

crcr

észterei jellemzobbek. Bel6liik szintetizalodnak a fen11pr0pano1dok melyek tobbek kozott a
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lignanok prekurzorai [SHAHIDI & NACZK, 2003]. A legaltalanosabb hidroxi-fahéjsavak a p-
kumarsav, kavésav, ferulasav és szinapinsav. Ezek konjugalt formédban jelennek meg példaul a
borkdésavval vagy a kinasavval. A klorogénsavak példaul, foként 3-O-, 4-O- és 5-O-
kaffeoilkinasavak tehat egy kavésav kinasavval képzett szarmazékai [CROZIER et al., 2009].

A fenolos savak masik csoportja a benzoesav szarmazékok, melyek éppugy megtalalhatoak
szabad formaban, mint észterekkel vagy glikozidokkal egyiitt. A (mono)hidroxi-benzoesavak
fenilpropanoidokbol két szén vesztésével alakulnak ki [SHAHIDI & NACZK, 2003]. Ezek
jellegzetes képviseldje példaul a szalicilsav, melynek acetilésztere az Aspirin hatéanyaga. A
hidroxi-benzoesav hidroxilacidja kovetkeztében jon létre a dihidroxi-benzoesav, vanilinsav,
sziringinsav, galluszsav.

E két vegyiiletcsoport dekarboxilezodésével keletkeznek az egyszert fenolok.

Tradiciondlisan a fenilpropanoidokat (azaz a fahéjsavak csaladjaba tartoz6é komponenseket)
¢és a benzoesav szarmazékokat egyiittesen ,,fenolos savak”-nak nevezi az élelmiszertudomannyal
foglalkoz6 irodalom. Azonban meg kell emliteni, hogy ez a ndomenklatura nem feltétleniil helyes

kémiai és szerkezeti szempontbol [SHAHIDI & NACZK, 2003].

2.1.2.b Fenolos szekoiridoidok

A szekoiridoidok alosztadlyokba vald besorolasa nem egységes €s nem egyértelmi, mely
kémiai tulajdonsagabol adodik. A szekoiridoidok az iridoidokbdl képzdédott molekulak, melyek
monoterpének, egy metilciklopentan alapvazzal. A ciklopentdn gyiiri szétnyilasa eredményezi a

seco-iridoidokat (vagy magyarul szekoiridoidokat). Ezt az 5. dbra szemlélteti.

(a) iridoid alapvaz (b) szekoiridoid alapvéaz

5. abra: Az iridoid és szekoiridoid alapvaz bemutatasa

A legtobb iridoidot (a szekoiridoidokat is beleértve), novényekbol izolaltak, €s ma mar tobb mint
600 kiilonboz6 szerkezeti formaja ismert. Vannak aldehidek, alkoholok és laktonok, de a

legnagyobb aranyban glikozid formdjaban fordulnak eld. Szinte az 6sszes szekoiridoid glikozidos
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formaban 1étezik [RODRIGUEZ et al., 1998]. Az izolalt szekoiridoid glikozidokat az oleozidoktol

is szarmaztatjak.

6. abra: Az elenolsav szerkezeti képlete

A szekoiridoid glikozidok tovabbi szarmazékokat képezhetnek példaul fenolos vagy terpén
konjugatumokkal, illetve  egyéb  komponensekkel is [SHEN et al,  2000].
A szekoiridoidok szerkezetében elenolsav vagy annak szarmazékai vannak jelen. Az elenolsav

szerkezeti képlete a 6. abran lathato. Ilyen elenolsav szarmazékok az oleozidok is (7. ébra) .

HO

HO OH

OH

7. dbra: Az oleozid szerkezeti felépitése

Az oleozidok nem feltétleniil fenolos komponensek, de észterezodést kovetden tartalmazhatnak
fenolos csoportot [SILVA et al., 2010]. Ez forditva is igaz, tehat amennyiben a fenolos vegyiiletek
molekulaszerkezetében az elenolsav vagy elenolsav szdrmazék jelen van, szekoiridoid
komponensnek mindsiilnek [SERVILI & MONTEDORO, 2002]. Ezért ezeket a komponenseket
fenolos szekoiridoidoknak vagy szekoiridoid polifenoloknak nevezik. Ilyen fenolos szekoiridoid
komponens példaul az oleuropein, a 10-hidroxi-oleuropein, ligsztrozid, a 10-hidroxi-ligsztrozid,
stb.
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2.2. Polifenolok szerepe és eldforduldsa a természetben

A polifenolok természetben betoltott szerepe két szempontbol is jelentés. Egyrészt a
polifenolok, mint masodlagos anyagcseretermékek kiillonbozd szerepeket jatszanak a novényi
pollen kicsirazasat, védenek a patogén mikroorganizmusoktol, a ragcsalok és mas ragadozok ellen,
illetve egyéb védo funkciokkal is rendelkeznek [DUTHIE et al., 2000; SCHIJLEN et al., 2004].
Ezek a komponensek felelések a ragyogd kék, vords szinekért a levelekben, viragokban és a
gyliimolcsokben [BROUILLARD & CHEMINAT, 1988]. Mutatés sziniiknek kdszonhetéen a
flavonok, flavonolok és antocianidinek vizualis jelekként szolgalnak a beporzd rovarok szdmara.
Katalizatorként miikodnek a fotoszintézis vilagos szakaszaban [PIETTA & SIMONETTI, 1998] és
stressz elleni véddanyagokként is szolgalnak a novényi sejtekben [PIETTA, 2000]. Tovabba, mivel
kivaldo UV elnyeld tulajdonsagaik vannak, védik a novényt az UV sugarzastol és az UV éltal
generalt gyokos mechanizmusoktdol [SHIRLEY, 1996]. Fanyarsaguk miatt a katekinek €s mas
flavanolok védelmi rendszert jelentenek a novényre artalmas rovarok ellen [MAZZA, 1993].

Human taplalkozastudomanyi szempontbdl az ember szdmara az eldbbieknél fontosabb,
hogy a polifenolok - a ndvényekben betoltott fizioldgiai szerepiikon tal - az emberi taplalkozasban
is fontos szerepet jatszanak, bar a flavonoidok az élelmiszerek nem tapanyag komponensei, vagyis
nem jelentenek tapértéket az emberi szervezet szdmara. Valdjaban a flavonoidok téplalkozassal
bevitt szintje meglehetdsen magas ha a C vitaminhoz (70 mg/nap), E vitaminhoz (7-10 mg/nap)
vagy a karotinoidokhoz hasonlitjuk ¢ket (7-10 mg/nap) [YAMASAKI et al., 1997]. A flavonoid
bevitel 50 és 800 mg/nap kozott valtozhat, a zoldség és gylimolcs-fogyasztastol €s az olyan italok
fogyasztasatol fiiggéen, mint a vordsbor, tea, sziiretlen sor [KUHNAU, 1976; LARSON, 1988].
Foként a vorosbor €s a tea tartalmaz nagy mennységet (kb. 200 mg egy pohar borban vagy egy
csésze teaban) az Osszes polifenolbol. Igy ezen italok nagymértékben felelések a flavonoid
bevitelért [PIETTA, 2000].

A polifenolok kiilonb6z6 osztalyainak eldfordulasat a kdvetkezOkben mutatom be, a kémiai
bemutatasuk soran alkalmazott csoportositas szerint. Téaplalkozasban betoltott szerepiik okan,
eléfordulasuk attekintésekor elsdsorban az ¢élelmiszerként is fogyaszthatd forrasokra helyeztem a

hangsulyt.

A flavonolok a legelterjedtebb flavonoidok a névényvilagban és az élelmiszerekben. F6
képviseloik a kvercetin és a kaempferol legnagyobb mennyiségben a zo6ldségekben és

gyiimolcsokben van jelen, féként ezek héjdban, kivéve a hagymanal. Altalaban 15-30 mg/kg friss
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tomeg koncentracioban taldlhatok meg. A legnagyobb mennyiségben a hagymaban,
kelkaposztaban, poéréhagymaban, brokkoliban, és a fekete afonyaban mutattak ki. A vordsbor és a
tea szintén legfeljebb 45 mg flavonol/liter koncentracidban tartalmazza ezeket a komponenseket,
melyek altalaban glikozidos forméban vannak jelen. A kapcsolodd cukorcsoport gyakran gliikéz
vagy ramn6z de mas cukrok is eléfordulhatnak, példaul: galaktoz, arabindz, xildéz, glikuronsav
[MANACH et al, 2004]. A gyiimolcsok altalaban 5-10 kiillonb6zé flavonol-glikozidot
tartalmaznak. Ezek a flavonolok a novény kiilsé szdveteiben halmozdodnak fel (bor és levél) mert a
bioszintézisiiket a fény stimulalja. Markans koncentracio kiilonbségek figyelheték meg ugyanazon
a fan termett gyiimdlcsok kozott, st egyetlen darab gyiimdles kiilonbdzo oldalan is attol fliggden,
hogy hogyan kapta a napfényt [PRICE et al., 1995]. Hasonloképpen a leveles zoldségekben, mint a
fejes salata és a kaposzta, a glikozid koncentracidja tizszer nagyobb lehet a kiils6 zdld levelekben,
mint a belsé vilagos szinii levelekben [HERRMANN, 1976]. Ez a jelenség a cherry paradicsom
esetében is igaz, mely magasabb flavonoid tartalmi, mint a hagyomanyos paradicsom, mert
nagyobb aranyu a bor része az egész gyiimdleshoz képest [HERRMANN, 1976].

A flavonok sokkal ritkdbbak a gyiimolcsokben és zoldségekben, mint a flavonolok. A
flavonok elsésorban a luteolin és apigenin glikozidokként fordulnak eld. Fontos élelmezési forrast
jelent a petrezselyem ¢€s a zeller illetve az aromandvények, mint a rozmaring vagy a kakukkfti
[PIETTA, 2000]. A gabonafélék, mint a kdles, vagy a buza a flavonok C-glikozidjait tartalmazzak
[KING, 1962; FENG et al., 1988; SARTELET et al., 1996]. A citrusfélék héja nagy mennyiségben
tartalmaz polimetoxilalt flavonokat: tangeretint, nobiletint és szinenszetint (akar 6,5 g/ liter illdolaj
is lehet a mandarin esetében) [SHAHIDI F, 1995].

A flavanonok az emberi taplalkozasban a paradicsomban €s bizonyos aromandvényekben
talalhatok meg, mint amilyen a menta, de nagy koncentracioban csak a citrusfélékben vannak jelen
[PIETTA, 2000]. A citrusfélék héjaban a leggyakoribb flavanon-glikozid a heszperetin-7-O-
rutinozid (heszperidin). A flavanon-rutinozidok iztelenek, ezzel -ellentétben, flavanon-
neoheszperidozid konjugatumok, példaul a heszperetin-7-O-neoheszperidozid (neoheszperidin) a
keserti narancsban (Citrus aurantium L.) és a naringenin-7-O- neoheszperidozid (naringin) a
grapefruit héjaban (Citrus paradisi Macfad.) erésen keserti iziiek [ASHIHARA, 2006]. A narancslé
200-600 mg heszperidin / liter és 15-85 mg narirutin / liter flavanon koncentraciéban tartalmazza
ezen komponenseket, illetve egy pohar narancslé 40 - 140 mg flavanon glikozidot tartalmazhat
[TOMAS-BARBERAN & CLIFFORD, 2000]. Mivel a citrusfélék szilard részeinek, kiilonosen az
albedonak (a fehér szivacsos rész) és az elvalasztd membranoknak, nagyon magas flavanon

tartalma van, az egész gylimolcs akar 5-szor annyit tartalmazhat, mint egy pohar narancslé.
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A flavanonolok koziil a taxifolin megtalalhaté a vorosfenydben, illetve az agai palmaban is,
illetve kis mennyiségben a kiilonboz6 fajtaji hagymakban taxifolin 3-glikozid, taxifolin 4’-
gliilkozid, és taxifolin 7- glilkozid formaban [SLIMESTAD et al., 2007]. Aglikonként mexikoi
oreganobol is kimutattak [LIN et al.,, 2007]. A dihidromiricetin-3-O-ramnozid [VITRAC et al,,
2002] a borokban fordul eld, ugyanigy, mint a dihidrokvercetin-3-O-ramnozid [LANDRAULT et
al., 2002].

Az izoflavonokat gyakran nevezik fitodsztorgéneknek, mert szerkezetileg hasonloak az
osztrogénekhez (hidroxilcsoportokkal rendelkeznek a 7-es és 4' helyzetben melyek konfiguraciésan
analog helyzetliek az 6sztradiol molekula hidroxilcsoportjaihoz képest) ezért megkdtddhetnek az o
¢és B Osztrogén receptorokon. A leggyakrabban eléforduld izoflavonok a genisztein, daidzein és a
glicitein. Ezek az izoflavonok a ndvényekben altalaban haromféle konjugatumként talalhatok meg:
7-0-gliikozid, 6”-O-acetil-7-O-gliikozid, valamint 6”-O-malonil-7-O-gliikozid [COWARD et al.,
1998]. A 6”-O-malonilgliikozid szarmazékok kellemetlen, keserli és fanyar iziieck [ASHIHARA,
2006; CROZIER et al., 2009]. Az izoflavonokat eddig szinte kizarolag hiivelyes ndvényekben irtak
le. Egy atfogé adatbazis szerint, melyet az Egyesiilt Allamok Mez6égazdasagi Minisztériuma adott
ki a kivalasztott élelmiszerek izoflavon tartalmardl, a genisztein 5,6-276 mg/100 g tartomanyban
van jelen a nyers érett szojaban [BHAGWAT et al., 2008]. Mas hiivelyesekben, a fekete babban, a
zoldbabban és a csicseriborsoban is gyakran fordulnak eld. Példaul a Liggins és munkatarsai altal
megjelent tanulmanyban kideriilt, hogy az arany tehénbab (Vigna radiata L.) kombinaltan tartalmaz
geniszteint és daidzeint 0,3-0,6 mg/100 g tartomanyban [DUTHIE et al., 2000; LIGGINS et al.,
2000; SCHIJLEN et al., 2004]. A lucerna ¢és lohere hajtasok és a napraforgomag is tartalmaz
izoflavonokat [HERRMANN, 1976]. Ezek alapjan elsGsorban a szdjat és ennek feldolgozott
termékeit, masodsorban egyéb hiivelyeseket (babféléket) tekintik a f6 izoflavon forrasnak az
emberi taplalkozasban.

Ugyanakkor kutatocsoportunk eredményei azt mutatjdk, hogy bizonyos meggyfajtak (Prunus
cerasus L.) is nagy mennyiségben tartalmaznak kiilonb6z6 genisztein vegyiileteket. Tizenkét
vizsgalt meggyfajta koziil négyben egyértelmiien azonosithaté volt a genisztein-7-O-gliikozid
(genisztin) és a genisztein aglikon Ez a négy fajta a ,,Pipacsl”, ,,Kantorjanosi”, ,,Debreceni
bdtermd” és ,,Eva” voltak. A vizsgalt meggyfajtak koziil kiemelendd a ,,Pipacs1”, mely 100 g
nedves meggyre vonatkoztatva mintegy 4,5 mg genisztin és 1,4 mg genisztein aglikont tartalmaz. A
masodik legtobb izoflavon a ,,Kantorjanosi” fajtaban volt. Az ebben mért izoflavon-tartalom
mintegy tizede volt a ,,Pipacsl” fajtiban megtalalhatonak [ABRANKO et al., 2014]. Ezek az

értékek 0sszevethetok bizonyos hiivelyesekben mért értékekkel.
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A flavanolok mind monomer (katekin), mind polimer formaban (proantocianidinek) léteznek. A
katekin ¢és epikatekin a f6 flavanolok a gyiimdlcsokben, mig a gallokatekin, epigallokatekin és
epigallokatekin- gallatok bizonyos hiivelyes novények magjaban, a sz6l6ben, és a teaban talalhatok
meg [ARTS et al., 2000b; ARTS et al., 2000a]. A zold tea és a csokoladé szamit a leggazdagabb
forrasoknak [LAKENBRINK et al., 2000]. A fekete tea kevesebb monomer flavanolt tartalmaz,
melyek oxidalodnak a tealevelek "fermentacidja" alatt. A katekinek a vordsborban is jelen vannak
legfeljebb 300 mg/liter mennyiségben [MANACH et al., 2004]. Emellett megtalalhatok szamos
egyeéb gyiimolcsben is. Ezek koziil az egyik leggazdagabb flavonol forras a sargabarack, mely akar
250 mg/kg friss tomeg koncentracidban is tartalmazhatja ezeket a komponenseket [MANACH et
al., 2004]. A flavan oligomerek (proantocianidinek) az almaban, sz6l6ben, malnaban, datolyaban,
fekete ribizliben illetve cirok és arpa szemekben vannak jelen [FRANKE et al., 1994]. A
flavonoidok mas osztalyaival szemben, a flavanolok nem glikozilaltak az élelmiszerekben.

Az antocianinokbdl hatalmas valaszték talalhatdé meg a természetben. A f6 kiillonbség
koztiik a hidroxilalt csoportok illetve a kapcsolddod cukormolekuldk szama €s természete [KONG et
al., 2003]. Eddig tobb mint 500 kiilonbdz0 antocianinrodl és 23 antocianidinrdl irtak [ANDERSEN
& MARKHAM, 2006; KONG et al., 2003; REIN, 2005 ] melyek koziil csak hat a leggyakoribb a
novényekben. Ezek a pelargonidin (Pg), peonidin (Pn), cianidin (Cy), miricetin (Mv), petunidin
(Pt) és a delfinidin (Dp) [CLIFFORD, 2000]. Ezek koziil is a harom nem metilezett antocianidin
(Cy, Dp és Pg) cukorszarmazékai a leggyakoribbak a természetben. 80%-uk szines levelekben,
69%-uk gylimolcsokben, 50%-uk viragokban talalhaté meg [DEY & HARBORNE, 1993]. Az
antocianidineket és glikozidjaikat nagy mennyiségben tartalmazzdk a bogyds gylimdlesok és a
voros szol6 [HASLAM, 1989]. Els6sorban a gylimdlcsok héjaban talalhatok meg, kivéve bizonyos
tipusu piros gyliimolcsoket, melyeknél a gyiimdlcshusban is eléfordulnak (pl.: cseresznye és eper).
Ezeken kiviil megtalalhatoak a vordsborban, illetve bizonyos gabonafajtdkban, leveles és
gyokérzoldségekben (padlizsan, kaposzta, bab, hagyma, retek). A cianidin a legaltalanosabb
antocianidin az élelmiszerekben. Az élelmiszerek antocianin tartalma altalaban aranyos a
szinintenzitdssal és akar a 2-4 g/kg-ot is elérhetik. Altalaban az értékek a gyiimoles érésével
novekednek [CLIFFORD, 2000].

A fenolos savak koziil a galluszsav a leggyakoribb, és altalaban komplex cukorészterként
jelenik meg a gallo-tanninokban, de ezek csak korlatozott mértékben talalhatoak meg az étrendi
Osszetevok kozott. Nem-cukor galloil észterek megtalalhatoak a sz616ben, a borban, a mangodban, a
z0ld tedban és a fekete teaban, melyek igy a galluszsav f6 forrasai az emberi étrendben. Az ellagsav
¢s az ellagitanninok megtalalhatdak a malnaban (Rubus idaeus L.) és az eperben (Fragaria

ananassa Duch.), de jelen vannak szdmos mdas gylimolcsben is, mint a granatalma (Punica



Szilvdssy Blanka, 2014

granatum L.), a szeder (Rubus spp. L.), a datolyaszilva (Diospyros kaki T.), valamint a di¢
(Juglans regia L.), a mogyor6 (Corylus avellana L.) illetve a tolgyhordoban érlelt borokban is
[CROZIER et al., 2009]. A leggyakoribb hidroxi-fahéjsavak a p-kumarsav, a kavésav, a ferulsav és
szinapinsav, melyek koziil a kdvésav van jelen a legnagyobb mennyiségben. Ezek konjugatumok
formajaban fordulnak el6, példaul borkdsavval vagy kinasavval, melyeket egyiittesen
klorogénsavaknak hivnak. A klorogénsavak, elsésorban a 3-O- , 4-O- és az 5-O-kaffeoilkinasavak,
melyek kb. 10%-ban vannak jelen a z6ld robusta kavészemekben (a Coffea canephora P. ex Fr.
feldolgozott magjaban). A rendszeres kavé fogyasztok napi bevitele meghaladhatja az 1 g-ot, mely
igy sok ember szamara a f6 étrendi fenolok egyike lesz [CROZIER et al., 2009; ASHIHARA,
2006].

A fenolos szekoiridoidok legismertebb eléfoduldsa a természetben az olivabogyo illetve az
olivaolajok. Mi tobb, Silva és mtsai kizardlag az olajfafélék csaladjahoz rendeli ezen komponensek
jelenlétét [SILVA et al., 2010]. A legfontosabb szekoiridoidok, melyek a szliz olivaolajban jelen
vannak, a dekarboximetil-elenolsav dialdehid formaja mely egy hidroxi-tiroszolhoz vagy egy
tiroszolhoz kapcsolodik, tovabba az oleuropein aglikon, a ligsztrozid aglikon, ezek dialdehid
formadja, illetve maga az oleuropein. A fenolos szekoiridoidok — a lignanokkal egyiitt — a fenolos
komponensek legnagyobb hanyadat teszik ki az olivaolajban. Owen és mtsai 27,72 mg / kg 0sszes
szekoiridoidot mértek a szliz olivaolajpan [OWEN et al., 2000]. Ezek koziil az oleuropein a
legjelentdsebb polifenolos komponens, mely az olivabogyd kissé kesernyés izét adja. A bogyok
oleuropein tartalma érésiik elérehaladtaval folyamatosan csokken. Ennek mértéke az olajbogyok
illetve az olajfa fajtajatol is figg [ESTI et al., 1998; OMAR, 2010].

2.3. Vizsgalt élelmi névények és a benniik taldlhaté polifenolok bemutatdsa

2.3.1 Kakukkfii (Thymus vulgaris L.)

A kerti kakukkfi (Thymus vulgaris L.) rendszertani besorolasa szerint a Lamiaceae csalad tagja,
évelo, orokzold félcserje. Alul fasodo, felemelkedd szara 25-40 cm. Keresztben atellenesen
elhelyezkedd levelei landzsa alaktak, a fonadkjukon molyhos levelek széle a fondk iranyaba
visszagdngyolt. Viragzata szaggatott alflizér, a viragok szine lilasrozsaszin, termése sotétbarna
makkocska [SIMON, 2000]. A kerti kakukkfii a Mediterran térségbdl szarmazik, a F61dkdzi-tenger
nyugati teriiletein, sziklagyepekben és a mediterran macchidkban Oshonos. Hazankban csak
termesztésben fordul el6, néha elvadul. A kerti kakukkfii els6sorban a benne talalhato illoolajok

miatt hasznos novény. Az illéolaj komponensek felelések a kerti kakukkfii tipikus fliszeres
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aromajaért. A legtobb ill6 komponens a kakukkfii olajbdl a timollal egyiitt a monoterpének kozé
tartozik, mely a legnagyobb aranyban van jelen (30-55%) [PETER, 2004]. Ezeket az illo
komponenseket €s a hatasukat mar szamos tanulmanyban igazoltdk [DORMAN et al., 2000;
HUDAIB et al., 2002; LEE et al., 2005]. Amellett hogy aromandvény, a kerti kakukkfiinek mar
szamos gyogyhatasu tulajdonsagat és egészségre jotékony hatasat leirtadk mint pl. emésztést segitd
hatas, gyulladascsokkentd hatas, mikrobadld hatds, vérnyomas csokkentd, antimutagén,
véralvadasgatlo és rakos folyamatok kialakulasat csokkentd hatas [CAI et al., 2004; NAEMURA et
al., 2008]. Kivonatai tovabba hasznalatosak emésztési zavarok és mas bélrendszeri zavarok
kezelésére, kohogésre, horgdgyulladasra, gégegyulladasra de hasznaljak kisebb sebek leapolasara
¢s a szdj higiénidjahoz is [FECKA & TUREK, 2008]. Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a kakukkfti
szamos jotékony hatdsa nem kdothetd egyértelmiien a leginkabb tanulmanyozott illdolajokhoz.
Szémos irodalom irta le, hogy a kozonséges kakukkfii nagyon sok olyan vizoldhatd6 komponensben
gazdag, mint a flavonoidok és a fenolos savak [MIURA & NAKATANI, 1989; VILA, 2002].
Mindez 6sszhangban van azzal, hogy ezekben a novényekben jelentds antioxidans kapacitasokat
mértek. Ugyanakkor fontos azt megjegyezni, hogy ez a tényszerli egybeesés nem jelenti feltétlentil
azt, hogy a benniik 1év6 fitokemikalidk a kémiai tesztekben mutatott antioxidans sajatsagaik alapjan
fejtik ki jotékony hatasukat az emberi szervezetre. Azaz az antioxidans sajatsagok dnmagukban
nem feltétleniil nytjtanak kielégitd magyarazatot a jotékony hatasokra. A flavonoidokon beliil az
apigenin ¢és a luteolin a f6 komponens, mig a fenolos savak koziil foként a rozmaringsav jelentds. A
kvantitativ adatok a rozmaringsavra 0,15 és 2,6% kozott mozognak. Tovabba néhany szabad
fenolos savat is kimutattak kakukkfiib6l, mint példaul a kdvésavat, a p-kumarsavat, a sziringinsavat
¢s a ferulasavat [PETER, 2004].

A gyogynovények és fiuszerek nyers kivonatai €s az olyan egyéb ndvényanyagok irant,
melyek fenolos komponensekben gazdagok (mint a kakukkfii), az élelmiszeripar egyre nagyobb
érdeklédést mutat antioxidans sajatsaguk miatt, mivel késleltetik a lipidek oxidativ bomlasat és igy
javitjak az élelmiszerek mindségét és tapértékét. Adalékanyagként, példaul napraforgdmag olajban,
segit javitani a hotlirést és a stabilitast a lipidek oxidacidjanak megfékezése altal az élelmiszer-
feldolgozas soran [BENSMIRA et al., 2007; ZABOROWSKA et al., 2012].

Annak érdekében, hogy stabil termékeket allitsanak eld, a legtobb kakukkfiivet szaritjak a tovabbi
hasznalat vagy feldolgozas eldtt, mert ez az eljards gatolja a mikrobdk novekedését és megeldz

szamos biologiai valtozast [HOSSAIN et al., 2010].
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2.3.2 Szurokfii (Origanum vulgare L.)

A szurokfl (Origanum vulgare L.), melyet vadmajorannanak, kozonséges szurokfiinek, illetve
latin nevébol adodoan tjabban oreganonak is neveznek, a szurokfiivek nemzetségébe tartozo fiszer
és gyogyndvény, mely szintén egyike a tobb mint 200 nemzetséget magaba foglalé Lamiaceae
(magyarul arvacsalanfélék vagy ajakosok) csalddnak. A szurokfiivet altalaban évelé ndvénynek
vagy félcserjének tekintik, melynek kuszd gydkerei, szOrds levelei és elagazd fas szara van.
[GRIEVE, 1992] A Foldkozi-tenger és Eurazsia teriiletén 6shonos, hegyvidéki teriileteken né, a
sziklas, meszes talajt kedveli. Neve is erre utal, mely a gorég oros (ami hegyet, dombot jelent)
illetve ganos (azaz disz, diszitd) szavakbol all [KINTZIOS, 2002]. Egyes fajok halmokba
rendezédve 2-3 cm magasra nének, mig masok akar 39 cm magasak is lehetnek [TUCKER &
DEBAGGIO, 2000]. A mérsékelt éghajlaton a virdgzasi idészak jinius végétdl augusztusig tart.
Minden virdg négy kis vetoémag-szerti képzédményt termel. A levélzet kis mirigyeket tartalmaz,
melyekben az illoolajat tarolja, mely megadja a ndvényre jellemzd aroma- €s izvilagot [SIMON,
20001].

A Foldkozi-tenger térségében és Eurdzsiaban éshonos Origanum fajokat Egyiptomban is
termesztették mar 3000 évvel ezelbtt és az okori gordgok is hasznaltadk. Az elmult 150 évben tobb,
mint 300 tudomanyos nevet adtak, kevesebb, mint 70 jelenleg ismert Origanum fajnak, alfajnak,
fajtdknak €s hibrideknek. Az Origanum nemzetségen beliil, és a sokszini morfologiai karakter
alapjan, mint példaul a hosszi szar, a levelek szdma, kocsanytalan mirigyek a leveleken, az
agacskak elrendezése, szama és hossza, letswaart (1980) 10 szekciot, 38 fajt, 6 alfajt és 17 hibridet
ismert fel [IETSWAART & IETSWAART, 1980]. Azdta - a jelenlegi becslések szerint - 44 faj, 6
alfaj, 3 botanikai fajta és 18 természetben eléforduld hibrid van besorolva [KINTZIOS, 2002].
Mivel az Origanum taxonok nagyon valtozoak, €s kdnnyen keresztezédnek, tobb szdz besorolatlan
hibrid n6 a kertekben, melyeket hushoz, kolbaszhoz, salatakhoz, parolt ételekhez, Ontetekhez és
levesekhez hasznalnak. A kiilonb6z6 valtozatok kozvetlen kozelsége a keresztezddést csak
méginkabb eldsegiti, ami a vadonban nem fordul el6 ilyen nagy aranyban. Ebbdl is latszik, hogy az
Origanum vulgare L. a leginkabb valtozékony faj a nemzetségben, mégis az egyetlen altaldnosan
koztudott név a legtobb eurdpai orszagban az ,,oregand” [TUCKER & MACIARELLO, 1994].
Magyarorszagon sokak szamara az sem ismert, hogy az oregand és a szurokfii egyazon novényt
jeloli.

Az élelmiszeripar ételek ¢és italok elkészitésénél is haszndlja az oregdndt, valamint a
kozmetikumok eldallitasanal is kdzkedvelt. Oregand olajat hasznalnak szeszes italokhoz, siitipari

termékekhez, hus- és huskészitményekhez, fiiszerekhez és ételizesitokhoz, tejtermékekhez, a



Elelmi novények polifenolkészletének vizsgalata tomegspektrometrids modszerekkel

feldolgozott zoldség-, snack ételekhez, illetve zsirokhoz, olajokhoz. Ez a leggyakoribb fiiszer a
pizzén. Fekete borssal egyiitt, fontos dsszetevdje az Onteteknek és jo helyettesitdje az asztali sonak
[KINTZIOS, 2002]. Az oreganonak elsddleges szerepe van a mérsékeltovi kulinaris
gyogyndvények vilagkereskedelmében [OLIVER, 1994]. Gyoégyndvényként - a kakukkfihoz
hasonléan - az egészségre szamos pozitiv hatassal bir, melyet a legtobb esetben a benne talalhato
illéolajoknak tulajdonitanak. Az oregandrdl szolo cikkek nagy része ezekkel a komponensekkel
foglalkozik, mig a fenolos komponensekrél sokkal kevesebb informacié all rendelkezésre. Pedig
polifenolos komponensekben is gazdag. Mar tobb, mint szaz nem ill6 komponenst hataroztak meg
ebb6l a novénybol, beleértve a flavonoidokat, fenolos savakat, tovabba depszideket és
origanoszideket is. Ahogy azt fent olvashattuk, a polifenolos komponensek is szdmos pozitiv
¢lettani hatassal rendelkeznek igy ezek is hozzajarulnak ezen novény egészségre gyakorolt jotékony
hatasahoz [SHETTY, 1997]. A fenolos savak koziil a rozmaringsav talalhato meg a legnagyobb
mennyiségben, mely gyulladascsokkenté [HUANG et al., 2009], antimutagén [FURTADO et al.,
2008], segit az Alzheimer kor [HAMAGUCHI et al., 2009] megel6zésében ¢s csokkenti a
bélrendszeri rakos folyamatok kialakulasanak kockazatat [ XAVIER et al., 2009]. A flavonoidok
koziil a leggyakrabban eléforduldé komponensek a luteolin és az apigenin. [GREVSEN et al., 2009]
Gazdasagi jelentosége ellenére az Origanum nemzetséget gyakran kihasznédlatlan rendszertani
egységnek tekintik, abban az értelemben, hogy a genetikai eréforrasait, valtozékonysagat és az

ebbdl fakado felhasznalasi lehetdségeket, még nem tartak fel teljesen [D’ANTUONO et al., 2000].

2.3.3 Oliva (Olea europaea L.)

Az oliva (latin nevén Olea europaea L.) az Oleaceae csaladba tartozd ndvényfajta, mely a
mediterran orszagokban 6shonos. Tobb mint 30 alfaja ismert. Az olivafa kozépmagas, maximum
10 méterre novo fafajta, barazdalt torzzsel, mely a mediterran térség szaraz, szubtropikus klimajat
kedveli. Jol alkalmazkodott az extrém kornyezeti viszonyokhoz is, de sok napfényt és jol szell6zo
talajt igényel. Gyiimolcse, az olivabogyd a Foldkozi-tenger térségében az olivaolaj forrasaként
nagy jelent6ségili. Az olivafa termdképessége valtakozo, azaz ha az egyik évben sok termést hozott,
a kovetkezoben kevesebbet fog. Az oliva az Oleaceae csalad egyetlen, ehetd gylimdlccsel
rendelkezé tagja. Olivabogydja nem csak gasztromoémiai értéke, hanem paratlan beltartalmi
tulajdonsagai miatt is érdekes [GUTIERREZ & CARRETERO, 2009]. Az olivaolaj, atlatszo,
sargas, aromas, folyékony novényi zsiradék, melyet az oliva gyiimolcsbdl egyszerli préseléssel
nyernek ki. Szokatlan dolog, hogy novényi olajat a gyiimdlcshusbol lehessen kinyerni, hiszen a

tobbi gylimolcs esetében erre a célra a magot hasznaljak fel. A sziiz olivaolajat a gyiimdlcsbdl
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nyerik ki mechanikai vagy egyéb fizikai médon, féleg olyan koriilmények kdzott, ami még nem
szabalyzatokban hataroztdk meg. Ezek szerint hat f0 csoportot kiilonitenek el, mint sziiz olivaolaj
(ezen beliil: extra sziiz, szliz és lampante), finomitott olivaolaj, finomitott olivaolajbol és sziiz
olivaolajokbol allo6 kevert olivaolaj, nyers olivamaradék-olaj, finomitott olivamaradék-olaj,
olivamaradék-olaj. Az extra sziiz olivaolaj a leheté legnagyobb mértékben savmentes, amelynek
olajsavban kifejezett savtartalma 100 grammonként legfeljebb 0,8 gramm, mig a szliz olivaolaj esetén
ez legfeljebb 2 gramm [VLAHOV et al., 2010].

Szdmos tanulmany erdsitette mar meg, hogy az extra szliz olivaolaj fogyasztas korrelal a
kardiovaszkularis -, [FITO et al., 2007] a neurodegenerativ betegségek [MENENDEZ et al., 2008;
SCARMEAS et al., 2006; TRICHOPOULOU et al., 2003] ¢és bizonyos tipusu rakos
megbetegedések [SUAREZ et al., 2008] alacsonyabb kialakuldsi kockazataval [OMAR, 2010].
Emellett gyulladascsokkentd, antitrombotikus, vérnyomascsokkentd és értagitd hatassal
rendelkezik mind emberekben, mind allatokban [PEREZ-JIMENEZ, 2005; COVAS, 2007,
PEREZ-JIMENEZ et al., 2007]. Az olivaolaj a szervezet szamara esszencialis telitetlen zsirsavakat
tartalmaz: linolsavat, linolénsavat és arachidonsavat (F-vitaminnak is nevezik ezeket a zsirsavakat).
De a zsirsavak koziil az olajsav van jelen a legnagyobb koncentracioban (68-81,5%) [GUTIERREZ
& CARRETERO, 2009; RAMIREZ-TORTOSA et al., 2006]. Tovabbi hasznos alkotoi koziil
kiemelendé az A-, D-, E-vitamin és a béta-karotin, valamint a flavonoidok és egyéb fenolos
komponensek. Ez utobbiak koziil mindenképpen meg kell emliteni a leggyakrabban eléforduld
fenolos szekoiridoid szarmazékokat, ezen beliil pedig a legnagyobb mennyiségben jelen 1évé
oleuropein molekulat [BIANCO & UCCELLA, 2000; PEREZ et al., 2005; RYAN & ROBARDS,
1998; SAVARESE et al., 2007].

Az olivaban talalhat6 polifenolok kapcsan kiilon kiemelendd, hogy az EU Elelmiszerbiztonsagi
Hatosaga (European Food Safety Authority, EFSA) altal elfogadott, az egészségre vonatkozo és a
polifenolokrol szo6l6 allitasok koziil, egyediil a hidroxi-tiroszolrél és szarmazékairol (elso sorban az
oleuropeinrdl) szo6l6 az elfogadott és hasznalhatd. Az allitas a kdvetkezo: ,,Az olivaolajban 1€vo
polifenolok segitenek a vér lipidkészletének oxitativ stressz elleni védelmében.” Fontos kitétel,
hogy ez a kijelentés kizarolag azokra az olivaolajokra irhatd, melyek 20 g-jdban minimum 5 mg
hidroxi-tiroszol illetve ennek szdrmazékai (példéul oleuropein komplex és tiroszol) talalhatoak.
Annak érdekében, hogy ez az allitas hasznalhat6 lehessen, hozza kell tenni, hogy a jotékony hatas
eléréséhez az ajanlott adag napi 20 g olivaolaj. A fenti szabalyozas tiikkrében kiilondsen tanulsagos,
hogy mig szamos tanulmany foglalkozik az olivaolajjal, olivabogyoval és a gyartasi maradékkal

[CARDOSO et al.,, 2011; VINHA et al.,, 2005], az oliva termékek polifenoljairol meglévo
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ismereteink még mindig hidnyosak. Az elmondhatd, hogy a hidroxi-tiroszol €s tiroszol mellett
szamos egyéb polifenolt (vanilinsav, kavésav, sziringinsav, p-kumarsav, ferulasav, luteolin,
apigenin) vizsgaltak célzottan és mutattak ki jelenlétiiket olivaolajban. Ugyanakkor ismert, hogy az
ilyen célzott mérések csak a szabad formak kimutatasara alkalmasak. Mindekdzben az olivaolajban
megtalalhaté szabad tiroszol ¢és hidroxi-tiroszol kis koncentracidban van jelen és az
¢észterszarmazékaik joval nagyobb ardnyban fordulnak eld. A tiroszol f6 szarmazéka az oleocantal
¢s a ligsztrozid aglikon. A hidroxi-tiroszol pedig foleg oleacein forméban, illetve oleuropein
aglikonként van jelen.

Az oleuropein vizsgalata ugyanakkor nem egyszerii feladat, melynek oka, hogy az oliva
polifenolkészlete Osszetett €s részletes tanulmanyozasahoz nagy felbontasi kromatografia és
szelektiv technikak sziikségesek. Példaul Fu és mtsai [FU et al., 2009] valamint legujabban Gilbert-
Lopez és mtsai. [GILBERT-LOPEZ et al., 2014] oleuropein aglikon és ligsztrozid aglikonok nem
célzott vizsgalata soran e vegyiiletek szamos izomer formajat feltételezték, de ezeket igazolni nem
tudtak. Egy masik tanulmany arrél szdmol be, hogy a legaltalanosabban elterjedt minta-elokészitési
eljarasok eredményezik a mérések soran tapasztalhatdé szamos oleuropein format [KARKOULA et
al., 2014]. Az oliva kapcsan szintén megemlitendd, hogy csak kevés munka sziiletett az olivafa
levelében talalhatd fenolos komponensek meghatarozasarol [BRIANTE et al., 2002; PAIVA-
MARTINS & PINTO, 2008].

2.34 Meggy (Prunus cerasus L.)

A meggy a Rosaceae csalad Prunoideae alcsaladjaba tartozik és feltételezések szerint a vadon
termé csepleszmeggy (P. fruticosa Pall.) és a cseresznye tetraploid (2n=32) fajhibridje
[DIRLEWANGER et al., 2009]. A magyarorszagi, 2005. évi 48082 t Gsszes termés 48%-at friss
gylimolcsként, a maradék 52%-ot feldolgozva értékesitették [KSH, 2006]. Termése kiilondsen a
feldolgozdipar szamara értékes: befott, dzsem, ivolé, szorp, bor és likdr, gyorsfagyasztott natar
meggy, aszalvany, gyiimdlcskrém stb. késziil beldle.

A meggy polifenoljai koziil legismertebbek a meggyek szinét add antocianinok [BONERZ et
al., 2007, CHAOVANALIKIT & WROLSTAD, 2004]. A meggy antocianin gliikozidjair6l jelentds
mértékl ciklooxigenaz-gatlast mutattak ki, melyekrdl késobb igazoltak, hogy kisérleti allatokban
hatékonyan csokkentik a gyulladasos eredetii fajdalomérzetet [TALL et al., 2004]. Ezenkiviil in
vitro kisérletekben a meggybdl izolalt antocianin és annak cianidin aglikonja mérsékelte az egér
emésztdszervi daganatsejtek és human vastagbél-daganatsejtek novekedését [KANG et al., 2003].

Az antocianinokon kiviil a szintelen flavonoidok ¢és kinasav-szarmazékok is jelentOsek
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[PICCOLELLA et al., 2008]. A flavonoidok koziil a flavanolok a meghatarozo csoport
[CHAOVANALIKIT & WROLSTAD, 2004]. A meggyben talalhatd polifenolok kapcsan
Osszességében azonban elmondhatd, hogy kevés tanulmany foglalkozik ezek molekuldris szintl
feltérképezésével ¢és a korabbi tanulmanyok legtobbje a polifenol alkotok antioxidéans
tulajdonsagaira 6sszpontosit [SASS-KISS et al., 2005]. A Michigan Allami Egyetem munkatarsai
1984-ben ‘Balaton’ néven honositottak az ‘Ujfehértoi fiirtds’ fajtat. A kiilonbozd amerikai
meggyfajtak kozott a ‘Montmorency’ fajtaval egyiitt e fajtaval kapcsolatban tortént tobb vizsgalat
is, ezért ezek beltartalmi értékeirdl tudunk a legtébbet [BLANDO et al., 2004; KANG et al., 2003;
WANG et al., 1997].

2.3.5 Cseresznye (Prunus avium L.)

A cseresznye a Rosaceae csalad Prunoideae alcsaladjaba tartozé faj. A magyarorszagi, 2005.
évi 6159 t 6sszes termés 80%-at friss gylimdlesként, a maradék 20%-ot feldolgozva értékesitették
[KSH, 2006]. A cseresznyébdl elsdsorban befétt, a sotét husszinliekbdl dzsem késziil.

A cseresznye antocianin tartalmanak érés alatti valtozasat Serrano és mtsai. (2005) vizsgaltak
[SERRANO et al.,, 2005]. Chaovanalikit és Wrolstad (2004) harom cseresznyefajta Osszes
antocianin- és 0sszesfenol-tartalmat jellemezték [CHAOVANALIKIT & WROLSTAD, 2004]. A
‘Bing’ fajta antocianin tartalma meghaladta a ‘Montmorency’ meggyfajtaét. A cseresznye polifenol
vegyliletei koziil a hidroxi-cinnamatok voltak meghatarozoak, melyek stabilitdsat a feldolgozas
igen kedvezdtleniil befolyasolta [CHAOVANALIKIT & WROLSTAD, 2004]. A cseresznye
klorogénsav-, epikatekin- €és rutintartalma Osszevetheté az Gszibarack és kajszi gyiimdlcshiisban
mérhetd értékekkel, vagy kismértékben meghaladja azt [VEBERIC & STAMPAR, 2005]. Human
kisérletekkel igazoltak, hogy 280 g °‘Bing’ fajtaju cseresznye elfogyasztasa szignifikdnsan
csokkentette a vizsgalt egészséges nok vérplazmajaban mérheté hugysav-koncentraciot, ami a

cseresznye hatdéanyagainak koszvényellenes hatasara utal [JACOB et al., 2003].

2.4 Polifenolok jétékony hatdsai
,.Eteled legyen orvossagod, orvossagod legyen ételed!” Hippokratész (Kr.e.:460-359)

A mai taplalkozastudomany elfogadott allaspontja, hogy a polifenolokban gazdag étrend
elonyds az emberi egészségre. Epidemiologiai tanulmanyok sokasaga bizonyitja, hogy a rendszeres
gyliimoélcs- és zoldségfogyasztas jelentésen csokkenti olyan degenerativ betegségek kialakulasat,

mint a sziv- és érrendszeri betegségek vagy a daganatos megbetegedések [DAUCHET et al., 2006;
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DAUCHET & DALLONGEVILLE, 2008]. Az epidemiolégia e teriileten is értékes eszkdz, amely
jelentds szerepet jatszik az egészségligyi, a taplalkozasi tanulmanyokban. A cél az, hogy
statisztikailag helytalldo Osszefiiggés jojjon 1étre a lakossag egészségi allapota és egy (vagy tobb)
befolyasolo tényezd kozott.

A polifenolok jotékony hatasaival kapcsolatos legismertebb epidemiologiai vizsgélat
eredményeként sziiletett meg a kozismert ,,francia paradoxon” kifejezés. Ennek 1ényege, hogy
kimutatasok alapjan a kardiovaszkularis betegségekben szenveddk haldlozéasi aranya lényegesen
kisebbnek bizonyult a francidknal, akik egyébként tobb telitett zsirt és koleszterint fogyasztanak,
mint a mas orszagokbol szdrmazd emberek. Ezt a paradoxont, miszerint a sziv- érrendszeri
betegségek kialakulasaban kockazatként jelentkezd jelentds zsirfogyasztas ellenére, a francidk
kisebb kockazatnak vannak kitéve, a francidkra jellemzd atlagon feliili vorosbor fogyasztassal,
egész pontosan a borral bevitt etil-alkohol jotékony hatdsaival magyaraztdk [RENAUD & DE
LORGERIL, 1992]. Késobb ezt az allaspontot meghaladta a tudomany €s a vordsbor polifenoljai,
kiilondsen a transz-rezveratrol kapott kulcsszerepet a jotékony hatdsok magyarazatakor. Ezeknek az
alkotoknak az érfal egészséges allapotanak fenntartasaban és a trombozis esélyének csokkentésében
lehet szerepiik [YAMAMOTO et al., 2005].

A kezdeti sikereket és a téma tarsadalmi népszeriiségét meglovagolva, szamos kutatas
célozta meg a polifenolok jotékony hatdsanak igazolasat. Ennek eredményeképpen a
legkiilonfélébb novényekre és az azokban talalhatod polifenol-tartalomra vonatkozoan kzlemények
ezrei jelentek meg a témahoz kothetden. Sajnos ezek jelentds részérél ma mar elmondhatd, hogy
ezek csupan az akkoriban kecsegtetoen egyszerii bevételeket jelentd polifenolos témaju kutatasok
kotelez6 hozadékaként megjelend publikdcios kényszer sziilottjei, valodi  tudoméanyos
eredményeket nem szolgalnak a polifenolok jotékony hatdsara vonatkozdlag. Ugyanakkor szamos
altalanos jellegii és feliiletes vizsgalat mellett néhany polifenol kapcsan, a jotékony hatasok
relevans és tudomanyos modon is bizonyitasra keriiltek. Ezek koziil alabb emlitek néhany
onkényesen kiragadott pozitiv példat.

Chen ¢és Chen kivalo attekint6 tanulmanyban foglaljak 6ssze az emlult években keletkezett
eredményeket a kaempferol jotékony hatasairdl. E polifenol kapcsan epidemiologiai vizsgalatok
forditott kapcsolatot mutattak ki a bevitel és egyes raktipusok kialakuldsanak gyakorisaga kozott.
Ennek magyarazataul szolgalhat, hogy a kaempferol segithet azaltal, hogy felerdsiti a szervezet
sajat antioxidans védelmét a szabadgyokok ellen, amelyek a rak kialakulasat segitik el6. Emellett
jelentésen gatolja a rdkos sejtek novekedését, a rakos sejtek apoptozisat indukalja, masrészrol,
megodrzi a normalis sejtek ¢letképességét, €s bizonyos esetekben védd hatast fejt ki [CHEN &

CHEN, 2013].
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A kvercetin bevitel és a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasa kozott szintén inverz
kapcsolatot  talaltak. A legljabb vizsgalatok szerint ennek hatterében a kvercetin
vérnyomascsokkentd hatasa allhat. Emellett, hatasanak feltételezett mechanizmusai k6zott van a
oxidativ stressz csokkentés, az angiotenzin-konvertald enzim aktivitas gatlasa, érfaltonus-javito
hatas, a vaszkularis simaizomra gyakorolt kozvetlen hatas, és/vagy a sejt jelatvitel és a
génexpressziot befolyasold képessége [LARSON et al., 2010].

A geniszteinrdl is szdmos irodalomban irnak, mint potencialis terapids szerrdl, rakellenes,
gyulladasgatld ¢és oszteopordzis ellenes hatdsair6l. Feltételezhetd, hogy tobb kiilonb6zo
mechanizmuson keresztiil apoptézist indukdl hematologias tumor sejteken, mikozben védi a
normalis sejteket a mérgezéstdl. In vitro kisérletekben igazoltdk tovabba, hogy a genisztein az
eml6-, prosztata-, hasnyalmirigy-, melanoma, és a veserdkos sejtek esetében gatolja a rakos sejt
proliferaciojat [LI et al., 2010]. Tovabba onmagéban vagy kombindcidban mas, a természetben
eléfordulo vegyiiletekkel a genisztein lehetové teszi a zsirszovet tomegének csokkentését és javitja
az inzulinrezisztencia allapotat, valamint csokkenti annak kockazatat és a 2. tipusi diabetes
kialakulasanak es¢lyét [BEHLOUL & WU, 2013].

A fenti példakbol is latszik, hogy egyes polifenolokhoz tobb egymadstol fiiggetlen mechanizmus is
tarsithatd ezért ezen komponensek egészségre gyakorolt jotékony hatdsdnak megértése rendkiviil
Osszetett feladat. A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a taplalkozas soran nem kizardlag egyféle
polifenolt juttatunk a szervezetiinkbe. Ezért ezek valodi hatasainak tisztazasa rendkiviili kihivast

jelent a kutatok szamara.

2.5. Mérési modszerek attekintése az antioxiddans sajatsagok meghatdarozdasatol a molekuldris
vizsgdlatokig

Mint lattuk, szamos polifenol jotékony biologiai hatdsa tényszeriien igazolt, ugyanakkor a
megfigyelt pozitiv hatds mogott meghuzodo folyamatok még kevésbé ismertek. Hagyomanyosan
ezeket a hatdsokat csak az antioxidans aktivitdsnak tulajdonitottdk. Az étrendi antioxidansok
klasszikus hidrogén-donor aktivitasrél szold, nagyszamu publikacio ellenére ma mar a legtobben
ugy vélik, hogy nem valdszinii, hogy ez a funkcid6 Onmagéban képes magyardzni az in vivo
kortiilmények kozott 1évo hatdsokat. Ezt a feltevést tobb érv is alatdmasztja:

1.) Az in vivo redox éllapot szigoru homeosztatikus szabalyozas alatt van egy komplex
antioxidans halozat altal, mely antioxidans vegyiiletekkel €és antioxidans enzimekkel vesz részt az
endogén antioxidansok hatékony ujrahasznositdsdban. Ez harom védelmi szintet foglal magaba:

megeldzés, akadalyozas és javitas. Az étrendi antioxidansok szerepe ezekben a folyamatokban még
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nem ismert. Az, hogy a kis molekuldji antioxidansok, példaul a fitokemikalidk, mikrotapanyagok
¢s vitaminok szabad gyokfogokként Iépnek-e fel in vivo koriilmények kozott még mindig nem
megvalaszolt.

2.) In vivo korilmények kozott csak nanomolos vagy mikromolos koncentracidban
kimutathatéak az antioxiddnsok, kiilondsen a fitokemikalidk és azok metabolitjai, példaul a
plazmaban vagy az olyan szervekben, mint az agy, mely egy vagy tobb nagysagrenddel kisebb,
mint a feljegyzett endogén antioxidansok, mint példaul a glutation és albumin. A hidroxil gyokok
elleni védekezés azonban megkoveteli a kis molekulds antioxidansok magas, millimolaris
hogy kedvezd hatast tudnak kifejteni az egész test szintjén, azaz in vivo koriilmények kozott
[FRAGA et al., 2010; HOLST & WILLIAMSON, 2008].

A polifenolok egészségre gyakorolt jotékony hatasarél rendelkezésre all6 meggy6zo
eredmények alapjan azt leszogezhetjiik, hogy a sok gyiimdlcsot és zoldséget fogyasztdé emberek
vérében bizonyos antioxidans hatasu molekulak koncentracidja nagyobb. De mindez még nem teszi
igazolttd, hogy nagy mennyiségli antioxidans hatasu fitokemikalia elfogyasztasa igy direkt moédon
hatna, antioxidansként jelenne meg és fejtené ki hatidsat az emberi szervezetben. Egy tanulmany
szerint ugyanis, ha antioxidans taplalék-kiegészitot (C-vitamint, E-vitamint vagy [-karotint) adtak
embereknek, a legtobb esetben hatastalannak vagy kifejezetten karosnak bizonyult. Ezt a jelenséget
nevezte Barry Halliwell antioxidans paradoxonnak [HALLIWELL, 2000]. A jelenség okai ma még
nem teljesen ismertek, de a kedvezd egészségi hatashoz egy izolalt komponens nem elégséges, az
felteheten a gyiimdlcsokben és zoldségekben fellelhetd tobb szaz fitokemikalia egyiittes,
szinergista hatdsa kovetkeztében jon 1étre. Mindez felhivja a figyelmet arra, hogy a gyiimdlcs- és
z0ldségfogyasztas nem cserélhetd fel a mégoly gondossaggal dsszevalogatott taplalék-kiegészitd
tablettak szedésével. Mindemellett ma mar az is elfogadott tény, hogy a zdldség-gylimdlcs
fogyasztas eredményeképpen megjelend jotékony hatdsokra nem adnak egyértelmii valaszt az
elfogyasztott élelmiszerek kémiai tesztek soran mutatott antioxidans sajatsagai.

Ahogy azt az eddigiekben olvashattuk, a flavonoidok elterjedése és terapias jelentésége
egyre nagyobb, igy a kutatok érdeklddési korében is egyre nagyobb teret hodit. Nem egyszeriien
csak kémiai antioxidansokrol van sz6, ezért az antioxidans tulajdonsag még nem elég az egészséget
pozitivan befolydsold hatdsok magyarazatira, hanem tovabbi molekularis szintli kutatdsok
szlikségesek a pontos folyamatok feltarasara, a metabolitok kovetésére és ezen komponensek
pontos hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasara.

Ahhoz, hogy ezeket felfedjiik, monitorozni kell ezen flavonoid komponenseket. Azonban ezeket a

méréseket megneheziti a fenolos vegyiiletek széles skaldja és a ndvényi matrixok bonyolultsaga,



Szilvdssy Blanka, 2014

mely nagy kihivas elé¢ allitja az analitikusokat. Tovabbi probléma hogy a legtobb fenolos
komponenst kizarélag szén, hidrogén és oxigén épiti fel, igy néha csak egy atom kiilonbség van,
illetve sokszor csak konstiticios, szerkezetbeli kiilonbség figyelhet6 meg. Ugyanigy gondot jelent
az is, hogy szamos esetben — kivaltképp az Osszetett polifenol-konjugatumok esetén — nem allnak
rendelkezésre referencia standardok. Ezért elmondhatd, hogy még a legkorszeriibb analitikai
eszkozokkel is nehéz lehet megbizhatéan azonositani ezeket a komponenseket [BARNES et al.,

2009].

2.5.1. Polifenolok vizsgalati modszerei

A polifenolok analitikai meghatarozasaval kapcsolatban alapvetéen harom nagy csoportot
kiilonboztetiink meg aszerint, hogy mi az analizis célja [DE RIJKE et al., 2006].

Az els6 az oOsszes polifenol tartalmat mérd modszerek, ahol a mintdban fellehetdé GOsszes
polifenolos komponens egyiittes meghatdrozdsa a cél egy vonatkoztatott mértékegység
segitségével. Ilyen példaul a spektrofotometrias uton torténd meghatarozas A=760 nm-en Folin-
Ciocalteu reagens hasznalataval. Ebben az esetben az eredményeket mg galluszsav/g
mértékegységben adjak meg [ROBBINS, 2003; ROBARDS & ANTOLOVICH, 1997; NACZK &
SHAHIDI, 2004].

A masodik csoport az ugynevezett célkomponens médszerek, ahol egy vagy tobb elore
kivalasztott polifenol mindségi és mennyiségi paramétereire vagyunk kivancsiak.

A harmadik az ugynevezett keresé vagy screening modszerek, ahol a mintaban fellelhetd,
elére meg nem hatarozott komponenseket keressiik. A profiloz6 modszerek jellemzéje, hogy
elsésorban korabbrol ismert polifenol alkotok kimutatdsa a céljuk, de oly modon, hogy nincs
elézetes ismeretiink arrdl, hogy az elvileg fellelheté alkotok csoportjabol melyik fordul esetleg el
az adott mintaban. A profilozasi mddszerek tovabbi sajatsaga, hogy alkalmasnak kell lenniiik olyan
korabban ismeretlen polifenol alkotok kimutatasdra is, melyek létezésérél nem volt kordbban
tudomasunk. Ugyanakkor, az ilyen feltételesen azonositott alkotdok kétséget kizarod igazolasa
altalaban mar nem a polifenol profilozas része.

A molekuléris szintli vizsgalatok kivitelezéséhez természetesen az utdbbi két csoportban

emlitett modszerek nyujtanak segitséget, ezért a tovabbiakban ezek bemutatasaval foglalkozom.
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2.5.1.a Minta-elokészitési modszerek

Az analitikai vizsgalatok elsé és legfontosabb 1épése a minta-elokészités, melyet kelld
gondossaggal és koriiltekintéssel kell megtervezni és véghezvinni, hiszen az ebbdl fakadé hibakat
késébb mar lehetetlen korrigalni és az eredmények téves kovetkeztetésekhez vezethetnek.

A polifenolok vizsgalatakor a két legelterjedtebb extrakcids technika a polaris fenolos
frakcio kinyerésére a folyadék-folyadék extrakcio (liquid-liquid extraction, LLE) [MONTEDORO
et al.,, 1993; BRENES et al., 2000; BONOLI et al., 2004; SUAREZ et al., 2008] illetve a szilard-
fazist extrakcio (solid phase extraction, SPE) [BRENES et al., 2000; DE LA TORRE-CARBOT et
al., 2005; GUTIERREZ et al., 1989; RIOS et al., 2005]. Szamos kisérletben matrix szilard-fazisa
diszperziot (matrix solid-phase dispersion, MSDP) alkalmaztak [ZIAKOVA et al.,, 2003; DE
RIJKE et al., 2004], a kisebb mintamennyiség és az alacsonyabb olddszer felhasznalds miatt. A
gyorsitott oldoszeres extrakcio (accelerated solvent extraction, ASE) egy viszonylag 0j automatizalt
kinyerési modszer melyet nyomas alatti folyadék extrakcionak (pressurized liquid extraction, PLE)
is hivnak. A modszer elve a magas hémérsékleten (50-200 "C) és nyomason (500-3000 psi) levo
koriilményeken alapul, rovid intervallumokig (10 perc). Ez egy 0ij minta-elokészitési technika,
melyet sikeresen alkalmaztak mar néhany vizsgalatban polifenolok kinyerésére [ALONSO-
SALCES et al., 2001; BOLLING et al., 2009; SUAREZ et al., 2009]. Ez a mddszer lehetvé teszi,
hogy az extrakcidos oldoszer mennyiségét lecsokkentsiik, az analizis idejét pedig lerdviditsiik
[BOLLING et al., 2009]. Ezeken kiviil 1éteznek egyéb minta-elokészitési/tisztitasi technikak, mint a
szuperkritikus folyadék extrakcid (supercritical fluid extraction, SFE), a szilard-fazisi mikro
extrakcio (solid-phase microextraction, SPME), melyek szintén megfeleld megoldasokat nyujtanak
a polifenolok vizsgalatdhoz [CUYCKENS & CLAEYS, 2004].

A minta-elokészitési modszer tervezésekor, a vizsgalandd komponensek polaritasa dontd
szerepet jatszik az alkalmazand6 kivondszer megvalasztasakor. A kevésbé poldris flavonoidok
(flavononok, metilezett flavonoidok) szelektiv kivonasahoz akar apolaris szerves oldoszereket is
hasznalhatunk (példaul kloroform, etil-acetat). A joval polarisabb glikozidok ¢és monomer
antocianinok kivonasahoz azonban foként alkoholok (metanol, etanol) illetve alkohol-viz elegyek
alkalmasak. Amennyiben antocianinokat is vizsgalni kivanunk, az extrakcid hatékonysaganak
novelése és az antocianinok stabilitasanak érdekében a kivonod-oldatba célszerli 1-5% ecetsavat,
vagy hangyasavat keverni [DE RIJKE et al, 2006; DRAGOVIC-UZELAC et al, 2005;
HARBAUM et al., 2007; HARNLY et al., 2007; LIN & HARNLY, 2007]. Az olivabogyo6t néhany
tanulmanyban metanollal és etilacetattal [SAVARESE et al., 2007] vagy metanol:viz 50:50 V/V
arany( keverékével, forro extrakcioval [RYAN et al, 2002] készitik el6. Az olivalevelek
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vizsgalatakor metanol [FU et al., 2010], aceton, etanol és ezek vizes formait (10-90% V/V)
vizsgaltak annak érdekében, hogy megtaldljak a polifenolos komponensek hatékony extrakcios
modjat [ALT10K et al., 2008].

Az alkalmazanddé minta-elokészitési megkozelités foként a vizsgalat céljatol fiigg.
Célkomponenseket keresiink, vagy egy altalanos profilozast akarunk végrehajtani? Egy-egy
vegyliletcsoportra optimalt minta-elokészitési eljaras alkalmazasaval bar dsszpontositani tudunk az
adott vegyiiletcsoportra, ugyanakkor ezaltal korlatozzuk az optimalisan kinyerheté komponensek sorat
[ROBARDS & ANTOLOVICH, 1997]. Ezért a specifikus, vagy komponenscsoportokra optimalt
minta-elokészitési eljarasok mellett egyre nagyobb teret hoditanak az un. ,.altalanos” eljarasok.
Ezek jelentésége a keresd/profilozd moddszerek esetében meghataroz6 [HARNLY et al., 2007].
Lényegiik, hogy nem egy-egy polifenolra, vagy polifenol osztalyra Osszpontositunk, hanem a
minta-elokészités eredményeképpen atfogd képet akarunk kapni a mintdban megtalalhato
polifenolokrél. Az ilyen moddszerekkel szemben tamasztott egyik 6 kritérium, hogy a lehetd
legtobb polifenolra nézve alkalmazhato legyen. Masképpen fogalmazva, a lehetd legkisebb
mértékben torzitsa el a mintara jellemzO eredeti polifenol mintazatot. Ehhez un. ,lagy”,
,kiméletes”, extrakciot célszerii alkalmazni [HARNLY et al.,, 2007]. Az ilyen mddszerek
alkalmazasa soran feltételezziik, hogy a komponensek nincsenek kovalens kotéssel kotve a
matrixalkotokhoz. Ez jellemz6 a flavonoidokra €és azok polimerjeire, azonban a fenolos savakra
nem. A masik fontos kritérium az extrakcid soran, hogy elkertiljiik a kémiai mellékreakciokat, mint
az oxidacio vagy a polimerizacio [HARNLY et al., 2007].

Az irodalomban talalunk t6bb olyan, a polifenolok ,altalanos” minta-clokészitésére
kidolgozott modszert, mely alkalmas az élelmi ndvények széles korének vizsgdlatara. Harnly és
munkatarsai flavonolokat, flavonokat, flavanonokat, flavan-3-olokat, és antocianidineket hataroztak
meg friss gyiimolcsokbdl, zoldségekbél és magvakbol az Egyesiilt Allamok Mezégazdasagi
Minisztériuma, (USDA) Nemzeti Tapanyag Adatbazisanak részére [HARNLY et al., 2006]. Egy
masik tanulményban braziliai zoldségekben 1évé flavonoidokat hataroztak meg [ARABBI et al.,
2004], mashol pedig gylimolcs és tea flavonoidokat vizsgaltak [MATTILA et al., 2000].

Ezeknél a modszereknél az extrahald oldat valamilyen vizben o0ldodoé (polaris) szerves olddszer és
viz keverékébol all. A szerves oldoszer altalaban metanol, de szamos egyéb (aceton, etanol vagy
acetonitril) is hasznalatos. Az extrahaloszer Osszetétele szerves oldoszertartalomra nézve az 50-
100%, mikozben savtartalomra vonatkoztatva az 1-7% kozotti értékek a szokasosak. Erds savak
(trifluoroecetsav, so6sav) vagy gyenge savak (hangyasav, ecetsav) egyarant -eltejedtek.
Megjegyzendé azonban, hogy az 4asvanyi savak hasznalata az acilcsoportok hidrolizisét

eredményezheti. Az extrakcid torténhet egy vagy tobb I€pésben, lehet segiteni a hémérséklet
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emelésével, ultrahangos fiirdovel vagy razatdssal [LIN & HARNLY, 2007]. Az extrakcio
idOtartama egy perc €s hat ora kozott valtozhat, de akdr huszonnégy ora is sziikséges lehet. Ettdl
tobbet nem célszerii alkalmazni, mert nem kivant valtozasok mehetnek végbe a vizsgalando
vegyiiletek szerkezetében [HARNLY et al., 2007; NACZK & SHAHIDI, 2004; ROBBINS, 2003].
Ha olyan polifenolokra vagyunk kivancsiak, melyek oldhatatlan és/vagy kotott formaban vannak
jelen a mintdban, valamilyen hidrolizises eljarassal fel kell dket szabaditani [HARBAUM et al.,
2007]. Erre jo példa Franke és csoportja, akik a Hawaii-on termett gyiimolcsok és zoldségek
flavonoid szintjét hidrolizis utan hatdroztak meg [FRANKE et al., 2004].

Végiil megemlitendd, hogy az ,,altalanos” minta-el6készitési megkozelités egyik hatranya,
hogy a vizsgalt komponensek egyikére sem optimalis az alkalmazott moddszer, hiszen egy
altalanosan alkalmazhaté modszer mindig kompromisszumok eredményeként jon létre. Masok
ugyanis az optimalis minta-elokészitési paraméterek fenolos savak, flavonoidok vagy ezek
szarmazékainak szabad és/vagy kotott formadinak vizsgalata esetén. Ez azt eredményezi, hogy
példaul az adott oldoszerben rosszul oldodo, vagy a matrixhoz kotott formakat ,,altalanos”
moddszerekkel nem lehet kinyerni [ROBBINS, 2003] .

2.5.1.b Kromatogrdfiis modszerek

A flavonoid alosztalyok és glikozilaciés mintdzatok erdsen korreldlnak a ndvények
rendszertani besorolasaval és ez a kémiai tulajdonsagaik sokféleségében is megmutatkozik. Ahogy
azt feljebb is olvashattuk, az oldhatosagi tartomany kiilonb6zosége kiillondsen problémas lehet,
amikor a flavonoidok kioldasa a cél a novényekbdl, de nagyon hasznos a kromatografis
elvalasztaskor.

A hasonl6 szerkezeti felépités miatt az alosztalyokon belill az UV és a lathato tartomanyban
felvett- illetve a tomegspektrum elég hasonld lehet, de a megfeleld kromatografids oszlopok,
eluensek, illetve gradiensek kivalaszthatdak ugy, hogy a célkomponensek kis csoportjait elvalassza
egymastol. A kihivas abban all, hogy az elvalasztas és meghatarozas minél szélesebb tartomanyban
legyen alkalmazhatd, az Gsszes flavonoid alosztalyra és a fenolos komponensekre altaldban. A
flavonoid meghatarozasrol sz6ld, megjelent modszerek altalaban egyéni novényanyagokra
fokuszalnak (mint pl. a narancs) vagy csaladokra (pl.: citrusfélék) és ebbdl kifolyolag a
flavonoidoknak csak egy par alcsoportjara. Ez annak koszonhetd, hogy a glikozilalt flavonoidok
nagy szamanak ellenére, kevesebb, mint egy tucat (ami két vagy harom alcsoportot jelent) van
bel6liik egy bizonyos ndvény anyagban. Emiatt a legtobb modszert csak két vagy harom flavonoid

alosztaly elvalasztasara dolgozzak ki.
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Napjainkban a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (angol nevén high-performance liquid-
chromatography, HPLC) a leggyakrabban hasznalt elvalasztasi technika a flavonoid analitikdban
[DE RIJKE et al., 2006], de emellett létezik mas, nem tal gyakran hasznalt modszer is, mint
amilyen a kapillaris elektroforézis vagy a gdzkromatografia [DE RIJKE et al., 2006; CREGO et al.,
2004]. A folyadékkromatografia esetében az irodalomban tulnyomo tébbségében olyan cikkeket
talalunk, ahol forditott fazisti C8-as és C18-as oszlopot hasznalnak [NACZK & SHAHIDI, 2004;
LIN & HARNLY, 2007; JUSTESEN et al., 1998; HUGHES et al., 2001; HARNLY et al., 2007].
Az altalanosan alkalmazott elvalasztasi eljaras a gradiens elucio [ROBBINS, 2003; DE RIJKE et
al., 2006]. A szerves fazis leggyakrabban acetonitril vagy metanol, de egyéb szerves oldoszer is
lehet, mint példaul butanol, propanol, etilacetit. Az esetek tobbségében az eluens tartalmaz
valamilyen puffert vagy szerves savat a pH bedllitisdhoz és/vagy az ionizacio elOsegitéséhez
[TRUCHADO et al., 2009; NACZK & SHAHIDI, 2004; HARNLY et al., 2007]. Abban az esetben,
ha a kisérlet célja a mintaban talalhat6 f6 polifenolok meghatarozasa, a kromatografia idotartama
tiz perct6l tobb oraig is terjedhet [ROBBINS, 2003]. Azonban, ha a minta polifenolos komponens

Osszetételének a feltérképezése a cél, ez az id6 joval hosszabb is lehet.

2.5.1.c Detektilasi modszerek

A folyadékkromatografias technikaban kiilonb6z6 detektorokat alkalmaznak. Hagyomanyos

modszerként legszélesebb korben az UV detektorokat alkalmazzik, mivel minden polifenolos
komponens rendelkezik legalabb egy fenolos gytirtivel, igy az UV fény bizonyos tartomanyaban
elnyelési maximummal rendelkeznek [DE RIJKE et al., 2006]. Az els6 maximum a
240-285 nm-es tartomanyba esik (az ,,A” gylrtinek kdszonhetden), a masodik maximum
300-550 nm tartoméanyban van [NYSTROM et al., 1954]. Az olyan egyszerli szubsztituensek, mint
a metil-, metoxi- és nem disszocialt hidroxil csoportok altalaban csak kis valtozasokat okoznak az
abszorpcidos maximumban. Diédasoros detektalast alkalmazva, ezért az egyes flavonoid
csoportokat jellegzetes elnyelési spektrumaik alapjan meg lehet kiilonbdztetni egymastdl és sok
nem polifenol alkototol, ami fontos kiegészitd modszer lehet a szerkezet meghatarozo eljaras soran.

Kevésbeé elterjedt modszerek kozé tartoznak a fluoreszeencias detektialason alapulod
eljarasok, melynek oka az, hogy az ily modon mérheté komponensek szama nagymértékben
limitalt. A masik nem tal elterjedt modszer az elektrokémiai detektalas. Az Osszes flavonoid

rendelkezik elektroaktivitassal, igy ezzel a moddszerrel is lehet 6ket mérni, bar a szelektivitasa
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természetesen alacsonyabb mint a fluoreszcens technikaké, de a kimutatasi hatar alacsonyabb
[ROBBINS, 2003; DE RIJKE et al., 2006].

Napjainkban a tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) a legkorszertibb és legtobb
célra alkalmazhato detektalasi technika. A folyadékkromatograf ¢és a tomegspektrométer
Osszekapcsolasa sokaig nehézségekbe 1itkdzott, mivel a folyadék formaban érkezé mintat eldszor el
kell parologtatni (igy az oldoszer tavozik a rendszerbdl), majd a gazfazisba keriilt toltott
részecskéket, illetve ionokat lehet az analizatorba juttatni. Ezt a miiveletet az ionforras végzi, mely
a molekulakbol toltott gazfazist ionokat allit eld. A polifenolok vizsgalatakor az ESI (elecrospray
ionisation) a legelterjedtebb [DE RIJKE et al., 2006]. A késziilékek ¢és tomegspektrometrias
megkozelitések kapcsan, a polifenolok esetében a kismolekulak vizsgalatakor altalanosan
alkalmazott elvek az iranyadok. Azaz hasznalhatunk egyszeres tomegspektrométereket (single-
stage mass spectrometers, MS), melyek viszonylag olcsok, viszont szelektivitdsuk elmarad a
tandem tomegspektrométerekétdl. Ezek leginkabb ismert polifenolok vizsgalatara alkalmazhatok. A
tandem késziilékek (MS-MS vagy MS") koziil polifenolok profilozd vizsgilatihoz gyakran
alkalmazzak az ioncsapdas analizatort tartalmazo késziilékeket. Az egymast kovetd konszekutiv
fragmentacios képesség alkalmassa teszi Oket Osszetettebb polifenol glikokonjugatumok
szerkezetének felderitésére is. A polifenol glikokonjugatumok jellegzetes fragmentacioja specifikus
informéciot nyujt a konjugatumokban megtalalhat6 glikan részr6l is [LIN & HARNLY, 2007; DE
RIJKE et al., 2006]. A harmas kvadrup6l késziilékek azonban tobb eltéré célu pasztazasi mod
hasznalatat teszik lehetéveé, emellett mennyiségi meghatdrozashoz a nagyobb linearitdsi tartomany
¢s a jobb kimutatasi képességei miatt, szintén alkalmasabbnak tekinthetok [PRASAIN et al., 2004].

Egy ilyen késziilék miikodési elvét a kdvetkezd, 8. dbra szemlélteti.
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8. dabra: A tandem tomegspektrométer felépitésének sematikus abrazolasa
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Attol fiiggéen, hogy milyen vizsgalatra hasznaljuk a két analizalé kvadrupdlt, tobb fajta
tizemmodot kiilonbdztetiink meg, de altalanossagban elmondhato, hogy a harom kvadrup6l koziil
az elsé (Q1) valasztja ki az adott molekulaiont. Ezt koveti a Q2 itkdzési cella, ahol gazbevezetés
(pL: nitrogén vagy argon) hatdsara fragmentalédnak a kivalasztott ionok. Majd a harmadik
kvadrupoél (Q3) a keletkezett fragmensionokat valogatja szét tomeg/toltés (m/z) alapjan. A harmas
kvadrupdl egyik elénye hogy sziikség esetén egyszeres kvadrupolként is mitkddik. Ekkor nincs
fragmentacio, csupan a Ql-es kvadrupdl muikdodik, mely elvalasztja a detektalni kivant
molekulaionokat.

A nagy tomegpontossagu ¢és nagy tomegfelbontdst eredményezé repiilési id6
tomegspektrométert (time of-flight mass spectrometer, TOF-MS) is egyre szélesebb korben
hasznaljadk szdmos olyan komplikalt komponens jellemzésére, mint a fenolos komponensek
[ABRANKO et al., 2011; CARRASCO-PANCORBO et al., 2007] vagy az olivaban talalhato
szekoiridoidok [FU et al.,, 2009] és ezek metabolitjai. A repiilési id6 tomegspektrométerek a
felgyorsitott ionokat a sebességiik alapjan valasztjak el egymastol. Az ionforrasba keriil pozitiv
toltésti ionokat az ionforrds egy U gyorsitofesziiltség bekapcsolasaval inditja az analizatorba. A
kiilonb6z6 tomegl ionok kiilonbzd sebességgel (v1, v2,---vn) repiilnek és idében kiilon-kiilon érik
el a detektort. Az ,,U” a gyorsitofesziiltség, ,,z” a részecske toltése, ,,m” a tomege. Ez a repiilési

1d6, tehat:

azaz adott ionforras - detektor tavolsag (L) €s gyorsitofesziiltség mellett csak a fajlagos tomeg
(m/z) figgvénye. Tehat minél nagyobb egy egyszeresen toltétt ion tdmege, annal hosszabb id6t

vesz igénybe az erétér mentes Gvezetben valé ut. Igy a detektorban adott pillanatban mért intenzitas
adott ionhoz rendelheté. Ez az analizator nagyon gyors mikddési, egy-egy ion repiilési ideje 10 -

10_7 s kozott van. Az ionok relativ intenzitasa (a legintenzivebb ionok intenzitasanak szazalékaban
kifejezett intenzitds) és a fajlagos tomege koOzotti kapcsolat adja a vegyiiletre jellemzd
tomegspektrumot. Mivel az id6t csak az Ut megtétele utdni becsapodas alapjan tudjuk
meghatarozni, az analizator felbontdsa szempontjabol kulcsfontossag, hogy az ionizacio
impulzusszeri legyen. Azonban az azonos m/z-hez tartozd ionok is kismértékben kiilonb6zd
energiajuak, s ez a hatds kiszélesiti az ioncsucsokat. A jelenség csokkenthetd, ha az ionok nem
egyenes Uton repiilnek, hanem utjukba ,,iontlikr6t”, Gn. reflektront tesznek. A reflektronban a

crer

vagyis az energiaszorasbol szarmazo hiba csokken. Ennek hatasara tobb mint 10 000-es felbontas
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érhetd el [FAY et al, 2010]. A reflektronnal rendelkezd repiilési id6 tomegspektrométer

felépitésének sematikus bemutatasat a 9. abran lathatjuk.

v
uoipjalel

ionok Utja.

v
10ppRIeP

9. abra: Repiilési ido tomegspektrométer felépitésének vazilata

Azonban ez a technika is rendelkezik azzal a problémaval, hogy az azonos Osszegképlettel
rendelkez6 komponensek kozott nem tud kiilonbséget tenni. Izomer alkotok azonositdsahoz,
mindenképpen sziikség van egyedi MS-MS felvételekre, hogy diagnosztikus fragmentacios
mintazatuk alapjan az alkotokat azonositani lehessen [BARNES et al., 2009; OLIVEIRA et al.,

2001].
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3. CELKITUZES

Doktori munkdm célja, hogy az élelmiszer- €s taplalkozastudomanyi, valamint a novénybiologiai
kutatasokhoz kapcsolodd polifenolvizsgalatok soran felmeriilt néhdny elméleti és gyakorlati
kérdésre, analitikai eszkozok segitségével megoldasokat keressek. Ennek érdekében munkam soran
tomegspektrométerrel  kapcsolt  analitikai moddszereket alkalmaztam ¢és  fejlesztettem.
Tevékenységem soran harom teriilethez kapcsolodoan végeztem tomegspektrometrids vizsgalatokat

¢s modszerfejlesztéseket.

Els6ként hazai termesztésti gyogynovények polifenolvizsgalataval foglalkoztam, ahol célom volt:

e A ndvényi kivonatokban szabad és kotott formaban 1évo fenolos savak kvantitativ
meghatarozasa. Ezen belill a ,,timolos” és ,,nem timolos” kakukkfii populaciok, tovabba a
kozonséges- és gordg szurokfii populaciok fenolos savas komponenseinek 6sszehasonlitasa.

e Tovabba e vizsgalatok kiegészitéseként flavonoid komponensek feltérképezése mindkét

novényfaj esetében HPLC-MS-MS screening modszerrel.

Munkam masodik részében, a spanyolorszagi dsztondijas iddszak alatt, az oliva novényben illetve
olajban megtalalhat6 oleuropein vizsgalataval foglalkoztam. Ennek kapcsan feladatom volt:
e Az oleuropein aglikon izomereknek feltételezett alkotok pontosabb azonositasa TOF-MS
miiszerkapcsolassal.
e llletve az olivabogyd, olivalevél ¢€s olivaolaj 0Osszehasonlitdsa ezen szarmazékok

tekintetében.

Harmadik témakorként a  konstituciés izomériaval rendelkezé flavonoid aglikonok
meghatarozasanak nehézségeire probaltam megoldast taldlni. Ehhez egy olyan HPLC-MS-MS
modszer fejlesztése volt a célom mely kell6 szelektivitast eredményez izomer aglikonokkal
rendelkez6 flavonoid glikokonjugatumok esetén is. Ennek érdekében célom volt, hogy:
e az izomer aglikonok tomegspektrumait vizsgalva taldljak olyan diagnosztikus ionokat,
melyek kell6 diszkriminécids képességgel birnak.

e akidolgozott modszert valodi mintan alkalmazva igazoljam ennek megfeleldségét.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1.  Felhasznalt vegyszerek

Az Gyogynovények fenolos komponenseinek vizsgalata (5.1-es) fejezetben ismertetett
méréshez hasznalt vegyszerek:

A polifenolos komponensek gyogynovényekbdl valé meghatarozasdhoz hasznalt kristalyos
fenolos sav (p-kumarsav, kavésav, ferulasav, sziringinsav, szinapinsav, klorogénsav, rozmaringsav)
¢s flavonoid standardokat (apigenin, luteolin, miricetin, naringenin, kvercetin, heszperetin, fiszetin,
daidzein, genisztein, kaempferol) a Sigma forgalmazta (Sigma-Aldrich®, Budapest, Magyarorszag).
Scharlau (Barcelona, Spain) gyartmanyti HPLC tisztasagu acetonitrilt, metanolt és hangyasavat
hasznaltam. A nagytisztasagu vizet (18 M Qcm?) a Milli-Q rendszer allitotta eld (Billerica, MA,
USA).

Az Olivaolaj oleuropein-szarmazékainak feltérképezé vizsgalata HPLC-ESI-TOF-MS

technikaval (5.2-es) fejezetben ismertetett méréshez hasznalt vegyszerek:
Az oliva termékekbdl illetve nyersanyagokbol végzett kisérlet soran a HPLC tisztasag acetonitril
és metanol Merck® (Darmstadt, Germany) gyartmanyu volt. Az analitikai tisztasagn ecetsav Fluka®
(Buchs, Switzerland) gyartmanya volt. A HPLC tisztasaga viz eléallitasdhoz Millipore™ (Milford,
MA, USA) gyartmanya Milli-Q-Plus rendszert alkalmaztunk. Az SPE minta-el6készitéshez a
Florisil toltetek (2 g, 50 pum, 12 ml) Andlisis Vinicos (Tomelloso, Ciudad Real, Spain)
gyartmanyaak voltak, mig a diol télteteket (Discovery” DSC-Diol SPE Tube 500 mg, 6 ml) a
Supelco® (Bellefonte, PA, USA) gyartotta, melyeket szerves oldoszerekhez, olajokhoz, lipidekhez
ajanlanak.

Az  Izomer  aglikonnal  rendelkezd flavonoid-glikokonjugdtumok  szelektiv
tomegspektrometrids vizsgalata (5.3-as) fejezetben ismertetett méréshez hasznalt vegyszerek.

Az izomer aglikonok egylittes mérésére alkalmas modszer kifejlesztéséhez a kisérletekben
harom antocianin komponens (cianidin, pelargonidin, delfinidin) és glikozidjaik (ideanin (cianidin-
3-galaktozid), callistephin (pelargonidin-3-O-gliikozid), myrtillin (delfinidin-3-O-gliikozid)), két
flavonol aglikon (kaempferol, kvercetin), a kvercetin glikozidja (kvercetin-3-O-gliikkozid) és a
kaempferol harom szdrmazéka (kaempferol-gliikkozid, - rutinozid és robinin (kaempferol-3-O-
robinozid-7-O-ramnozid)), két flavon (luteolin, apigenin) és glikozidjaik (luteolin-gliikozid,
apigenin-7-gliikozid), egy flavonon (heszperetin) és egy izoflavon (genisztein) ¢és ezek glikozidjai
(heszperidin (heszperetin-rutinozid), genisztin (genisztein-7-gliikkozid) szerepelt. A kristalyos

standardokat az Extrasynthese® (Lyon Nord, Franciaorszig) gyartotta. A HPLC tisztasigu
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acetonitril, metanol és hangyasav Scharlau® (Barcelona, Spanyolorszag) gyartmanya volt. Itt is
minden mérésnél nagy tisztasagi vizet hasznaltam (18 M Qcm') melyet a Milli-Q rendszer
(Milford, MA, USA) biztositott. A standardokat 1% hangyasavat tartalmazé metanolban oldottam
fel.

4.2. Vizsgalt novények, termékek

Az 5.1-es fejezetben ismertetett méréshez hasznalt novények.

A Thymus vulgaris L. azaz kerti kakukkft kiilonb6z6 kemotipusait (,,timolos”: magas timol-
tartalmu szelektalt populacio és ,,nem timolos™: alfa-terpineol illetve alfa-terpinil-acetat kemotipusu
szelektalt populacid) illetve szurokfli (Origanum vulgare L. subsp. hirtum — gorég oregano,
Origanum vulgare L. subsp. vulgare — kozonséges szurokfil) allomanyokat valasztottuk ki. A
mintdk a teljes virdgzads idején lettek Osszegylijtve, 2010 majusdban, Soroksdron Budapesti
Corvinus Egyetem, Gyogy- és Aromandvény Tanszék Kisérleti Gazdasagaban. Az Gsszes mintat
fit6-hiitd termosztatban szaritottdk (Labor Miiszeripari Mivek, Esztergom, Magyarorszag)
40 °C-on 3 napig (7,9%-os viztartalommal). A szaritas utan a levelek és a viragok eltavolitasra
keriiltek, a tovabbi analizishez.

Az 5.2-es fejezetben hasznalt olivalevél és olivabogyd (Campiiia Norte) a spanyolorszagi
Jaén-i Egyetem sajat termesztésli oliva fairdl szarmazott. A vizsgalt olivaolajok koziil a
,, Fuenroble” markanévvel jelzett olaj Jaén-tartomanybol szarmazd olivabogyokbol, mig a
,,Borges” olivaolaj kiilonb6z6 spanyolorszagi tartomanyokbdl szarmazoé olivabogyokbol készil.
Mindkét esetben a gyartok extra sziiz olivaolajait hasznaltam.

Az 5.3-as fejezetben ismertetett méréshez hasznalt cseresznye hazi termesztésti, mig a
meggy, fagyasztott, kereskedelmi forgalomban kaphatod termék volt. Ebben a fejezetben az 5.1-es

fejezetben ismertetett méréshez hasznalt kakukk- és szurokfii fajtakat is felhasznaltam.

4.3. Alkalmazott berendezések

Az 5.1-es és 5.3-as fejezetben ismertetett méréshez hasznalt miiszerek:

A kisérleteket Agilent® (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) 1200 HPLC
rendszeren és egy hozza kapcsolt Applied Biosystems® (Foster City, CA, USA) 3200 Q-Trap hibrid
harmas kvadrupol/linearis ioncsapda MS/MS miszeren végeztem el, melyhez egy Turbo-V®

elektroporlasztasos (electrospray, ESI) ionforrast hasznaltam negativ ionizacidés modban.
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Az 5.2-es fejezetben ismertetett méréshez hasznalt miiszerek:

A fenolos komponensek elvalasztasat Agilent 1200-as (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) HPLC-n végeztem, mely egy vakuumos gazmentesitot, egy automata mintaadagolot és egy
binaris pumpat is tartalmazott. A HPLC rendszer egy Agilent 6220 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) repiilési id6 (time-of flight, TOF) tdmegspektrométerhez volt csatlakoztatva, mely ESI
ionforrassal volt ellatva.

A beparlast Caliper Turbovap LV Concentration Workstation (Caliper LifeSciences,
Barcelona, Spain) evaporalo késziilékkel végeztem. Az ASE minta-elékészités egy Dionex” ASE
200 (Dionex GmbH, Idstein, Germany) rendszeren tortént. Az SPE minta-tisztitast Visiprep SPE
vakuum-kaddal (Supelco, Bellefonte, PA, USA) végeztem.

4.4. Minta-eldkészités

Az 5.1-es fejezetben ismertetett vizsgalatnal hasznalt minta-el6készités.
Vizsgélataimhoz a kiilonb6z6 ndvényanyagok vizes extraktumat hasznaltam. Ezt a vizes
extraktumot a Magyar Gyogyszerkonyv (8. kiadas) [PH.HG., 2004] el6irasi alapjan kaptuk, azaz
1 g minta keriilt feloldasra 100 ml forrasban 1évé desztillalt vizben (~100 °C) majd 24 6rara allt.
Ezutan az extraktumokat sziirni kellett 8-12 pm-es sztir6papirral majd felhaszndlasig fagyasztasra
kertiltek. Az igy kapott 40 ml sziirletet 5 ml metanol hozzdadéasa utan 5 percig centrifugaltam
6000 rpm-en.

Ezek utan annak érdekében, hogy felmérhessem a szabad €s szarmazék formdjaban a
mintaban 1évé fenol savas komponenseket két fajta minta-elokészitést alkalmaztam. Az elsd
lényegét tekintve egy egyszerll higitas, ahol a feliiliiszobol nyert 1 ml sziirt vizes extraktumhoz
1,5 ml 0,1 V/V% hangyasavat tartalmazé vizet adtam és ebbdl az alapmintabol végeztem az elsé
méréseket. Késébb, a ndvényben 1évo jelentds rozmaringsav koncentracié miatt tovabbi szazszoros
higitast (0,1 V/V% hangyasavat tartalmazo vizzel) is el kellett végezni minden minta esetében.

A masik egy hidrolizalt minta-elokészités volt annak érdekében, hogy a konjugatumként jelen 1évo
fenolos savak felszabadulhassanak és a célkomponens-keres6 modszer szamara detektalhatova
valjanak. Ezért Harbaum 2007-es modszere alapjan [HARBAUM et al., 2007], a feliiliszobol kivett
1 ml extraktumhoz 1 ml 2M-os NaOH-ot adtam, majd 16 6ran at kevertettem magneses keverdn.
Hogy a miuszer szamara mérhetdvé valjon, a pH-t 2-esre allitottam be 0,5 ml 50%V/V-os sosav
oldattal, majd tizszeres higitast végeztem el a mintadkon. Mindkét minta-elokészitést kovetden a

mintakat 0,22 pm-es nylon membran sziirdn engedtem at a mérés megkezdése elott.
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Az 5.2-es fejezetben ismertetett vizsgalatnal hasznalt minta-elokészités
Az extra szliz olivaolajban talalhaté fenolos komponenseket szilard fazisu extrakcioval nyertem ki.
Az 500 mg-os ’diol’ szilard fazisu toltetetet eldszor 10 ml metanollal majd 10 ml hexdnnal
kondicionaltam. A 3 g extra sziiz olivaolajat 3 ml hexdnban oldottam ¢és a kolonndra engedtem. A
toltetet ez utdn haromszor 5 ml hexdnnal mostam, hogy eltavolitsam a lipid frakciot, majd szintén
haromszor 5 ml metanollal eludltam. Az dsszegylijtott eludtumot szarazra paroltam N, alatt 28 °C-
on. A beparlasi maradékot 1 ml metanolban és 2 ml vizben oldottam fel, majd 0,45 pm-es sz{ir6n

sziirtem at. Az SPE minta-el0készités sematikus bemutatasa a 10. abran lathato.

10 ml metanol 10 ml hexan hexanos olajminta 15 ml hexan 15 ml metanol

1 1 1 1 1

ELONTES EVAPORALAS

10. abra: Az 5.2. fejezetben hasznalt SPE minta-elokészités sematikus abrazoldsa

Az olivabogyo ¢és olivalevél vizsgalata ugynevezett Accelerated Solvent Extraction (ASE),
azaz gyorsitott oldoszeres extrakcids minta-elokészitéssel, Dionex ASE 200 rendszeren tortént.
Ennek vazlatos bemutatasat a 11. abra szemlélteti.

A vizsgalathoz 2 g olivalevelet illetve 3 g olivabogyot Osszekevertem 1 g kovafolddel és
10 ml térfogati rozsdamentes acél extrakcidos cellaba helyeztem. A diszperzidos adalékanyag
hozzaadasat — mint amilyen a kovafold is — az extrahalashoz sziikséges olddszer mennyiségének

csokkentésére javasoljak.
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11. abra: Az ASE minta-elokészités sematikus abrdzoldasa

Az extrakcios cella aljan egy rozsdamentes acél - és egy celluldz sziirdt (Dionex Corp.) helyeztiink
el, hogy elkeriiljiik a lebegé részecskék bejutasat a gyiijté tivegesébe. Az extrakcios cellat a kor
alaki mintatartoba kell helyezni, majd az extrahdlast az el6zdleg bedllitott kondiciok szerint
elvégezni. A mintat egy extrakcidés ciklusban extrahaltuk metanol:viz 80:20 V/V elegyével
100 °C-on ¢és 1600 psi nyomason 5 percig. (A mintat tartalmazo cella el0zetes tisztitasa az
extrakcional hasznalt oldoszer eleggyel, szintén 5 perces ciklussal tortént.) Az extrakcio utdn a cella
friss extrakcios oldoszerrel (az extrakcios cella térfogatinak 60%-aval) és nitrogénarammal volt
atoblitve 150 psi nyomason 90 masodpercig. Az alkalmazott olddszert kordbban gazmentesitettiik,
oldatot. Ezt kovette a centrifugdlas és beparlds. Az beparolt minta vizben val6 visszaoldéasa utan, az
SPE minta-tisztitassal fejez6dik be a minta-elokészités.
Az 5.3-as fejezetben ismertetett vizsgalatnal hasznalt minta-elokészités:

Egy 15 ml-es miianyag centrifugacsébe 200 mg liofilizalt és homogenizalt mintat mértem be majd
10 ml MeOH:H,O:HCOOH 60:39:1 V/V elegyben szuszpendaltam. Ezt egy orara ultrahangos
fiirdébe tettem, majd centrifugaltam 6000 rpm-en, 5 percen keresztiil. Ezt kovetéen 8 ml feliiliszot
mértem ki, melyet vdkuumban 1,5 ml-re paroltam. A beparolt mintahoz 200 pl acetonitrilt és 20 pl
50 V/V%-ban hangyasavat tartalmazé vizet adtam, majd 2 ml-re egészitettem ki vizzel. Végiil, 0,45

um-es PTFE szi{iron lesziirtem.
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4.5. Kromatogrdfias modszerek

Az 5.1-es fejezetben ismertetett vizsgalatnal hasznalt kromatografias modszer:

A fenolos savak kromatografids analiziséhez 2,1 mm X 50 mm-es Agilent Zorbax Rapid
Resolution C18 oszlopot hasznaltam 1,8 um-es szemcsemérettel. Az oszlopot in-line szlirébetéttel
védtem. Az eltcidhoz 0,1 %V/V hangyasavat tartalmazo vizet (A eluens) és 0,1 %V/V hangyasavat
tartalmazo acetonitrilt (B eluens) hasznaltam oldészerként 400 pl/min aramlasi sebességgel. A
gradiens program 2% B-r6l indult, majd 2 perc izokratikus futast kovetéen a B eluens aranya
egyenletesen emelkedett 30%-ra 9 perc alatt. A 20. percre ez elérte a 99%-ot és ez az Gsszetétel
maradt 2 percig. Végiil, a B-eluenst az eredeti aranyra allitottam vissza egy perc alatt és az oszlopot
igy ekvilibraltam 6 percig.

A flavonoidok vizsgalatdhoz a kromatografids oszlop egy Agilent Eclipse XDB-C18 RP
4,6 x 250 mm-es oszlop volt, melynek az atlagos szemcseatmérdje 5 pm. Az ,,A” csatornan aramlo
eluens viz volt 0,1 %V/V hangyasav tartalommal, mig a ,,B” csatornan aramoltatott eluens metanol
volt szintén 0,1 %V/V -os hangyasavval. A kromatografias elvalasztas ideje 60 perc volt. Az ez id6

alatt alkalmazott gradienst az 1. tablazat szemlélteti. Az injektalt mennyiség 10 ul volt.

1. tablazat: Az 5.1-es fejezetben, a flavonoidok vizsgalatahoz hasznalt gradiens modszer

aramlasi sebesség

idé [min] A% B% (mi/min]
0,0 80 20 1,0
10,0 80 20 1,0
50,0 30 70 1,0
50,1 1 99 1,0
55,0 1 99 1,0
55,1 80 20 1,0
60,0 80 20 1,0

Az 5.2-es fejezetben ismertetett vizsgalatnal hasznalt kromatografias modszer:

Ennél a modszerként allo fazisnak egy forditott-fazisi Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18
Rapid Resolution HT (4,6 x 150 mm, 1,8 pm) oszlopot alkalmaztam. Eluensként 0,1 %V/V
hangyasavat tartalmazd vizet (A eluens) és acetonitrilt (B eluens) alkalmaztam percenként
500 pl-es aramlasi sebességgel. A gradiens program 5% B ecluenssel kezdddott majd 1 perc
izokratikus futtatas utan elérte a 30% -ot a 10. percig, majd a 40% -ot a 40. percre és a 100% -ot a
45. percnél. Végiil, 100% B eluenssel folytatodott 5 percig majd 10 percre visszaallt a kezd6 eluens

osszetétel. Az oszlophémérséklet 24 “C-ra volt beallitva, az injektalasi térfogat pedig 10 pl volt.
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Az 5.3-as fejezetben ismertetett vizsgalatnal hasznalt kromatografias modszer:

Ebben a vizsgalatban a kromatografidhoz Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm,
5 um) oszlopot hasznaltam. Mozgotazisként 0,5 %V/V hangyasavat tartalmazo vizet (A eluens)
illetve 0,5 %V/V hangyasavat tartalmazé acetonitrilt (B eluens) hasznaltam. Az dramlési sebesség
1000 pl/min, az injektalas térfogata 50 pl volt. A gradiens program 5% B eluens-arannyal
kezd6dott, majd 5 perc izokratikus szakasz utan linearisan 30%-ra emelkedett 9 perc alatt. A
tizenotodik percre elérte az 55%-ot, majd 5 percen beliil a 100%-ot €s ezt az aranyt tartotta még
3 percig. Végiil visszaallitottam a kezdeti aranyt egy perc alatt és igy ekvilibraltam az oszlopot

10 percig.

4.6. Tomegspektrometrids modszerek

Az 5.1 és 5.3-as fejezetekben leirt vizsgalatokban a 2.5.1.c Detektalasi modszerek cimi fejezetben
ismertetett tandem tomegspektrométert hasznaltam, melyre jellemz6, hogy a vizsgalat céljatol
fiiggben kiilonb6z6 lizemmodokban hasznalhato. Ezeket a kovetkezokben mutatom be.

Az egyik lehetséges lizemmod a termékion pasztdzas (product ion scan). Ebben az
tizemmodban a Q1 kvadrupdél csak a megadott tomeg/toltésii molekulaiont engedi at, majd a
fragmentalas utan kapott toredékeket a Q3 kvadrupodl pasztazza (Q3 scan), mely egy fragmension
tomegspektrumot eredményez. Ezaltal szerkezeti informaciokhoz juthatunk, valamint tovabbi
kvantitativ vizsgalatokhoz itt kivalaszthatok azok a fragmensek, melyek jol jellemzik majd az adott

komponenst. A folyamat bemutatasa a 12. abran lathato.

Termékion pasztazas - Product ion scan

Q1 Q2 Q3
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lon kivalasztas Fragmentacié Termékionok
(izolacio) pasztazoé vizsgalata

12. abra: A termékion pasztazas sematikus bemutatasa

A kovetkezé bedllitdsi mod a prekurzorion pasztazas (precursor ion scan), ahol a Q3

kvadrup6l az, ami kivalaszt és csak meghatarozott tomeg/toltésti fragmensionokat enged at
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(13. abra). A QI ilyenkor pésztdz, igy minden olyan molekulaion azonosithatd, melynek iitkdzése

soran a Q3-ban megadott és monitorozott fragmension képzdodik.

Anyaion pasztazas - Precursor ion scan
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13. dabra: Az anyaion pasztazas sematikus bemutatasa

A semleges vesztés (neutral loss scan) tizemmddban mindkét kvadrupdl adott tomegtartomanyt
pasztaz. A Q3 kvadrup6l ugyanakkor a Ql-hez képest idében eltolva hajtja végre a pasztazasi
ciklusat. Az idoébeli eltolas ugy van meghatarozva, hogy a Q3 kvadrupdl a vizsgalni kivant
semleges vesztésnek megfeleld tomeggel (pl. vizvesztés: -18 Da, gliikéz leszakadas: -162 Da)
késsen, lemaradjon a pasztazasban (14. abra). Ezaltal a Q1 kvadrupolon atjutott ionok koziil a Q3
kvadrupélon csak azok jutnak majd at, melyek a fregmentacié soran az elére meghatarozott és
beallitott semleges vesztést szenvedik el. Igy kimutathatok olyan folyamatok, melyek egy-egy

semleges molekula kilépésével jarnak.

Semleges-vesztés pasztazas — Neutral loss scan
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14. abra: A semleges-vesztés pasztazas sematikus bemutatdasa

A legtobbet hasznalt beallitdsi mod a kivalasztott termékionok vizsgélata, (Multiple Reaction

Monitoring, MRM, vagy Selected Reaction Monitoring, SRM)
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Ilyenkor a QI csak a meghatarozott iont, a Q3 pedig csak az ehhez a prekurzorionhoz
tartozo egy, vagy tobb (altalaban 2) kivalasztott fragmensiont enged at (15. &bra). Nagyfoku
szelektivitdsanak ¢és érzékenységének koszonhetden, kis koncentraciok kvantitativ mérésénél ez a
legelterjedtebb modszer. Nagyfoku szelektivitisa annak ko&szonhetd, hogy mig az elsé Q1
kvadrupoélba bejutott, adott tomegli ion — a kvadrupol egységnyi tomegfelbontdsabol adoddan —
akar tobbféle molekula is lehet, annak esélye joval kisebb, hogy ugyanolyan prekurzor tomegi
ionbol azonos tomegli termékionok, azonos gyakorisaggal fognak keletkezni. A pésztazasi mod

érzékenységét a szelektivitasbol levezetheté nagyon kedvezd jel/zaj arany eredményezi.

Tobbszords termékion vizsgalat — Multiple Reaction Monitoring, MRM
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15. abra: A tobbszorés termékion vizsgalat sematikus bemutatdsa

Ezen lizemddok hatékony miikodéséhez sziikséges paramétereket optimalni kell. Ezeket az
optimalt paramétereket a gyogyndovények méréséhez haszndlt modszerek esetében az 5.2.
fejezetben mutatom be.

Az 5.3 fejezetben alkalmazott tizemmodok koziil az MRM modszer esetében a kovetkezd
beallitasokat alkalmaztam: Ionforras fesziiltség (IS): 5000 V, szaritdé gz hémérséklet (TEM):
400 °C, porlaszto és szarité gaz nyomasa: 50 psi, klasztermentesitd potencial (DP): 100 V, belépési
potencial (EP): 10 V, cella belépési potencial (CEP): 15.02 V, iitkdzési energia (CE): 50 V, cella
kilépo potencial (CXP): 4 V. Az anyaion pasztdzas soran a bedllitdsok azonosak voltak, azzal a
kivétellel, hogy a DP értékeket a szoftver automatikusan valtoztatta 40-80 V kozott az anyaion m/z
értékétol fiiggden.

5.2-es fejezetben leirt vizsgalathoz hasznalt tomegspektrometrias beallitasok:

A repiilési id6 tomegspektrométer esetében beallitott, optimalt paraméterek a kovetkezdk voltak:
kapillaris fesziiltség: £ 2500 V, porlasztdé nyomas: 40 psi, szaritdé gaz (N;) aramlasi sebessége: 9 1
min "', gaz (N,) hémérséklet: 325 °C, skimmer fesziiltség: 65 V, fragmentor fesziiltség: 140 V. A
vizsgalathoz negativ ionmoédba allitottam be a késziiléket m/z 50-1000 tomegtartoményra. Az

adatokat Agilent Mass Hunter szoftver segitségével dolgoztam fel (B.02.00 verzio, 2.0.197.0). A
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kiemelt ionkromatogram kinyeréséhez a pontossagot = 5 mDa tdmegablakra allitottam be. A pontos
tomeg méréséhez automata tomegkalibrald rendszer van bedllitva, mely a tomegkorrekciot
biztositja. Ezt két elektroporlasztét magaban foglalod ionforras segitségével éri el, melyben az egyik
(referencia) porlasztd a tomegkalibrald oldatokat alacsony aramlasi sebességgel (kb. 10 pl/min)
juttatja az ionforrasba. A masik (analitikai) porlasztdo pedig a folyadékkromatogratbol érkezo
folyadékdramban 1év6 ionok ionforrasba juttatasaért felelds. A referenciaion pozitiv ionmddban a
purin ([CsHsNy]", m/z 121,050873) és a HP-0921 ([C15H90¢N3P3F,4]" (m/z 922,009798) protonalt
tomege volt, mig negativ ionmédban a trifluoroecetsav (TFA) anion ([CoF302] (m/z 112,985587)
¢s a HP-0921 TFA adduktja ([C20HisOsN3P3F27] ) (m/z 1033,988109).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1. Gyogynovények fenolos komponenseinek vizsgdlata

A gyogyndvények szamos fontos élettani hatdssal rendelkeznek, melyek tobbek kozott
olyan mikrokomponensekre vezethetdk vissza, mint polifenolos vegyiiletek, ezen belill is a fenolos
savak illetve a flavonoidok. A polifenolokhoz tarsitott jotékony hatasok helyes megitélésekor
azonban mindig szem eldtt kell tartani, hogy azok az alkotok melyekhez a hatast tarsitjuk, vajon
valoban pontosan olyan formaban vannak-e jelen a novényben, mint a jotékony hatas bizonyitasa
soran alkalmazott forma. Ez a kérdés szamos alkalommal meriil fel olyankor, amikor a
polifenolokat egyszerusitett analitikai modszerekkel vizsgaljak. Ilyenkor ugyanis nem veszik
figyelembe, hogy a mintdban az adott hatdanyag esetleg valamilyen szarmazék formdjaban van
jelen. Eppen ezért a kisérletek soran olyan modszereket alkalmaztam, melyekkel vizsgalni tudtam a
szarmaz¢k formaban illetve szabadon eléforduld legjellemzObb fenolos savak aranyat. Ebben a
kisérletben kétfajta kerti kakukkfli illetve kétfajta szurokfii polifenolos alkotoit vizsgaltam. A kerti
kakukkfiivekbol (Thymus vulgaris L.) az Gigynevezett ,timolos”, azaz egy magas timol-tartalmu
szelektalt populaciot illetve ,,nem timolos” azaz alfa-terpineol illetve alfa-terpinil-acetat
kemotipusu populaciot, a szurokfiivekbdl pedig gordg (Origanum vulgare L. subsp. hirtum) és
kozonséges (Origanum vulgare L. subsp. vulgare) szelektadlt populaciot vizsgaltam. A
gyogyndovénymintak polifenol-Osszetevoinek vizsgalatat a benniik talalhatdé fenolos savak
mennyiségének vizsgalataval illetve a fellelheté flavonoidok feltérképezésével végeztem. Az

OTKA altal tamogatott kisérletet a Gyogy- és Aromandvény Tanszékkel kdzosen végeztiik.

5.1.1. A gyogynévényekbdl meghatdrozott fenolos savak bemutatdsa

5.1.1.a. Kakukkfii (Thymus vulgaris L.) fenolos savainak vizsgdlati eredményei

A fenolos savak esetében irodalmi adatok ¢és eldzetes kisérletek alapjan a kovetkezd
komponenseket vizsgaltam: p-kumarsav, kavésav, ferulasav, sziringinsav, szinapinsav,

klorogénsav, rozmaringsav. A komponensek szerkezeti képletei a 16. abran lathatoak.
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16. abra: A vizsgalt fenolos savak kémiai szerkezének bemutatdsa

Annak érdekében, hogy informacidt nyerhessiink a konjugalt és nem konjugalt fenolossav
formak aranyarol, a vizsgalatokat két kiilonbozé minta-elokészitéssel végeztem el. Az elsd minta-
elokészités egy egyszerl vizes higitas volt, a masodik tipus egy ligos hidrolizist tartalmazo6 1épést
is magaban foglalt. A célkomponensek tomegspektrometrids vizsgalatara leggyakrabban — igy
altalam is — hasznalt MRM pasztazast alkalmazd6 MS moddszer sajatsaga, hogy kizarolag az elére
megadott komponensek iontomegeit méri. Ez azt jelenti, hogy igy csak a vizsgaland6 fenolos savak
nem konjugalt alapformait latjuk, vagyis a nem hidrolizalt extraktumbol csak a természetes modon

eléforduld szabad (nem konjugalt) formékat tudjuk detektalni.

Ugyanakkor, a hidrolizalt extraktumban az Osszes konjugalt és nem konjugalt formaban
jelen 1év6 fenolos sav (melyek az eredeti extraktumban voltak) egyarant nem konjugalt formaban
lesz megtalalhato. Ezt a megkozelitést akkor célszerti alkalmazni, ha a szdrmazékként jelen 1€vo
formak mennyiségére is kivancsiak vagyunk, de nem rendelkeziink pontos informacioval arra
vonatkozolag, hogy konkrétan milyen szarmazékok vannak jelen a mintaban (ebbdl adéddan azok
varhat6 iontdmegeit sem tudjuk elére). A modszer olyankor is hasznalthat, ha minderr6l ugyan
pontos informaciokkal rendelkeziink, de referenciaanyagok hijan ezeket intakt formaban nem

tudjuk mennyiségileg meghatarozni.

Az MS modszer kialakitdsanak elsd 1épése, a vizsgilandd molekuldk nem konjugalt
formaira jellemzd fragmensek meghatdrozasa volt. A méréseket negativ modban végeztem és
ezekhez kristalyos referenciaanyagbol készitett standard oldatokat hasznaltam. A felvett termékion-
spektrumok alapjan minden komponens esetén kivalasztottam két jellemzd és nagy gyakorisaga
fragmenst €s optimaltam a hozzéajuk tartozo késziilék-bedllitasokat. Ennek eredményeképpen a 2.
tablazatban Osszefoglalt paramétereket kaptam. Ezek utan a vizsgalatokat ezekkel a beallitasokkal

végeztem.
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2.tablazat: A fenolos savak vizsgalata soran hasznalt optimalt paraméterek negativ ion modban.
(R[)'vifil'tések, mertékegységek: Komponensﬁiggé'"paraméterek: Deklaszter po.{encidl - DP (V), Belépési potencial - EP
(V), Utkézési cella belépd potencial - CEP (V), Utkozési energia - CE (eV), Utkozési cella kilépési potencial - CXP (V))

Prek. ion

Komponens MT [M-HJ- Fragmensek DP EP CEP CE1 CE2 CXP
Kavésav 180 179 135 107 -40 -6 -10 -20 -32 0
Klorogénsav 354 353 191 127 -40 -6 -16 -22 -50 0
Ferulasav 194 193 134 178 -40 -5 -44 -22 -8 0;-4
p-kumarsav 164 163 119 117 -35 -3 -12 -24 -44 0
Rozmaringsav 360 359 161 197 -50 -8 -14 -26 -26 0
Szinapinsav 224 223 164 208 -55 -6 -14 -22 -20 0
Sziringinsav 198 197 121 182 -20 -12 -12 -26 -22 0
lonforrés paraméterek

lonforras fesziiltség: -4500 V

lonforras hémérséklet: 350 °C

Szaritd (N,) és porlasztéogaz (N;) nyomasa: 40 psi

Az optimalast kovetden a megfeleld kromatografias elvalasztast alakitottam ki standard oldatokkal.

Egy jellegzetes standard kromatogramot mutat az 17. abra.
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17. abra: Fenolos savak standard kromatogramja (koncentracio: 4 ug/mi)
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A két minta-el6készitést kovetden, a mintdkat MRM pasztazast alkalmazdo MS modszerrel
mértem meg. Ennek eredményeit a kovetkezékben mutatom be. Elséként a kakukkfiiben talalt
fenolos savak mennyiségi vizsgalatanak eredményeirdl irok, ezen beliil is a ,,nem timolos™ tipusu
mintarol. A kapott eredményeket a 18. abran szemléltettem. A ,,nem timolos” kakukkfli vizes
extraktumaiban a hét vizsgalt fenolos sav koziil 6 volt megtalalhatd, melyek koziil a rozmaringsav
volt jelen a legnagyobb mennyiségben. Ennek koncentracioja (881,5 pg/g friss tomeg) kb.
negyvenszerese volt a kavésavénak (14,13 pg/g friss tdmeg), mely a masodik legnagyobb
koncentracidban jelen 1évo fenolos sav volt a mintaban. Ezt kdvette a klorogénsav 5,03 ug/g friss
tomegre vonatkoztatott koncentracioval. A tovabbi harom meghatdrozott komponens, a p-kumarsav
(0,98 pg/g friss tomeg), a ferulasav (1,08 pg/g friss tomeg) illetve a sziringinsav (0,98 pg/g friss

tomeg) volt.
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18. abra: A vizsgalt fenolos savak mennyisége a ,,nem timolos” tipusu mintak vizes extraktumaiban
(fekete oszlopok) illetve lugos hidrolizissel elokeszitett (sziirke oszlopok) vizes extraktumok esetén (n=2)

A hidrolizalt minta-el6készitést kdvetden a vizsgalt hét fenolos savbol csak négyet talaltam
a ,,nem timolos” kakukkfli mintdban. A vizes extraktumban nagyon nagy koncentracioban jelen
lévé rozmaringsav teljesen eltiint a klorogénsavval egyiitt, viszont jelentésen megnétt a kis
koncentracioban jelen 1évé komponensek mennyisége. A hidrolizalt mintdban legnagyobb
koncentracioban a ferulasav volt jelen (60,7 pg/g friss tomeg), mely kb a hatvanszorosa a nem
hidrolizalt extraktumban mért koncentracionak. A kdvetkezd a sziringinsav volt, mely 38,4 ug/g
friss tdmeg koncentracioban volt jelen. Ez majdnem negyvenszeres koncentraciondvekedés a nem

hidrolizalt extraktumhoz képest. A p-kumarsavbol 27,9 ug/g friss tdmeg koncentraciot mértem,
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mely majdnem harmincszorosa a nem hidrolizalt extraktumban mért koncentracionak. A negyedik
fenolos sav a kavésav volt, melynek koncentracioja nem valtozott jelentdsen, 10,8 pg/g friss tomeg
mennyiségben volt jelen. Osszességében megallapithatd, hogy a vizes extraktumban kis
koncentracioban jelen 1évé komponensek mennyisége a hidrolizalt minta-elokészitést kdvetden
megnoétt, mig a nem hidrolizalt extraktumban nagy koncentracioban eldforduldé komponensek (azaz
a rozmaringsav ¢és a klorogénsav) - a kavésav kivételével - a hidrolizalt mintdban nem voltak

detektalhatoak.

A ,timolos” kemotipust kakukkfiivek mérési eredményei (19. dbra) azt mutattak, hogy a
nem hidrolizalt extraktumban megintcsak a rozmaringsav volt a legnagyobb mennyiségben
eléforduld fenolos sav, mely 1677,3 ug/g friss tomegre vetitett koncentraciot jelentett. Ez kétszer
annyi, mint amennyi a ,,nem timolos” tipust kakukkfii mintdban volt jelen. Ennél a mintanal a
klorogénsav koncentracioja fele akkora (2,8 pg/g friss tomeg), mig a kavésav, bar nem jelentds
mennyiséggel, de nagyobb (18,9 ug/g friss tomeg) koncentracidoban volt jelen, mint a ,,nem
timolos” kemotipusiit minta, nem hidrolizalt extraktumaban. A kis mennyiségben jelen 1&vo
komponensek koziil a ferulasav hasonlé koncentraciot mutatott (1,8 pg/g friss tomeg), a
sziringinsav kétszer akkora (2,6 pg/g friss tdmeg), mig a p-kumarsav fele akkora (0,4 ng/g friss

tomeg) koncentracioban volt jelen, mint az azonos minta-elokészitésen atesett ,,nem timolos”

kakukkfi.
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19. abra: A vizsgalt fenolos savak mennyisége a ,, timolos” tipusu mintdk vizes extraktumaiban
(fekete oszlopok) illetve lugos hidrolizissel elokeszitett (sziirke oszlopok) vizes extraktumok esetén (n=2)
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A hidrolizalt minta-elokészitéssel kinyert fenolos savak a ,timolos” kakukkfii esetében
hasonléan viselkedtek, mint a ,,nem timolos” mintanal. A vizsgalt hét komponens koziil itt is csak 6
volt megtalalhatd. Kiilonbség volt azonban, hogy ennél a mintanal a sziringinsav volt jelen a
legnagyobb koncentracidban (78,6 ug/g friss tomeg), mely harmincszorosa a nem hidrolizalt
extrumban mért, és kétszerese a ,,nem timolos” kakukkfii minta hidrolizalt extraktumaban mért
koncentracionak. Ezt kovette a ferulasav 73,5 png/g friss tomeg koncentraciéval, mely
negyvenszeres koncentracioemelkedést mutat a nem hidrolizalt extraktummal Osszehasonlitva. A
,hem timolos” kakukkfli mintdhoz képest nagyobb koncentracidban volt jelen. A p-kumadrsav
szintén hasonlé koncentracioban volt jelen, 22,6 pg/g friss tdmeg mennyiségben, mely 56-szorosa a
nem hidrolizalt extraktumban mért mennyiségnek. A kavésav mennyisége a hidrolizaci6é hatasara

ebben a mintdban, bar nem jelentés mértékben, de megnétt 17,0 pg/g friss tomeg koncentraciora.

Tehat a két mintar6l osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt fenolos savak kozott — az
irodalmi adatoknak megfeleléen — a rozmaringsav volt a f6 komponens mindkét (,,timolos” és ,,nem
timolos”) kemotipus esetében, de a kavésav, klorogénsav, p-kumarsav, ferulasav és sziringinsav is
jelentés mennyiségben volt jelen.

Mindkét mintdnal megfigyelhetd volt a hidrolizalt minta-el6készitést kdvetden, bizonyos
hidrolizisét kovetd vizsgalat utdin megallapithatd volt, hogy ezek a ferulasav, a sziringinsav és a p-
kumarsav voltak, novekedésiikre a magyarazat pedig az, hogy ezek jelentds részre a vizes
extraktumban konjugalt formaban volt jelen. A hidrolizalt mintdkban a ferulasav és a sziringinsav
volt a f6 komponens, de p-kumarsav, kavésav is jelentds mennyiségben volt jelen. Tovabba
elmondhaté hogy a ,,timolos” mintdkban a sziringinsav és rozmaringsav jelentésen nagyobb
mennyiségben fordult eld, mint a ,,nem timolos” tipusban (lasd Melléklet 2.).

Szinapinsavat sem konjugalt, sem szabad forméaban nem taldltam a mintdkban. Ahogy az a
18-19. éabrdkon lathatd, a rozmaringsav €s klorogénsav a ligos hidrolizist kdvetden nem volt
kimutathaté a mintabol. Ez a jelenség ezen észter tipusu molekuldknak a lugos hidrolizis hatasara
torténd lebomlasaval magyarazhatd. A klorogénsav kinasavva, és kdvésavva, mig a rozmaringsav

3,4-dihidroxi-feniltejsav-észterré és kavésavva bomlik (20. abra).
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Ennek megfeleléen a kéavésavnak meg kellett volna jelennie a hidrolizalt minta-
elokészitésen atesett extraktumokban, de ennek mennyisége mindkét minta-el6készitést kdvetden
szinte azonos volt. Ez azt jelenti, hogy a két komponens degradaciojakor keletkezett kavésav
tovabb bomlott a ligos kornyezetben. Ez a jelenség a rozmaringsav ¢és klorogénsav standardokkal
is megerositésre keriilt. Eredményeinkhez hasonld eredményeket kaptak mas tanulmanyokban is
[MAILLARD & BERSET, 1995; KRYGIER et al., 1982]. Példaul Krygier és munkatarsai a
kisérleteikrél szolo cikkben 67%-os kéavésav veszteséget publikaltak. Azonban ugyanabban a
tanulmanyban azt is megallapitottak, hogy a hidroxi-fahéjsavak egy részénél a veszteség maximum
10% volt az eredeti értékekhez képest (o-kumar-, p-kumar-, izoferula- és ferulasavak esetében; 4 N
NaOH-dal, 4 h nitrogén alatt) [KRYGIER et al., 1982]. Ezek a megallapitasok dsszhangban vannak

a mi eredményeinkkel a vizsgalt fenolos savak esetében a hidrolizalt minta-elokészités utan.

5.1.1.b. Szurokfii (Origanum vulgare L.) fenolos savainak vizsgdlati eredményei

Szurokfiivek esetében is megvizsgaltuk a fenolos savas komponenseket mindkét minta-
elokészitéssel. Két tipust vizsgaltunk, gordg oreganod (Origanum vulgare L. subsp. hirtum), illetve
kozonséges szurokfll (Origanum vulgare L. subsp. vulgare) mintakat. Minden esetben 40 °C-on
szaritott mintakkal dolgoztunk. A populaciokbdl és a minta-elokészitésekbdl adodo kiilonbségek
eredményét a kovetkezékben mutatom be.

A gorog oregané vizsgalatanak eredményeit a 21. dbra foglalja 6ssze. A nem hidrolizalt
vizes extraktum vizsgdlatakor a hét vizsgalt fenolos sav koziil 6t komponens volt megtalalhato,
szinapinsav €s sziringinsav nem volt kimutathaté. Az eredmények vizsgalatakor azt lathatjuk, hogy
a mért komponensek koziil ismét a rozmaringsav volt jelen a legnagyobb mennyiségben (1243,1

ug/g friss tomeg). Ezt kovette a kavésav 102,0 ug/g és a klorogénsav 80,0 pg/g friss tomeg
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értékekkel. Ezen kiviil p-kumarsav és ferulasav is jelen volt a mintdban, de csak kis mennyiségben

(12,4 illetve 5,4 pg/g friss tomeg), mely a kakukkfiiveknél is hasonlé tendenciat mutatott.
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21. dabra: A vizsgalt fenolos savak mennyisége 40 °C-on szaritott gorég oregano mintdk vizes
extraktumaiban (fekete oszlopok) illetve lugos hidrolizissel elokészitett (sziirke oszlopok) vizes extraktumok
esetén (n=2)

A lugos hidrolizissel elokészitett vizes extraktumok estében ugyan ennél a ndvénynél ismét
megfigyelhetd a kakukkfiiveknél mar emlitett jelenség, azaz, hogy a p-kumarsav és a ferulasav
mennyisége sokszorosara nd a vizes extraktumban kapott értékekhez képest. Azonban e minta
esetében a hidrolizalt minta-elokészitést kdvetéen a p-kumarsav volt jelen a legnagyobb
koncentracioban (814,7 pg/g friss tomeg) és csak ezt kovette a ferulasav 522,4 pg/g friss tomeg
koncentraciéval. Ez a p-kumarsav esetében 60-szoros, mig a ferulasav esetében 100-szoros
koncentracidemelkedést jelent a minta vizes oldatdhoz képest. Ezeken a komponenseken kiviil
megjelenik a szinapinsav (51,3 pg/g friss tomeg) is, mely a kakukkfiinél nem volt detektalhato.
Azonban a klorogénsav teljesen elhidrolizalédik, a rozmaringsav pedig jelentés mértékben
lecsokken 30,9 pg/g friss tomeg koncentraciora, mely 75%- os veszteség. A kavésav mennyisége —
csakugy, mint a kakukkfiinél — szignifikans valtozadst nem mutatott, 61,6 pg/g friss tomeg

koncentracidéban volt jelen.

A 40 °C-on szaritott kozonséges szurokfii mintdk eredményei a 22. 4dbran lathatoak. A
hidrolizis nélkiili vizes oldatban ismét a rozmaringsav volt jelen kiemelkedé mennyiségben (1375,6

ug/g friss tomeg), azonban a tobbi komponens koziil csak a kavésav mutatott magasabb értékeket
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(82,0 pg/g friss tomeg). Mig a gordg oregand vizes extraktumaban jelentdés mennyiségben volt
megtalalhaté a klorogénsav, itt csak viszonylag kis mennységben (16,0 ng/g friss tomeg) volt jelen.
A p-kumarsav (15,8 pg/g friss tomeg) és a ferulasav (3,2 ug/g friss tomeg) a gérdg oregandhoz

hasonldan csak, alacsony koncentraciéban volt kimutathaté a mintaban.
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22. dabra: A vizsgalt fenolos savak mennyisége 40 °C-on szaritott kézonséges szurokfii mintak
vizes extraktumaiban (fekete oszlopok) illetve lugos hidrolizissel el6készitett (sziirke oszlopok)
vizes extraktumok esetén (n=2)

A lagos hidrolizist kdvetd mérési eredmények a gordg oregdnonal megfigyelt
eredményekhez hasonldoan alakultak. Ahogy azt varhattuk, a p-kumdarsav mennyisége a 70-
szeresére nott (1049,4 pg/g friss tomeg) és ez volt a f6 komponens, melyet a ferulasav kovetett,
melynek mennyisége kb. 90-szeresére novekedett (288,5 ug/g friss tomeg). A szinapinsav ebben a
mintaban is megjelent 18,6 pg/g friss tomeg koncentracioban, mig a rozmaringsav 47,6 pug/g friss
tomegre csokkent, mely kb 30-szoros veszteséget jelent, a klorogénsav pedig teljesen elhidrolizalt.
A kavésav itt sem mutatott nagyobb valtozast, 94,9 ng/g friss tomeg koncentracié volt mérheto a
mintaban.

A két oregand tipust 0sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a rozmaringsav és a kavésav
mindkettdben kozel azonos mennyiségben volt jelen, mig a klorogénsav a gérdg oregand mintaban
Otszor nagyobb koncentraciét mutatott, mint a kdzonséges szurokfiiben. Az egyes komponensek
hidrolizalt minta-elokészitést kovetd novekedése illetve a szinapinsav megjelenése itt is arra utal,
hogy ezek egy része konjugalt formaban volt jelen a mintdban. A hidrolizacids minta-elokészités

utan kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy mindkét mintaban kozel azonos mennyiségli p-
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kumarsavat lehetett meghatarozni, azonban a gordg oregan6é majdnem kétszer annyi ferulasavat és

haromszor annyi szinapinsavat tartalmazott, mint a kozonséges szurokfi (lasd Melléklet 2.).

A kakukkfii és szurokfii mintdkat Osszehasonlitva azt lathatjuk, hogy mindkét
gyogyndvényben, kemotipustol fliggetleniil a rozmaringsav volt a legjellemzébb fenolos sav és
mindkettdben megkdzelitéleg hasonld koncentracioban volt jelen. Ugyanez elmondhatd a vizes
extrahalassal kinyert, szabad formaban 1évé p-kumarsav, kavésav és ferulasav esetében is. A
klorogénsav és a kavésav koncentracioja viszont a szurokfiivekben komponenst6l és populaciotol
fliggben 4-16-szor nagyobb volt, mint a kozonséges kakukkfiivekben. A vizes extraktumban kotott
formaban jelen 1évo, lagos hidrolizissel felszabadult komponensek esetében viszont az lathato,
hogy mind a kdzonséges, mind a gordg oregand ezekbdl az alkotokbol, komponenstdl fliggden, 2-
30-szor nagyobb mennyiségekkel rendelkezett a kakukkfiivekhez képest. Ezen kiviil az is latszik,
hogy mig a kakukkfiiben a ferulasav és a sziringinsav volt jelen nagyobb mennyiségben, addig az
oreganonal a p-kumarsav és a ferulasav volt a két f6 komponens. Tovabbi érdekesség, hogy mig a
kakukkfiivekben a sziringinsav jelent meg a hidrolizis hatasara, és szinapinsav egyaltalan nem volt
detektalhato, addig a szurokfiiveknél ez pont forditva volt, sziringinsav nem volt jelen a mintdban,

de a hidrolizalt mintdban megjelent a szinapinsav.

Tehat sikeriilt hazai termesztésii gorog illetve kozonséges szurokfiivek, tovabba ,,timolos”
illetve ,,nem timolos” kakukkfiivek fontosabb fenolos sav készletének 6sszehasonlitasat elvégezni.
A vizsgalat kiilonlegessége volt, hogy a pontosabb meghatdrozas és az eredeti fenolos sav készlet
jobb feltarasa érdekében nem csak vizes extrakciot, de lugos hidrolizist is hasznaltam. A minta-
elokészitést kovetben HPLC-MS/MS miiszerkapcsoldssal, MRM moddszerrel mértem meg a
mintdkat. Az eredmények azt mutattdk, hogy a lugos hidrolizacids minta-el6készités valdban
sziikséges, hiszen ez utdn a minta-elokészités utdn komponenstdl fiiggden 20-100-szoros
koncentracio-novekedés is megfigyelhetd volt. A vizsgalt gyogyndvényekben az irodalomnak
megfeleléen a rozmaringsav volt jelen a legnagyobb koncentracidoban. Azonban a ferulasav és a p-
kumarsav illetve a kakukkfi esetében a sziringinsav is jelentds mennyiségben fordult eld. Végiil
elmondhatjuk, hogy az eredmények jol tiikrozik azt az elméletet, hogy ahhoz, hogy teljesebb képet
kapjunk a mintdban jelen 1év6 polifenolos komponensekrdl, nem elegendd egyszert vizes kioldast
hasznalnunk amennyiben célkomponens keresé modszerrel mériink. Sziikség van egy hirolizacios
elokészitésre is, hogy a konjugdtumoktol felszabadult aglikonokat is lathatova tegyiik a
modszeriink szdmara. Tehat a két minta-elokészités egyike sem ad helyes eredményt a masik

nélkiil, igy egyiitt alkotnak komplex és a valosagnak megfeleld képet a mintarol.
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5.1.2. A kakukkfiibdl és szurokfiibol meghatdrozott flavonoidok bemutatdisa

A fenolos savak vizsgalata mellett kivancsi voltam arra is, hogy milyen flavonoid
molekuldk lehetnek jelen ezekben a gydgyndvényekben. Azonban nem az aglikonokat (a flavonoid
alapmolekuldkat) szerettem volna mérni, hanem a flavonoidok esetében is feltérképzeni azokat az
eredeti, konjugalt formakat, amelyek a ndvényben eléfordulnak. A fenolos savak vizsgalata soran
alkalmazott modszer a konjugalt/szabad formdk aranyara vonatkozdan, a minta-elokészités soran
alkalmazott lugos hidrolizist felhasznalva tudott valaszt adni. Arr6l azonban ez a megkdzelités nem
nyujtott informaciot, hogy a konjugalt formak esetében valdjaban milyen molekularészletek
konjugalodtak az alapmolekulakhoz? A flavonoidok feltérképezése soran ezért egy masik
megkozelitést alkalmaztam. A tomegspektrometrids modszerben rejlé lehetdségeket kihasznalva
kivantam valaszt kapni arra, hogy a konjugdalt un. glikdn részek mindségérdl is informacidhoz
jussak. Tehat e modszer elénye a fenolsavak vizsgalatdhoz alkalmazottal szemben, hogy
alkalmazasaval informaciot kapunk arra vonatkozolag, hogy az adott flavonoidok vajon milyen
szarmazékok formajaban vannak jelen az extraktumban. Ugyanakkor e modszer nem alkalmas arra,
hogy a szarmazékok mennyiségérdl informaciot nyajtson. Ez utdébbi oka, hogy a szdrmazékokat
intakt forméaban vizsgaljuk és igy mennyiségi meghatarozasukhoz referencia anyagra volna
szlikség, ami sok esetben kereskedelemben nem beszerezhetd. Ehhez a vizsgalathoz szintén HPLC—
ESI-MS/MS modszert alkalmaztam, de nem az elézé kisérletnél hasznalt célkomponensek
vizsgalatara kifejlesztett MRM modszert, hanem egy kordbban mar gyiimoleslé mintan kiprobalt
olyan harom lépcsés keresd modszert (23. dbra), melynek segitségével mérhetdveé valnak a vizsgalt

gyogyndvényekben esetleg jelen 1€vo flavonoid-szarmazékok [RAK et al., 2010].
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23. dabra: A haromlépéses keresé modszer felépitésének bemutatasa
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Az MS screening modszer két un. tomegspektrometrias kisérletb6l allt, melyek a
kromatografias futas sordn egymast ciklikusan ismétlddve kovették. Az els6 a mar el6zo fejezetben
is targyalt, tobbszords temékion vizsgalat (multiple reaction monitoring, MRM). Itt két
karakterisztikus fragmens kivalasztasaval az aglikon mindségi azonositdsat nagyfoka
szelektivitassal tudjuk elvégezni, de csak akkor, ha az adott aglikon (ion) dnmagaban (azaz nem
szarmazékként) van jelen. Mivel arra szamitunk, hogy az extraktumban a vizsgalt aglikonoknak
kiilonb6z6 konjugatumai is jelen lesznek, ezért elsé 1épésben ezekbdl az aglikon részt kell
felszabaditani. Ahhoz tehat, hogy az MRM moddszerhez ,,bemeneti” jelet képezziink, a flavonoid
szarmazek aglikon részét olyan fliggetlen alegységként kell fragmentacioval eldallitani melynek
iontomege az MRM moddszerben prekurzorion-tomegként van beallitva. Az el6z0 moddszerben
ennek érdekében hasznaltuk a lugos hidrolizaciés minta-el6készitést, azonban egy ilyen eljaras utan
az eredeti komponensek meghatdrozdsa mar nem lehetséges. Tehat egy olyan eljarast kell
alkalmazni, melynek sordn a mintadban 1évé komponens nem valtozik, mégis a miszerbe valo
bekeriilés sordn leszakad az aglikonr6l a konjugdtum és mérhetdvé valik az aglikon. Ennek
érdekében az egyes szarmazékokbdl ionforras fragmentacioval allitottam elé az aglikon
alegységeket. Ezt a folyamatot a 24. abra szemlélteti. Ennek eredményeként, ha az extraktumban
jelen volt egy adott aglikon valamilyen konjugatuma, akkor az ionforrasban torténd fragmentacio
soran az aglikon egység lehasadva, az MRM modszerrel szelektiven azonosithatova valik [RAK et

al., 2010; ABRANKO et al., 2011].
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24. abra: Az ionforras fragmentacio miitkodésének bemutatasa

Ezt ugy lehet elérni, hogy a beallitdsi paraméterek kozott szerepld ugynevezett
klasztermentesitd potencialt (tovabbiakban az angol 'declustering potential' megfeleldje alapjan DP)
a szokasos értékeknél nagyobbra allitjuk, igy elérhetd, hogy az aglikon leszakadjon az intakt
molekularél. Az irodalombol ismert jelenség, hogy ilyenkor a glikan rész lehasadasa utan keletkezo
aglikon fragmens ugyanolyan iontdmegii, mintha az a szabad aglikonbdl képzddott volna

protonalodassal vagy deprotonalédassal [VUKICS & GUTTMAN, 2010]. Tobbfajta flavonoid
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szarmazek ¢és egyfajta aglikon-molekuldnak tobb szdrmazéka is varhatd egy mintabol, ezért
kompromisszumos ionforras bedllitasok alkalmazasara van sziikség. A korabbi optimalasok
eredményeire alapozva a valasztott érték -120 V lett, mely az MRM mddszerben volt beallitva
[RAK et al., 2010]. Ezzel a mddszerrel 10 aglikont vizsgaltam (apigenin, luteolin, miricetin,
naringenin, kvercetin, heszperetin, fiszetin, daidzein, genisztein, kaempferol) melyek koziil a
mintakban harom aglikon jelenlétét igazoltam. A kakukkfli esetében naringenint, luteolint és

apigenint, mig a szurokfli esetében luteolint és apigenint (és ezek szarmazékait) lehetett megtalalni.

Tehat az elsd 1épés utdn meg lehet allapitani, mely aglikonok szdrmazékai taldlhatdak a
mintdban, de tovabbi informaciot nem szolgaltat roluk. gy a kovetkezd 1épésben végrehajtott MS
kisérletben arra kaphatunk valaszt, hogy az adott aglikon milyen konjugdtum formakban van jelen
az extraktumban. Ezt prekurzorion pasztazasi modszerrel lehet elérni, mellyel azt vizsgaljuk, hogy
az aglikon alegységnek megfeleld ion milyen eredeti tomegii ionbol szarmazik. A modszer részletes
bemutatdsat a 4.6. fejezetben olvashattuk. Ennek a fajta pdsztdzasi modnak hatranya a nagy
idOigény. A kromatografias vizsgalat idében valtozo jeleket produkdl, tehat egy csucs
tomegspektrometrids mérésére fordithato id6 a gyakorlatban legfeljebb néhany masodpercet jelent.
Ezért, ha ezt a modszert alkalmazzuk, nem lehet szimultan tobb komponensre 0sszpontositani, mert
ez nagymértékben csokkentené¢ az érzékenységet. Ezért minden flavonoid aglikonra kiilon
kromatografias futtatasbol végeztiik el a vizsgalatot. Ez a kdvetkezOképpen néz ki: az aglikon
negativ ion moddban jellemzd deprotonalt tomegét adjuk meg, mint olyan tomeget, aminek az
anyaionjat keressiik. Altalinossagban elmondhaté, hogy az a tomegtartomany, amelybdl az
anyaionokat varjuk m/z 350-t61 1000-ig terjedhet. Az eltéré tomegszamu molekulak esetében eltérd
nagysagu litkdzési energia sziikséges (a nagyobbhoz, nagyobb.) Ezért tdmegtartomanyonként eltérd
itkozési energiat allitottunk be a prekurzor pésztdzas soran. Ezek alapjan a vizsgalt
tomegtartomany harom részb6l all. Az elsé tartomany m/z 385-500, ahol az egyszeriibb
szarmazékokat varjuk, mint példaul a monoglikozidok. Itt az {itkdzési cellaban beallitott
fesziltségértek (CE) -32 V. A masodik tartomany m/z 500-700-ig terjed, ahol a diglikozidok
varhatok. Itt a CE értéke -42 V. A harmadik tartomany a maradék tomegszamokat dleli fel (m/z
700-1000), itt talalhatok a legosszetettebb molekuldk. A CE értéke is itt a legmagasabb: -60 V.

Ez a detektalasi modszer minden olyan esetben jelet ad, ahol az aglikonnal megegyez6 m/z
értékli fragmens keletkezik, ami nem minden esetben flavonoid szdrmazékbol képzddik. Ennek a
problémanak a kikiiszobolésére a prekurzorion pasztazassal parhuzamosan, a keresett aglikon

MRM-jeit is mérjiik, természetesen ebben az esetben is mind a harom fajta DP érték mellett. Ez a
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modszer egyszerre csak egy flavonoid aglikon szarmazékainak detektalasara alkalmas, ezért az

altalunk el6zdleg detektalt 6sszes aglikon fajtara le kell futtatni dket.

Ehhez példat eldszor az apigenin bemutatdsaval adok. A kakukkfiiben talalhaté apigenin
esetében a f0 komponens 29,2 perces retenciés idonél jelenik meg (25. abra). Ez az MRM
kromatogram alapjan is lathato volt. Ezt kdvetden a prekurzorion pasztazas alapjan megéllapithatd
volt, hogy a talalt apigenin szdrmazék deprotondlt tomege m/z 445. Ebbdl kiszamoltuk, hogy a
tomegkiilonbség az aglikon és a szarmazéka kozott 176 u, mely megfeleltethetd egy CsHsOg
semleges vesztésnek. Ez nagy valosziniiséggel megfelel egy hexozilsav (Hex-a) csoport
elvesztésének, ami egy flavonoid-hexozilsav konjugatumra utal. A tipikus polifenol bioszintézis
utak ismeretében errdl a konjugatumrol feltételezhetd, hogy a flavonoid aglikon és a vele vizkilépés
soran konjugalodd glitkuronsavbol képzddott molekulardl van sz6. Igy ez a komponens

feltételezhetden egy apigenin-gliikuronid.
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25. abra: A kakukkfiiben talalhato apigenin komponens azonositasahoz sziikséges MRM kromatogram és
prekurzor spektrum
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Ugyanezzel a meghatarozasi modszerrel jartam el a luteolin esetében is, mely a masik 0
komponens volt a mintdban. A luteolin legintenzivebb szarmazékat a 24.5 percnél taldltam (26.
abra). A prekurzor moddszer alapjan azt kaptam, hogy a szdrmazék m/z 461 tomegl volt.
Kiszamolva a tomegkiilonbséget az aglikon €s a szarmazék kozott 176 u-t kaptam (ugyan annyit,

mint az apigenin esetében) igy ezt is azonositani tudtam luteolin-glitkuronid szarmazékként.
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26. dabra: A kakukkfiiben talalhato legintenzivebb luteolin komponens azonositasdahoz sziikséges MRM
kromatogram és prekurzor spektrum

A két kisebb mennyiségben jelen 1év0 luteolin szarmazékot (25,9 és 35,5 percnél), egy
naringenin szarmazékkal egyiitt azonos mddon a jellemzdé semleges vesztések alapjan és a tipikus
flavonoid bioszintézis utak ismeretében hataroztam meg. Az eredmények a 27. abran ¢és a 3.

tablazatban lathatoak.
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27. abra: A kakukkfiiben talalhato flavonoid komponensek MRM kromatogramjai

3. tablazat: A megtalalt flavonoid komponensek a Thymus vulgaris L. mintiaban ([M-H] : az aglikon
iontémege (m/z) negativ ion modban, Hex-a: hexozilsav, Hex: hexozid)

. - ret.ido megfigyelt semleges vesztés Feltételezett
aglikon [M-H] (min) tomeg (m/7) (Da) szarmazék
luteolin 285 25,4 461 176 Hex-a

25,9 447 162 Hex
Hex+Hex /
35,3 609 324 Hex+kavésav
apigenin 269 29,2 445 176 Hex-a
naringenin 271 25,9 447 176 Hex-a

Ahogy az a 3. tdblazatban lathato, a 35,5 percnél elualodott komponens esetében a prekurzorion m/z

609 volt és nem volt mas karakterisztikus fragmentum a spektrumban (pl. m/z 447, ami egy hexozil

vesztésre utalhatott volna). Alapul véve azt, hogy ez egy viszonylag nagy tomegli komponens,

feltételezhetd, hogy egy komplexebb alegység egyben szakadt le az aglikonrdl. Jellemzden, ha egy
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acilezett szacharid flavonoid aglikonhoz kotddik, ez a rész egy alegységként szakad le [ABRANKO
et al., 2011]. Ezért a 25,9 percnél elualodo luteolin szarmazék egy kombinacid lehet (hexozid (162

Da) és kavésav (162 Da)). Ugyanakkor, ennek a komponensek az azonositasa nem egyértelmi.

A szurokfii esetében ugyanezzel a modszerrel hatdroztam meg a flavonoid komponenseket.
A vizsgalat soran kapott MRM kromatogramokat a 28. abra, az eredmények Osszefoglalasat a 4.
tablazat szemlélteti. Ahogy latszik is, ebben a mintaban csak apigenin és luteolin komponenseket
talaltam. A luteolin esetében 4 csicsot sikeriilt beazonositani. Ezek koziil az elsé a 19,95 percnél
elualodott m/z 637 tomegli komponens, mely 352 Da—nak megfeleldé semleges vesztést jelent. Ez
valoszintisitheten két épitdegységbdl 4allo konjugdtumnak felel meg, melyek a kovetkezd
kombinécioban fordulhatnak eld: két glikuronsav (176+176 Da), vagy egy szinapoil-dezoxihex6z
(146+206 Da) mely egy dezoxihex6z €s egy szinapinsav kotodésével keletkezik egy viz molekula
kilépése mellett. Tovabba még lehetséges egy feruoil-glikuronid (176+176 Da), mely egy
gliilkuronsav és egy ferulasav kotddésével keletkezik egy viz kilépése mellett. A kovetkezd
komponens 22,2 percnél elualodott. Itt a megfigyelt tomeg m/z 623 volt. Ez 338 Da semleges
vesztésnek felel meg. Itt is tobb variacido lehetséges az azonositds szempontjabol. Egyrészt
lehetséges a hex6z (162 Da) egy ferulasavval valo kotddése egy viz kilépése mellett (172 Da), mely
igy luteolin-feruoil-hexozid lenne, masrészt Ilehetséges egy luteolin-kaffeoil-glitkuronid
keletkezése, illetve egy luteolin-hidroxiferuoil-dezoxihex6z kialakulasa is. A kovetkezd két
komponens azonositdsa konnyebb és egyértelmiibb volt. A 25,4 percnél elualodott komponens
esetében a semleges vesztés 176 Da volt, mely egyértelmiivé teszi, hogy ez egy luteolin-glitkuronid
volt, a 25,8 percél kapott komponenst a 162 Da—os semleges vesztésével pedig luteolin-
hexozidként lehetett beazonositani. A 29,83. percnél szintén egy intenzivebb csiucsot ado
komponens talalhatd, mely a tomegspektrum alapjan m/z 579 tomeggel rendelkezik. Ez a
luteolinhoz kapcsolodott pentdz és egy kavésav vagy egy pentdz és egy hexdz konjugatum lehet.
Errél akkor lehetne megbizonyosodni, ha a luteolin pentdzzal vagy hexozzal képzett szarmazéka is
jelen lenne. Mivel ilyen fragmenst nem taldltam, e komponens azonositasa igy bizonytalan, ezért
ismeretlenként tiintettem fel a tablazatban.

Az apigenin esetében 2 komponenst taldltam. Ezek koziil az elsé 23,3 percnél eludlodott
m/z 621-es tomeggel, mely a 352 Da semleges vesztést jelent, ugyanigy, mint az elsdé luteolin
komponensnél. Igy itt is azok a lehetséges konjugatumok fordulhatnak el, mint amelyeket mar a
luteolinndl bemutattam, azaz lehetséges az, hogy ez egy apigenin-digliikuronid vagy egy apigenin-
szinapoil-dezoxihex6z vagy egy apigenin-feruoil-gliitkuronid. A kovetkezé komponens 29,4 percnél

eluadlodott és m/z 445 tomegii volt, mely egyértelmiien egy apigenin-gliikuronid.
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28. abra: Szurokfiiben talalhato luteolin és apigenin komponensek MRM kromatogramja

4. tablazat: A megtalalt flavonoid komponensek a szurokfii mintaban.
([M-H] : az aglikon tomege (m/z) negativ ion modban, Hex-a: hexozilsav, Hex: hexozid, dH:dezoxihexoz,

sz: szinapinsav, f: ferulasav, k: kavésav)

aglikon [M-H]

ret.idé megfigyelt tomeg  semleges vesztés

feltételezett szarmazék

(min) (m/7) (Da)

luteolin 285 19,95 637 352 Hex-a-Hex-a / dH+sz / Hex-a+f
22,2 623 338 Hex+f/ Hex-a+k/ dH+h.f.
25,4 461 176 Hex-a
25,8 447 162 Hex
29,83 579 293 ismeretlen

apigenin 269 233 621 352 Hex-a-Hex-a / dH+sz / Hex-a+f
29.4 445 176 Hex-a

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy bar mindkét ndvény tartalmazott apigenint és luteolint,

a komponensek eredeti forméja tobb esetben is kiilonbdzd volt. A kakukkfii esetében harom

luteolin, egy apigenin és egy naringenin szarmazékot tudtam azonositani, mig a szurokfii esetében

négy luteolin és két apigenin szarmazék azonositasa sikeriilt. Naringenin szarmazék a szurokfiibol

nem volt meghatarozhatd. Ezen kiviil az is latszik, hogy a meghatarozott szarmazékok esetében a

hexozilsav konjugatum volt a leggyakoribb.
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5.2 Olivaolaj oleuropein-szarmazékainak feltérképezo vizsgalata HPLC-ESI-TOFMS
technikaval.

Az olivaolaj polifenoljai koziil bioldgiai hatasok szempontjabdl kiemelt jelentoséget
tulajdonitanak az oleuropein aglikonnak, illetve szarmazékainak [OMAR, 2010]. Az oleuropein, az
oleuropein aglikonnak egy glikozilalt formaja, melynek szerkezeti képlete az 29. abran lathato.

A B

HO.
HO
P
= o o o
HO’
HO’ OH
OH
29. abra: Az oleuropein aglikon (A) (C19H»,0s neutralis monoizotopos tomeg: 378,1315)
és az oleuropein (B) (Cy5H3,0,;, neutralis monoizotopos tomeg: 540,1843) szerkezeti képlete

Az oleuropein oliva termékekbdl torténd vizsgalata ugyanakkor nem trividlis feladat, melynek
oka, hogy az oliva polifenol-készlete Osszetett és részletes tanulmanyozasdhoz nagy felbontast
kromatografia és szelektiv technikak sziikségesek. E technikékat alkalmazva Fu és mtsai [FU et al.,
2009] valamint legtjabban Gilbert-Lépez és mtsai [GILBERT-LOPEZ et al., 2014] oleuropein- és
ligsztrozid aglikonok nem célzott vizsgalata sordn e vegyiiletek szamos izomer formajat mutattak
ki. Kérdésként meriil fel azonban, hogy ezek a kimutatott és izomereknek tekintett alkotok valoban
az olivaolajban természetes modon, illetve a feldolgozés-technoldgia sordn kialakuld izomer
formak vagy valami egészen mas okbol kifolydlag vannak jelen a mintdkban. Karkoula és
munkatarsai egy nemrég napvildgot latott tanulmanyukban szdmos oleuropein (izomer) forma
megjelenését tapasztaltak, melyek miitermékként jottek 1étre, a legaltalanosabban elterjedt MeOH,
acetonitril és viz oldoszerek és forditott fazisu kromatografias fazisok alkalmazasa soran
[KARKOULA et al., 2014]. Vagyis a mérések alkalmaval észlelt izomerek nem az olivaolaj
endogén alkotdi, hanem az analitikai eljarasok eredményeképpen jelennek meg a mintakban.
Hipotézisként mertiilt fel az a lehetéség is, hogy Fu és mtsai, illetve Gilbert-Lopez €s mtsai altal
jelzett oleuropein aglikon izomerek valdojaban nem izomerek, hanem valamilyen oleuropein
szarmazékok, melyek a tomegspektrometrids mérés soran, az ionforrasban fragmentalodtak ¢és az
igy kialakult oleuropein aglikon keriilt detektalasra. Vizsgalataim soran tehat nem célzott modon
torténd tomegspektrometrids vizsgalatokat hajtottam végre annak érdekében, hogy az eldbbi
hipotézist vizsgalhassam. A folyadékkromatografias elvalasztast kdvetd teljes letapogatast TOF-

MS vizsgalatok lehetévé teszik, hogy az oleuropein szarmazékokat nem célzott modon
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vizsgalhassam. A vizsgalataimhoz Fu és mtsai 2009-es munkajat vettem alapul [FU et al., 2009].
Ebben a munkdban az oleuropeint nem mutattak ki, de az oleuropein aglikon negativ ion modban
keletkezett deprotonalt ionos formajanak (CioH210s, m/z 377,1242) pontos tomegére jellemzo
kromatogramon szamos csucs talalhato (30. abra). Ez a megfigyelés egybeesik Gilbert-Lopez ¢és

mtsai-nak kés6bbi megfigyeléseivel is.

x10%]  EIC of m/z 377

30. abra: A Fu és mtsai (2009) altal kozolt cikkben léve m/z 377,1242 EIC kromatogram olivaolajbol

Az m/z 377,1242-es tomegl ion kiemelt ionkromatogramjan lathaté kromatografias csticsok
tomegspektrumait megvizsgalva azt lehet latni, hogy az m/z 377,1242-es iontdmeg felett nem
talalni tovabbi nagy gyakorisagl ionokat (31. dbra). Azaz a cikk szerint az oleuropein aglikonok

onmagukban, és nem szdrmazékként voltak jelen az olajban.
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31. abra: A Fu és mtsai (2009) altal kozolt cikkben [évo, olivaolajbol vizsgalt

oleuropein aglikon (m/z 377,1242) kiemelt ionkromatogramja alapjan kapott tomegspektrumok
harom kivalasztott csucs esetében
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A kutatas soran tandem MS kisérletekben fragmentaltak is az oleuropein aglikon molekulat
¢s az eredmények azt mutattak, hogy ott ahol az m/z 377,1242-es csucsok megjelentek, ott az
oleuropein aglikonra jellemz6é fragmentumok is jelet adtak, tehat igazolt az oleuropein aglikon
jelenléte. Ezekbol az adatokbdl azt is bizonyitottnak vélték, hogy ezek a komponensek oleuropein
aglikon izomerek. Mivel kisérleteimben célom az volt, hogy megvizsgdljam, vajon ezek az
oleuropein komponensek valoban izomerek vagy esetleg van olyan folsé tomeg, mely szarmazék
jelenlétére utal, a cikkben kozoltekhez hasonld minta-elokészitést és kromatografiat alkalmaztam.

Kivancsi voltam arra is, hogy az olajokon kiviil a levélben illetve a bogyoban is vannak-e
hasonld komponensek. Ezen két mintdhoz egy ujfajta minta-elokészitést alkalmaztam, melyet
Accelerated Solvent Extraction-nek hivnak. Ez a médszer kiméletesen, de hatékonyan tudja kivonni
a vizsgalni kivant komponenseket. Ezen modszer pontos bemutatdsa az 4.4. Minta-el6készités
fejezetben olvashato.

Vizsgalataimat az olivaolajokkal, azon beliil eldszor a ,,Borges” olajjal kezdtem, melynek total
ionkromatogramjabol (TIC) az m/z 377,1242 tomegii aglikon negativ ionos forméjat extrahaltam ki,
megkapva a kiemelt ionkromatogramot (angolul Extracted Ion Chromatogram, EIC) (32. abra).
Kiemelt ionkromatogram alatt a teljes letapogatas (full scan) modban felvett kromatogramnak (total
ionkromatogram) egy kellden keskenyre vélasztott tomegablakba esé részletét értjik. Jelen

munkaban a tomegablakot + 0,005 Da szélességiinek vettem.

Int.
x10 6 |-ES EIC(377.12420) Scan Frag=140.0V Olive_Oil_Borges_undiluted.d
184 11

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Retencids idd, min

32. abra: ,, Borges” olivaolaj vizsgalatakor kapott kiemelt ionkromatogram az m/z 377,1242 témegre

Ezt kovetden az egyes csticsokat integralva, megvizsgaltam a tomegspektrumokat. A csucs

spektrum alatt hattérkorrigalt csticsspektrumot kell érteni. Ilyenkor a csucs kezdetén és végén (a
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csucsmagassag 10%-anal) 1éve két spektrum atlagat tekintettem hattérspektrumnak. A
hattérkorrekciod soran a szoftver ezt az atlagos hattérspektrumot vonta ki a cstics —10%-0s magassag
kozott talalhatd — tovabbi spektrumaibdl. Végiil a hattérkorrigalt spektrumok atlaga jelent meg,

mint hattérkorrigalt csucsspektrum.

A csucsspektrumban taldlhatd, az aglikonnal nagyobb tomegli ionok kromatografias
lefutasat dsszehasonlitottam az aglikon kiemelt ionkromatogramjaval. Amennyiben a két tomeghez
tartoz6 ionkromatogramon a vizsgalt cstics esetében a csucsalak illetve a csucsmaximum azonos,
nagy valoszintiséggel egy azonos molekuldhoz tartoznak, azaz a nagyobb tdmegii ion az aglikonnak

valamely szarmazéka lehet.

Az els6 vizsgalt olaj esetében erre a munkafolyamatra példaként 27,5 pernél érkezd csucs

spektrumat mutatom be, mely az 33. abran lathato.

Int.
x10 4 |-ESI Scan (27.304-27.783 min, 30 scans) Frag=140.0V Olive_Oil_Borges_undiluted.d Subtract
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33. abra: A 27,5 percnél érkezo csucs tomegspektruma
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A tomegspektrumbol jol latszik, hogy az m/z 377,1242-es komponensen kiviil, nem

elhanyagolhaté a harom masik, ennél nagyobb tdmeggel rendelkez6 komponens jelenléte. Ezeknek

a komponenseknek a kromatogramjat elemezve megallapithatd, hogy tényleg az oleuropein

aglikonhoz tartoznak-e. Az m/z 409,1524 illetve az m/z 445,1289 esetében kapott kromatogramot a

34. abran lathatjuk.

Int.
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34. abra: A ,,Borges” olivaolaj vizsgalatakor kapott kiemelt ionkromatogramok,
fekete: m/z 377,1242, piros: m/z 409,1524, z6ld: m/z 445,1289

Az abrabol jol latszik, hogy 9 darab m/z 377,1242 ionhoz valoszintsithetéen tartoznak

nagyobb tdmegl ionok. Ezek az m/z 409,1524; 445,1289 tomegii ionok, melyek kromatografias

viselkedése egyez6 az m/z 377,1242 tdmegl ionnal.

A tomegspektrumon lathaté volt egy m/z 429,1339 -es tomegszami komponens is, melynek

kinagyitott kromatogramja a 35. abran lathato.
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Int.

x10 S |-ESI EIC(377.12420) Scan Frag=140.0V Olive_Oil_Borges_undiluted.d

7.5+

6.5+

5.5+

4.5+

3.5+

2.5+

1.5+

0.5+

2 235 24 245 25 255 26 265 27 275 28 285 29 205 30
Retencids id6, min

35. abra: Az m/z 429,13385 tomegii komponens kromatogramja (piros)
az m/z 377,1242 témegii komponenssel egyiitt (fekete)

Itt az eldzéekkel ellentétben, nincs egyezOség a kromatografids lefutasok kozott, igy ez a

komponens nem all kapcsolatban az oleuropein aglikonnal.

A szoftver adatbazisara tamaszkodva, az izotopmintazatot és a pontos izotoptomegeket
alapul véve ezt az m/z 409,1524 iontdmegli komponenst C,oHys09 0sszeképlettel azonositotta a
szoftver, mely megfeleltethetd az aglikon egy olyan szdrmazékanak, mely CH4O molekularészlettel
tobb, mint az eredeti aglikon. Ez felirhat6é az alabbi formaban is: [M+CH,O-H]". Mas szavakkal, az
eredeti molekula CH4O semleges vesztés kovetkeztében képz6dd fragmense megfeleltethetd egy
olyan molekulanak, melynek ossszegképlete megegyezik az oleuropein aglikonéval.

Amennyiben ezt az eredeti molekulat az oleuropein aglikon szarmazékaként képzeljiik el, akkor ez
egy hidroxilcsoport (-OH), egy metilcsoport (-CH3), tovabba egy kettds kotés telitédésének (H,
addicio) egyiittes megjelenésével johet létre. Ez megjelenhet akar egy metoxicsoport (-O-CHs)
kapcsolodasaval és egy kettos kotés egyideji telitddésével. Az oleuropein aglikon molekula
esetében ezeknek a kis molekularészleteknek a befogadasara szamos alkalmas hely all
rendelkezésre. Mi tobb, ezek tobbféle kombinacidban is megjelenhetnek, mely magyarazatot adhat
a tobb kromatografids csiics megjelenésére. Ugyanakkor ezek a bekovetkezd valtozasok kelléen
kismértéktinek tekintheték ahhoz, hogy a fragmentacios képet ne befolyasoljak jelentés mértékben.

Az m/z 445,1289 tomeget CyoHys09Cl komponensként azonositotta a program, mely
feltehetden a fentebb targyalt (m/z 409,1524 iontdmegli C20H2509 dsszeképletii) oleuropein aglikon
szarmazék klorid adduktja, azaz [M+CH4O+CI]". A klorid addukt és az alapmolekula egyiittes
jelenléte (pl.: a vizsgalt ,,Borges” olaj esetén 18,8; 20,0 illetve 20,8 percnél érkezé komponensek

esetén), tovabb erdsiti az m/z 409,1524 iontdmegii, Cy0H,509 6sszeképletii alkotd azonositasat.
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A 26,5 percnél megjelend cstucsot megvizsgalva mas tomegspektrumot kaptam. Ahogy az a
36. abran latszik, az el6z6 tomegspektrummal ellentétben, itt az m/z 413,1018-as mért
monoizotopos iontdmeg taldlhatd meg. Szintén a szoftver adatbdzisa, az izotopmintazat €s a pontos
izotoptomegek alapjan ez egy Ci9H,OgCl Gsszegképletii alkotd, mely vélhetéen az oleuropein

aglikon klorid adduktja.

Int.
x105 |-ESI Scan (24.297-24.413, 24.776-24.975 min, 21 scans) Frag=140.0V Olive_Oil_Borges_undiluted.d Subtract
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36. dabra: A 26,5 percnél érkezo csucs tomegspektruma

A CioH2OsCl 0sszegképlethez tartozd elméleti pontos monoizotdpos iontdmeg (m/z
413,1026) alapjan készitett kiemelt ionkromatogramokon latszik, hogy az m/z 413,1026-as
iontdmegii molekula harom (tg = 16,4 perc, 24,5 perc és 26,6 percnél érkezd) oleuropein
aglikonnak megfelelé m/z 377,1242 ion kromatografias csucsaval egyezo profillal elualodik (1asd
37. ébra).
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x10 8 |-ESI EIC(413.10260) Scan Frag=140.0V Olive_Oil_Borges_undiluted.d

Retencids idd, min

37. abra: A ,, Borges” olivaolaj vizsgalatakor kapott kiemelt ionkromatogramok
piros: m/z 413,1026, fekete: m/z 377,1242
Igy ezek az m/z 377,1242 iontomegli aglikonhoz kothet6 ionoknak tekinthetdk, és minden

bizonnyal az oleuropein aglikon (izomerek) klorid adduktjairdl van sz6. Ez azt igazolja, hogy ez a
harom (tg = 16,6 perc, 24,5 perc és 26,6 perc) alkotd nagy valosziniiséggel valoban oleuropein
aglikon izomernek tekinthetd. A vizsgalt olajminta kapcsan meg kell ugyanakkor emliteni, hogy
oleuropeint (m/z 539,1770) nem talaltam a mintaban. Ez utobbi megfigyelés dsszevag Fu és mtsai
[FU et al., 2009], valamint Gilbert-Lopez ¢és mtsai [GILBERT-LOPEZ et al, 2014]
megfigyeléseivel.

Kivancsi voltam, hogy mas fajta olaj esetén is megtalalom-e ezeket az iontomegeket, ezért
egy masik, ,,Fuenroble” nevii olajon is elvégeztem a kisérletet. Ezen olaj esetében az m/z 377,1242
ion kiemelt ionkromatogramjat a 38. abran lathatjuk. Ez nagymértékben megegyzik az el6z6 olaj
esetében kapott ionkromatogrammal. Eltéréseket a 18-21. perc kozotti iddintervallumban
tapasztalhatunk. Tovabba, a 27,5 percnél elualédott komponens is hidnyzik, azonban arrél mar
kideriilt, hogy feltehetden nem is oleuropein szarmazék volt. Szembetiing azonossag, hogy ennél az

olajnal is a 24,8 perc kornyékén eludlodik a f6 komponens.
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x10 8 |-ESI EIC(377.12420) Scan Frag=140.0V Olive_Oil_Fuenrobles dil 1 5.d 11
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38. dbra: ,, Fuenroble” olaj kiemelt ionkromatogramja, m/z 377,1242

Ennél az olajnal is az elézéleg bemutatott metodikat kdvettem €s megvizsgaltam a jellemzo
csucsokat, annak érdekében, hogy megtudjam, milyen, az aglikonndl nagyobb tomegi
komponensek lehettek még jelen. Itt is ugyanazokkal az ionokkal talalkoztam, mint az el6z6 minta
esetében. Igy jellemz6 ionként jelent meg az m/z 409,1519, az m/z 445,1286 és az m/z 413,1024.

Az m/z 413,1024, melyet az oleuropein aglikon Cl adduktjaként azonositottunk, az
m/z 377,1242 (oleuropein aglikon) ionnal egyiitt, a ,,Fuenroble” olajnal is annal a harom csucsnal
(tr = 16,6 perc, 24,8 perc és 26,7 perc) volt kimutathatd mint a vizsgalt ,,Borges” olaj esetében
(1asd 39. abra). Errdl a harom csucsrol joggal feltételezhetd, hogy oleuropein izomerek.

Int.

x10 6 |-ESI EIC(377.12420) Scan Frag=140.0V Olive_Oil_Fuenrobles_dil_1_5.d
2.6+

2.4+
2.2+

Retencios id6, min

39. abra: ,, Fuenroble” olaj kiemelt ionkromatogramja, m/z 413,1024 (z61d), m/z 377,1242 (kék)
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Az m/z 409,1519 iontomegli alkotd, melyet kordbban oleuropein aglikon [M+CH4O-H]
szarmazékként azonositottunk és e feltételezett szarmazék klorid adduktja (m/z 445,1286) a 14
csucsbol, 3 csucs esetében jelent meg egyiitt az m/z 377,1242 ionnal. Ezek igy egyiitt mar
meggy6z6 bizonyitéknak tekinthetok, hogy az oleuropein aglikon [M+CH4O-H] szarmazékai. Az
igazolashoz felhaszndlt ionok kiemelt ionkromatogramjait a 40. abra mutatja. Lathatd, hogy
érdekes modon, az m/z 445,1286 (a feltételezett szarmazék klorid adduktja) 14 kromatografias
csucs koziil 7 esetben adott jelet.

Int.
x10 6 |-ESIEIC(377.1242) ScanFrag=140.0V Olive_Oil_Fuenrobles_dil_1_5.d

1.44
1.2

14
0.8+

Int.  —
0.69

0.4+
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T T T T T T T T T T T T T 7 T
2+ 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 19 195 20 205 21

1.75- Retencids id6, min

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Retencids id6, min
40. abra: ,, Fuenroble” olaj kiemelt ionkromatogramja,
m/z 377,1242 (fekete), m/z 445,1286 (kék), m/z 409,1519 (piros)

Ezekr6l a csucsokrol elmondhatd, hogy az oleuropein aglikon [M+CH4O-H] szarmazéka
(m/z 409,1519) nem, csak annak klorid adduktja volt kimutathatd. Ez azonban igy nem tekinthetd
kelléen egyértelmii bizonyitéknak arra vonatkozdan, hogy ezek a csucsok az [M+CH4O-H]
szarmazékok volnanak. A ,,Fuenroble” olaj esetében végzett vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy
a 14 m/z 377,1242 tomegszamra kapott cstics koziil 3 csucs esetében egyértelmii eredményeket
kaptam arra vonatkozodlag, hogy az oleuropein aglikon [M+CH4O-H] formaban van jelen, 4
esetben pedig csak indirekt moédon (a klorid addukt detektalasaval) sikeriilt ezt bizonyitani.
Megjegyzendd, hogy oleuropein (m/z 539,1770) a ,,Fuenroble” mintdnal sem talalhato.

Meg kell tovabba emliteni, hogy az olajok esetében a 24.8 percnél eludlédo, legnagyobb
csucsot addo m/z 377,1242 ionr6ol sem tudhatd biztosan, hogy oleuropein aglikon, ugyanis —
hasonloképpen mint Fu és mtsai, valamint Gilbert-Lopez és mtsai — mi sem rendelkeztlink

oleuropein aglikon referencia anyaggal, hogy ezt kromatografids egyezdségre alapozva
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megerositsiik. Annak érdekében, hogy hazilag eléallitsuk az oleuropein aglikont, kisérletet tettiink
oldatahoz adtunk 1N koncentracioju kénsav oldatot, majd ezt 55 °C-on 2 dran keresztiil inkubaltuk,
mikozben fél 6ranként mintat vettiink [CAPASSO et al., 1997]. Az alkalmazott hidrolizis azonban
nem bizonyult kellden hatékonynak, azaz nem keletkezett detektalhatdé mennyiségii oleuropein
aglikon. Ezek alapjan tehat nem tudtam az oleuropein aglikon retencios idejét standard anyag
segitségével megerdsiteni, ugyanakkor mindez nem befolyasolja a feltételezett izomerekkel
kapcsolatos korabban tett megallapitasaimat.

A témakorhoz tartozo tovabbi kisérletemben az olivalevelet és bogyot is megvizsgaltam.
Mivel egyik mintatipus esetén sem alkalmazhat6 az olajra kidolgozott minta-eldkészités, ezért mind
az olivalevél, mind pedig a bogyd esetében az 4.4. Minta-elokészités fejezetben részletezett Gn.
ASE szilard-folyadék extrakciot alkalmaztam.

Az olivalevél és a bogyd esetén is az olajhoz hasonld megkozelitésben kerestem az
oleuropein formakat. Az olivalevél esetében kapott m/z 377,1242 kiemelt ionkromatogramja a 41.
abran lathato.

Int.
x10 6 |-ESI EIC(377.1242) Scan Frag=140.0V Leaves_L10_SPE_dil_1_5.d

14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4-
0.3
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0.11
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Retencids idé, min

41. abra: Olivalevélben lévo m/z 377,1242 iontémegii komponensek kiemelt ionkromatogramja

Az olivalevél esetében is azok voltak az m/z 377,1242-es iontdmegnél nagyobb tomegek,
mint a két olajnal, bar az m/z 409,1519 legtobbszor a detektalas hatarat jelenté mennyiségben volt
jelen. Az m/z 445,1286 illetve az elobb emlitett m/z 409,1519 iontdomegli komponensek kiemelt

ionkromatogramjai a 42. dbran lathatoak.
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Int.
x10 6 |-ESI EIC(445.1286) Scan Frag=140.0V L_L10_SPE_dil_1_5.d
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42. abra: Olivalevél m/z 445,1286 (piros) és m/z 377,1242 (fekete), m/z 409,1519 (kek)
kiemelt ionkromatogramja

Ahogy az a 42. édbran lathato, az m/z 409,1519 ([M+CH4O-H]) iontdmegii komponensek a
detektalasi hataron mozogtak és az m/z 445,1286 ([M+CH4O+CI]) iontdmegli komponenssel két
csucs esetében, a 14,3 és 17,2 perces retencios idonél mutatott a kromatografias lefutasban
egyezbséget. Azonban az m/z 445,1286 iontomegli molekula ezen két csticson kiviil még tovabbi 6t
esetben mutatott azonos kromatografias lefutdsi képet az m/z 377,1242 iontomegii oleuropein
aglikonnal. Az m/z 413,1024 iontdmegti ([M+CI]") komponens kiemelt ionkromatogramjan (43.
abra) egyértelmtien latszik az olajok esetében is detektalt harom cstcs koziil kettd (tr = 24,6 perc és
26,7 perc). Ebben a mintaban talalhat6 volt oleuropein, melynek kiemelt ionkromatogramjat a a 44.
abra mutatja.

Int.

x10 & |-ESI EIC(413.1024) Scan Frag=140.0V Leaves_L10_SPE dil 1 _5.d
1.4+

1.2

14
0.8
0.6
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0.2
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Retencios idd, min

43. abra: Olivalevélben lévo m/z 413,1024 (piros) és m/z 377,1242 (fekete) iontomegii komponensek kiemelt
ionkromatogramjai
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Int.
x10 6 |-ESI EIC(539.1770) Scan Frag=140.0V Leaves_L10_SPE dil_1_5.d
2.754
1 1
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1.75+
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44. abra: Az olivalevélben megtalalhato oleuropein kiemelt ionkromatogramja (m/z 539,1770)

Az olivabogyo esetében is felvettem az m/z 377,1242, az m/z 413,1024, az m/z 409,1519 és
az m/z 445,1286 iontdmegli komponensek kiemelt ionkromatogramjat. Az m/z 409,1519 iontdmegi
komponens nem jelent meg detektalhatdé mennyiségben. Az m/z 445,1286 iontdmegi
([M+CH40+Cl]) komponens ugyanakkor négy retencios idonél, 13,5, 13,7, 14,3 és 20,6 percnél
mutatott kromatografids egyezdséget az m/z 377,1242 iontdmegli aglikonnal. Ez — az olajokhoz
hasonldoan — csak indirekt bizonyitékként szolgdl az oleuropein aglikon [M+CH4O-H]
szarmazékanak jelenlétére (45. abra).

Int.

x10 4 |-ESI EIC(445.1286) Scan Frag=140.0V O_10_SPE_dil_1_5.d

| ‘J\ h ﬂ | | f\
J S T R T A, e o) ot Vi “ \)h [ e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Retencids id6, min
45. abra: Az olivabogyoban talalhato m/z 445,1286 (piros) és m/z 377,1242 (fekete) komponensek kiemelt
ionkromatogramjai
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Az oleuropein aglikon klorid adduktja, az m/z 413,1024 iontomegii [M+Cl]” komponens, hasonldéan
az el6z0 mintakhoz a 24,5 percnél, valamint a 26,6 percnél érkezik, az m/z 377,1242 iontdmegi
komponens csucsokkal egyiitt (46. abra).

Int.
x10 5 |-ESIEIC(413.1024) Scan Frag=140.0V O_10_SPE_dil_1_5.d
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46. abra: Az olivabogyoban talalhato m/z 413,1024 (piros) és m/z 377,1242 (fekete) komponensek kiemelt
ionkromatogramjai

Az olivabogyoban szintén megtaldlhato volt az oleuropein komponens, melynek kiemelt
ionkromatogramja (m/z 539,1770) az 47. abran lathato.

Int.
x10 6 -ESIEIC(539.1770) Scan Frag=140.0V O_10_SPE_dil_1_5.d
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47. abra: Az olivabogyoban talalhato oleuropein kiemelt ionkromatogramja (m/z 539,1770).

Tehat az eredményekbdl az latszik, hogy az m/z 377,1242 iontdmegli komponensnél nagyobb
tomegl ionok koziil az m/z 409,1519, [M+CH4O-H] tekinthetd az oleuropein aglikonhoz tartozo
szarmazéknak, mig az m/z 413,1024 ion az oleuropein aglikon, az m/z 445,1286 ion pedig az el6bb

emlitett [M+CH4O-H] szarmazék klorid adduktjai. Megjegyzendd, hogy a levélnél és az olajnal
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nem volt kimutathaté az m/z 409,1519 ion, igy azon csticsok esetén ahol az m/z 377,1242 ionnal
egylitt csak az m/z 445,1286 iontomegli ([M+CHsO+CI]") komponens volt jelen, nem tudunk
elégséges bizonyitékot adni az [M+CH4O-H] szarmazék meglétére. Azok az esetek, ahol a
deprotonalt ion(ok) és az intakt ion klorid adduktja egyarant jelen vannak, kell6 erejii bizonyitékot
jelentenek az adott intakt komponens meglétére. Ugyanakkor, ha nagyon szigorian tekintjiik, akkor
csak az olivabogyd és olivalevél esetében, a referencia standard segitségével egyértelmiien
azonositott oleuropeinrdl allithajuk egyediil, hogy az oleuropeinhez kothetd szarmazék, annak
ellenére, hogy ebbdl a komponensb6l nem keletkezett az oleuropein aglikont jellemzo

m/z 377,1242 iontdomegii komponens.

Kisérletem kiinduldpontja az volt, hogy Fu és mtsai 2009-es cikkiikben azt a megallapitast
teszik, hogy mivel az oleuropein aglikonbol keletkezé fragmensek, az m/z 377,1242 tomeghez
tartozd csucsok mindegyikénél adtak jelet, ezek a komponensek oleuropein aglikon izomerek
lehetnek. Ezt az allitast vizsgalati eredményeimmel cafoltam. A ,bottom-up” azaz a lentr6l felfelé
valo épitkezés elmélete és a kiértékelt kromatogramok alapjan lathatd, hogy egyes izomernek vélt
alkotok esetén, talalhatéak nagyobb tomegek melyek igazoltdk, hogy a csucsok egy része nem
izomer. Ezek az alkotok vélhetGen oleuropein aglikon-szarmazékok. Eredményeim igazoltak, hogy
néhany oleuropein izomernek feltételezett alkoto6 CH4O molekularészlettel tobb, mint az eredeti
aglikon. Ezek keletkezésével kapcsolatban nincs pontos informacionk. Elképzelhetd, hogy endogén
komponensek, azaz az oliva érése, feldolgozdsa soran kialakuld szarmazékok. Ugyanakkor
Karkoula es mtsai elméletét sem szabad figyelmen kiviil hagyni, miszerint a minta-elokészités
soran is keletkeznek miitermékek, melyek az oleuropein aglikon vizsgalatakor megjelenhetnek
[KARKOULA et al., 2014]. Tovabbi érdekességként — és az alkalmazott technika kritikajaként, az
Ovatossag jegyében — azt is érdemes megemliteni, hogy amennyiben szikitjik a tomegablak
szélességét, azaz noveljiik a pontossdgot, sem az oleuropein aglikont, sem a fols6 tomegeket nem
talaljuk meg, ami a technika hatarait mutatja. Ha az értékelést a szoftver egy frissebb (B 06.00)
verzidjaval is elvégezziik, akkor az altalunk oleuropein aglikonként beazonositott m/z 377,1242
tomegli komponens kiemelt ionkromatogramjanak vizsgdlatakor a program C, H2oN4O5
Osszegképletli molekulaként azonositotta a legtobb 377 Da tdmegii komponenst a csticsspektrumok
alajan. Ez egyrész torténhet a mar emlitett technikai hatarok miatt, masrészt az is elképzelhetd,
hogy ezek a komponensek nem oleuropein komponensek, hanem olyan mas, még ismeretlen
molekuldk, melyek az oleuropeinhez csupan nagyon hasonld tomegiiek. Azonban ez utdbbi
feltételezésnek a valdsziniisége nem tul nagy, tekintettel a minta jellegére, hiszen az olivaban

talalhato polifenolos komponensek egyik legjellemzobb molekulaja az oleuropein.



Szilvdssy Blanka, 2014

5.3. Izomer aglikonnal rendelkezd  flavonoid-glikokonjugdatumok szelektiv
tomegspektrometrids vizsgalata

A novényekben a polifenolok és ezen beliil a flavonoidok dontd tobbsége glikokonjugatum
formaban van jelen. Ez azt jelenti, hogy egy adott flavonoid aglikon molekuldhoz akar tobb
kiilonb6z6 vagy azonos ¢épitdegység (szacharid, fenolsav) kapcsolodik. A kombinacios
lehetéségeket boviti, hogy azonos szamu €s azonos tipust €épitékovek kapcsoldodasa esetén tobb
pozicionalis (pl.: 3-O-, vagy 7-0O-) izomer is megjelenhet. A flavonoid glikokonjugdtumok korszert
tomegspektrometrids vizsgalata sordn, e glikokonjugatumok azon tulajdonsagat hasznaljuk ki, hogy
az épitdegységek kozotti kotések hasadasaval létrejové fragmensek eredményezik a legnagyobb
gyakorisagu ionokat. Az igy keletkezd, Un. diagnosztikus ionok kozotti tomegkiilonbségekkel
(semleges vesztésekkel) szamolva jo megbizhatosaggal megadhaté, hogy a vizsgalt
glikokonjugadtumok glikdn része milyen épitdegységekbol all [CUYCKENS & CLAEYS, 2004;
VUKICS & GUTTMAN, 2010]. A semleges vesztéseken alapuld szerkezetvizsgalati logikaban, a
,vesztési sor” végén taldlhatd maga az aglikon molekula, amely a glikokonjugatum magjat képezi.
Ennek az ionnak a tomege alapjan kapunk valaszt arra, hogy vesztések sordn lehasado
épitdegységek milyen aglikon magra kapcsolodtak a vizsgalat targyat képezo alkotd esetén. A
modszer két tipusi problémara azonban nem tud valaszt adni. Az egyik, hogy a lehasado
szacharidegységek térbeli szerkezete (pl.: gliikkoz, vagy galaktdz) nem megkiilonboztethetd, csupan
altalanos formaban adhatd meg az adott cukoregység (pl.: hex6z). Ugyan ebbe a problémaba
iitkdzlink a vesztési sor végén maradd aglikon mag esetén. Léteznek ugyanis Osszegképletben
azonos (igy pontos elméleti tomegben is azonos) aglikonok, melyek egymas szerkezeti
izomerjeinek tekinthet6k. Itt azonban nem térbeli izomériar6l van szo6, mint a példaban is emlitett
gliikkoz és galaktdoz szacharid egységek esetében. Itt szerkezeti, vagy mas néven konstiticios
izomerekrdél beszeliink. Tipikusan ilyen szerkezeti izomerparoknak tekinthetok a luteolin és a
kaempferol paros, vagy az apigenin €s a genisztein paros. Tovabbi hasonlo problémaba iitkodziink,
amennyiben a tomegspektrométerrel pozitiv ion modban vizsgalédunk és véarhatod, hogy a minta
antocianinokat is tartalmaz. Ennek okait egy konkrét példa segitségével mutatom be.

Osszegképletiik alapjan példdul az izorhamnetin (C12H1207) és a petunidin (C1sHi307) nem
egyezik meg. Ugyanakkor a szokasosan alkalmazott savas kromatografias mobilfazisban a
petunidin-szarmazék (petunidin) aglikon része flavilium kation forméban lesz jelen, melyet
fragmentacié utan, az MS késziilék [CisHi;307]" ionként képes detektalni. Az izorhamnetin-
szarmazeék viszont csak protonalodast kovetden valik lathatova a tomegspektrométer szamra. A

protonalddott izorhamnetin szarmazékbol lehasado [C16H 30,]" aglikon fragmens iontémege pedig
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pontosan meg fog egyezni a petunidin kation esetén mért immaron azonos Osszegképletii ion
tomegével. A példandl maradva, amennyiben egy petunidin és egy izorhamnetin azonos
épitokovekbdl allo glikokonjugdtum forméaban van jelen a mintdban, mind a semleges vesztések,
mind a vesztési sor végén maradd aglikon iontémege azonos lesz [ABRANKO et al., 2012].
Tovabbi ilyen izobar parosként emlithetd a kvercetin — delfinidin, illetve a kaempferol — luteolin
izomerparoshoz, izobarként csatlakozé cianidin, valamint az apigenin — genisztein izomerparoshoz
csatlakozo pelargonidin. Ez azt eredményezi, hogy izomer aglikonnal rendelkezé flavonoid
glikokonjugatumok az ¢épitokdvek semleges vesztései alapjan még nagy tomegfelbontasu
késziilékkel sem kiilonboztethetéek meg. Ilyen esetben mas modszerekhez kell folyamodni. Ezért
célom volt egy olyan tomegspektrometrids mddszer kidolgozasa, mely megoldast nyujt erre a
problémara.

A fejlesztés alapvetd elve az volt, hogy a modszerben szelektiv mdodon vizsgalni tudjuk az
kovetd tomegspektrometrias vizsgalattal. Ezt persze csak abban az esetben tudjuk meghatarozni, ha
mar nincsen rajta a glikan rész. Azért, hogy ezt a részt le tudjuk hasitani rola mieldtt az analizatorba
érkezne, ionforrasban torténd fragmentaciot alkalmaztam. Az ionforrds fragmentacid sajatsaga,
hogy a fragmentaciot nem eldzi meg a (prekurzor) ion izolacidja. Ennek eldnye abban rejlik, hogy
valodi MS/MS kisérletekkel ellentétben itt nem sziikséges elore tudni és elézetesen meghatarozni
annak az alkotonak az m/z értékét, amelyiket fragmentalni kivanunk. Ez hihetetlen elényt jelent
olyankor, amikor ismeretlen alkotok profilozasat végezziik. Ebben a tomegspektrometrias
modszerben az ionforras fragmentéaciot az 5.1-es fejezetben mar részletesen ismertetett modszerrel
azonos modon hajtottam végre. Mint azt mar korabban irtam, flavonoid glikokonjugatumok
tomegspektrometrids fragmentacidja soran, az €pitéegységek kozotti kotések hasadasaval 1étrejovo
fragmensek eredményezik a legnagyobb gyakorisagu ionokat. Ezek koziil a diagnosztikus ionok
koziil e modszerben kitlintetett jelentdsége van az aglikon fragmensnek. (Ennek szokasos jeldlése:
Yo). Ezt az ionforras fragmentacioval eldallitott aglikon iont fragmentaljuk tovabb annak
érdekében, hogy vele kapcsolatban az azonositashoz sziikséges szerkezeti informaciokhoz jussunk.
Ezt a fragmentaciot immaron valodi MS/MS kisérletben, {itkozési cella segitségével hajtjuk végre.

(A folyamatot két eltérd kvercetinszarmaték példajan szemlélteti a 48. abra.)
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48. abra: Az ionforras fragmentacio bemutatasa
1: a mintaban jelen lévo konjugatumok (kaempferol-robinozid és kaempferol-3-O-gliikozid),
2: Az ionforras fragmentacio utan keletkezo aglikon (kaempferol),
3: az MRM modszer soran az aglikonbol keletkezo jellemzo fragmensek (m/z 153, m/z 121)

A gyakorlatban egy MRM modszerrel a Q1 kvadrupdl altal kivéalasztott aglikon ion (YO0) a
Q2-es litkdzési cellaban ujra fragmentalodik és a keletkezé fragmensekbdl lehet azonositani a
molekuldkat. Ilyenkor altalanos gyakorlati megkdzelités, hogy a legnagyobb gyakorisagu
termékionokat haszndljuk a molekuldk MRM vizsgélata soran. Mivel azonban esetiinkben
nagymértékben hasonld (szerkezeti izomer) aglikonmolekuldakrél van sz6, a leggyakoribb
fragmensek sokszor azonosak, ezért ez még nem nytjt megoldast a problémara.

Ahhoz, hogy szelektivebb meghatarozast tegylink lehet6vé, tovabbi — lehetbleg csak az adott
aglikonra jellemz0 — fragmenseket kell talalni.

Kutatdsom egyik célja az volt, hogy igazoljam a nagy hasonldésdgot mutatd szerkezeti
izomernek tekinthetd flavonoidok esetében is léteznek olyan Un. diszkriminaldo képességgel
rendelkezé termékionok, melyek felhasznalhatok az izomer aglikonok MRM modszerrel torténd
szelektiv azonositasara.

A kisérletben vizsgalt komponensek négy flavonoid csaladba tartoznak, melyek a
kovetkezok: flavonolok, flavonok, antocianinok és izoflavonok. Illetve plusz egy komponens
szerepel a modszerben a heszperetin, mely egy flavanon. Fontos megemliteni, hogy a heszperetin
egész értékre kerekitve, bar azonos tdmegszamu, mint a kvercetin és delfinidin, mégsem izomerjei
egymasnak. Ugyanakkor, a kvercetin és a heszperetin kdzott meglévé 36 mDa tomegkiilonbséget
alacsony felbontdst HPLC-MS rendszerrel lehetetlen megkiilonboztetni. A vizsgalatba bevont
komponenseket az aglikonok molekulatomegei alapjan harom csoportba soroltam, melyek az

m/z 271 , m/z 287 és m/z 303-as csoportok (lasd 49. abra).
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49. abra: A modszerfejlesztéshez hasznalt komponensek bemutatdsa és csoportositasa

Minden aglikonnak felvettem a termékion spektrumat, majd azt vizsgéaltam, hogy az azonos
tomegszamu aglikonok esetében vannak-e olyan jellemzé fragmensek, melyek alapjan ezek
egyértelmlien megkiilonboztetheték. Az 1. mellékletben bemutatott harom molekulacsoport
termékion-spektrumainak vizsgalatabol kitlinik, hogy kivalaszthatok olyan ionok, melyek alapjan
jo eséllyel szelektiven megkiilonboztethetévé valnak a szerkezeti izomer aglikonok.

Ugyanakkor azt tapasztaltam, hogy mivel ezek a molekuldk azonos tomeggel és hasonlo
szerkezettel rendelkeznek, a szokasos MRM modszerektdl eltéréen, tobb mint 2 fragmension
kivalasztasa sziikséges, mert a két legjellemzobb fragmension vizsgalata a megkiilonboztetéshez
nem elég szelektiv. Ezért négy fragmensiont valasztottam ki mindegyik aglikonhoz, melyeket az 5.

tablazat foglal 0ssze.

5. tablazat: A vizsgalt aglikonok kivalasztott fragmensei

[M+H]"  fr1 fr2 fr3 fra

303 153 137 89 229 heszperetin
303 153 137 89 229 kvercetin
303 153 137 89 229 delfinidin
287 153 135 137 213 cianidin

287 153 135 137 213 luteolin

287 153 135 137 213 kaempferol
271 121 153 215 141 pelargonidin
271 121 153 215 141 genisztein

271 121 153 215 141 apigenin
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Megjegyzendd, hogy még négy termékion kivalasztdsa sem eredményezi azt, hogy bizonyos
fragmensek megléte/hianya alapjan az egyértelmii azonositas lehetévé valjon. Vagyis még négy ion
vizsgalata sem elegend6é ahhoz, hogy az egyes ionokat az adott molekuldra egyértelmiien jellemzo
un. kvalitativ, vagy meger6sité ionként kezeljiink és veliikk kapcsolatban egyszerii igen/nem (n.
binaris) itéletek alapjan dontsiink arr6l, hogy valdjaban melyik izomer aglikonnal van dolgunk.
Ugyanakkor a spektrumokbol az egyértelmtien latszik, hogy a négy vizsgalt ion
gyakorisagaranyaban jelentés mértékli eltérések tapasztalhatok. Azaz a megkiillonboztetési
folyamathoz, a vizsgalt ionok gyakorisagaranyat is felhaszndlva vélhetéen sokkal jobban
hasznalhaté mddszert kapunk. Miel6tt ennek részletes vizsgalataba kezdtem, eldzetes vizsgalatokat
végeztem arra vonatkozolag, hogy vajon van-e jelentds hatdsa a glikozid részeknek a
fragmentumok keletkezési aranyara. Ennek érdekében példaként harom féle kaempferol molekulat
vizsgaltam, melyek a kovetkezok voltak: kaempferol-gliikozid, kaempferol-robinozid és maga az
aglikon. Erre azért volt sziikség, mert a kidolgozandé modszer eredeti célja, hogy flavonoid
glikokonjugdtumok vizsgéalatdra is alkalmas legyen. A kisérlet eredményeként kapott

tomegspektrumokat az 50. 4bran mutatom be.
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50. abra: A kaempferol aglikonnak és glikozidos formdinak tomegspektruma

Ahogy lathatjuk a kaempferolt illetve glikozidjait meghataroz6 m/z 137, m/z 153 és m/z 213
fragmensek mindharom komponensbdl képzdédtek és egymdshoz viszonyitott aranyaik is
hasonlénak tiinnek. Igy azt mondhatjuk, hogy a konjugatumoknak nincs jelentds hatisa az aglikon
alkalmazhassuk a modszert ennél meggy6zOobb bizonyitékora van sziikség a gyakorisagarany
adatok megbizhatosaga kapcsan. Ezért a kivalasztott ionok gyakorisdg-aranyainak elemzését azzal
folytattam, hogy imméaron MRM moddszerrel adatokat gylijtottem az gyakorisdgaranyok
ismételhet0ségérél. Arra voltam kivancsi, milyen megbizhatdsaguak ezek az adatok, vagyis
alkalmasak lehetnek-e arra, hogy a gyakorisagaranyokat felhasznalva meg tudjam kiilonboztetni az
egyes izomer aglikonokat.

A kisérletekhez a vizsgalt alkotokat tdmegszamuk szerint harom csoportba osztottam. Ez a

kovetkezOk miatt volt praktikus. A végleges modszert, az izomer aglikonokra szelektivitast
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biztosito MRM pasztazason tul, prekurzorion pasztazassal is ki kivantam egésziteni. Igy a végleges
modszer, az 5.1 fejezetben bemutatott modszerhez hasonloan, alkalmas lesz arra, hogy ne csupan az
aglikon magrol, de a teljes glikokonjugdtumrol informaciot szolgaltasson. Amennyiben az MRM
mérések mellé az MS modszerbe prekurzorion péasztazast is beszarunk, akkor a mérés ciklusideje
annyira megnd, hogy egy injektalasbol csak egy aglikon csoport vizsgalatat teszi lehetoveé. A
tomegszamonkénti felosztds alkalmazéasa tehat azért volt praktikus mar a modszerfejlesztés e
szakaszaban, mert a végleges modszer soran szintén ezt a felosztast kivanom majd alkalmazni. igy
a megbizhatdsagi vizsgalatokat ugyanazokkal a késziilékparaméterekkel tudtam elvégezni, mint

amelyeket a végleges mddszer MRM kisérletében fogok alkalmazni.

Ennek megfelelden az iongyakorisag-aranyok megbizhatdsag vizsgalata soran az m/z 287-es
molekulacsoport tartalmazta a kaempferolt és harom glikokonjugatumat (gliikkozid, rutinozid és
robinozid), a luteolint és gliikozidjat, valamint a cianidint és gliikkozidjat. Az m/z 271-es
molekulacsoport tartalmazta a geniszteint és gliikozidjat, az apigenint és gliikkozidjat, valamint a
pelargonidint és gliikkozidjat. Végiil az m/z 303 molekulacsoport tartalmazta a kvercetint és

gliikozidjat, a heszperetint ¢s gliikozidjat, valamint a delfinidint és gliikozidjat. A vizsgéalatokat az

oldatokkal 10 ismétlésben végeztem. A kromatografias elvalasztas a 4.5. Kidolgozott
kromatografias modszerek fejezetben részletezett modon tortént. Az m/z 287-es molekulacsoport

esetén kapott MRM kromatogramot, illetve az MRM teriiletekbdl szamolt aranyokat az 51. és 52.

abrakon mutatom be.
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51. abra: Az m/z 287 tomegii aglikonnal rendelkezo komponensek MRM kromatogramja
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52. abra: Az m/z 287 tomegii aglikonnal rendelkezé komponensek fragmensaranyai

(Jelmagyardazat: Gzam/z 213, m/z137, R m/z 135, | m/z153)

(Komponensek: 1: cianidin-gliikozid, 2: kaempferol-robinozid, 3: cianidin, 4. luteolin-gliikozid,
5: kaempferol-rutinozid, 6. kaempferol-gliikozid, 7: luteolin, 8: kaempferol )

Cianidin esetén a négy vizsgalt fragmens az alabbi aranyokban jelent meg: m/z 137 (62% =+
14%), m/z 153 (9% £ 1%), m/z 213 (29% + 10%) és az m/z 135 nem volt detektalhatd. A cianidin
gliilkozidnal az aranyok a kovetkezOk voltak: m/z 137 (68% + 1,7%), m/z 153 (1% + 0,1%) és m/z
213 (30% £ 1,3%) és m/z 135 (1% £ 0,1%). A 137-es fragmens dominancidja és a 213-as fragmens
~ 30%-os aranyu jelenléte jol jellemzi a cianidin aglikont.

Luteolin esetén jol megkiilonboztethetd értékeket kaptam. Itt a négy vizsgalt fragmens
gyakorisagaranyai aglikon esetén az alabbiak voltak: m/z 137 (10% =+ 0,4%), m/z 153 (63% =+
3.1%), m/z 213 (3% + 0,1%) és 135 (24% + 0,8%). A luteolin glikozidos formdja szintén azonos
értékeket mutat. Az aranyok ebben az esetben a kdvetkezok: m/z 137 (10% + 0,5%), m/z 153 (63%
+ 1.6%), m/z 213 (3% + 0,2%) és m/z 135 (24% + 1.1%). Luteolinra tehat jellemzd, az m/z 153
fragmens és az m/z 135 ion markéans (~ 25%-o0s) jelenléte.

A kaempferol esetében, ahogy azt feljebb mar lathattuk, az aglikon mellett harom glikozidos
format (gliikozid, rutinozid és robinozid) is vizsgaltam. Az aglikon esetén a vizsgalt fragmensek az
alabbi aranyokat mutattak: m/z 137 (12% £ 1.4%), m/z 153 (75% + 4.2%), m/z 213 (10% = 0,8%)
és m/z 135 (3 £ 0,1%). Ugyanebben a fragmentum sorrendben (m/z137, 153, 213 és 135) a
kaempferol-gliikozidnal 13% ( + 0,5%), 74% ( + 2.2%), 10% ( £ 0,4%) ¢és 3% ( = 0,3%) volt az
arany. Kaempferol-rutinozidnal 13% ( £ 0,4%), 74% ( £ 3.7%), 10% ( = 0,4%) és 3% ( £ 0,1%).
Végiil, a kaempferol-robinozidnal 13% ( + 1%), 74% ( = 2,7%), 11% ( £ 0,7%) és 2% ( = 0,2%)

aranyokat kaptam. Kaempferol esetén tehat elmondhato, hogy a luteolinhoz hasonléan dominans az
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m/z 153 ion, viszont emellett csupan 2-3%-ban jelenik meg az m/z 135-6s ion. A kaempferol ezek

alapjan egyértelmiien megkiilonboztethetd a luteolintol.

Az m/z 271-es molekulacsoport esetén is elvégeztem ugyanezeket a vizsgalatokat. A kapott

MRM kromatogramot, illetve az MRM teriiletekb6l szamolt ardnyokat az 53. és 54. abrakon

mutatom be.
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53. abra: Az m/z 271 tomegii aglikonnal rendelkezo komponensek MRM kromatogramja
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54. abra: Az m/z 271 tomegii aglikonnal rendelkezd komponensek fragmensaranyai
(Jelmagyardzat:[____|m/z 121, m/z 141, BZ2Am/z 153, I /2 215)
(Komponensek 1: pelargonidin-gliikozid, 2: pelargonidin, 3: genisztein-gliikozid, 4: apigenin-gliikozid,
5: apigenin, 6. genisztein)
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Az adatok alapjan megallapithatd, hogy pelargonidin esetén a négy vizsgalt fragmens (m/z
121, 141, 215 és 153) rendre 77% ( £ 15,6%), 20% ( = 4,9%), 3% ( = 1%) és m/z 153 esetén 1%
alatti gyakorisdgaranyban voltak jelen. A glikozidos forméanal hasonld aranyokat lathatunk
ugyanezen fragmensek esetén. Szamszertsitve ezek a kdvetkezok voltak: m/z 121 (79% + 2,9%),
m/z 141 (18% % 0,6%), m/z 215 (2% + 0,1%) és m/z 153 (1% + 0,1%). Pelargonidin esetén tehat
megallapithatd, hogy az m/z 121 ion a legnagyobb aranyt, (mintegy 80%-0s) és 20%-o0s aranyban
emellett jelen van az m/z 241 ion.

Genisztein esetében ugyanezen fragmensek aranyai jelentdsen eltértek. A genisztein aglikon
vizsgalatakor az alabbi eredményeket kaptam: m/z 121 (12% + 0,9%), 141 (26% = 1,1%), 215 (7%
+0,4%) és 153 (55% + 3,2%). A glikozid forma esetén az aranyok pedig a kdvetkezok voltak: m/z
121 (13 £ 0,8%), 141 (27% =+ 0,8%), 215 (7% * 0,4%) és 153 (53% = 1,6%). Lathato, hogy
genisztein esetén az m/z153 a legmarkansabban jelen 1€v6 ion, aranya 53-55% koriili. Az m/z 121
ion pedig kis gyakorisagaranyu (12-13%), raadasul jelenléte kisebb (mintegy fele) az m/z 141 ion
gyakorisagaranyanak (26-27%).

Apigenin aglikon esetében a vizsgalt fragmensaranyok az aldbbiak szerint alakultak:
m/z 121 (20% = 7%), m/z 141 (6% + 1,4%), m/z 215 (nem detektalhatd) és m/z 153 (74% £ 9,7%).
Az apigenin-glikozidnak is hasonlé eredményei sziilettek: m/z 121 (20% + 0,8%), m/z 141 (6% =+
0,2%), m/z 215 (nem detektalhatd) és m/z 153 (74% + 3,5%). Apigenin esetén — a geniszteinhez
hasonloan — az m/z 153 a legdominansabb vizsgalt termékion, ugyanakkor az apigenin geniszteintdl
valo egyértelmi megkiilonboztethetdségét az m/z 215 ion vizsgalata biztositja. Az apigenin esetén
ugyanis ez nem detektalhato, mig a geniszteinnél j61 mérhetd, 7% kortili aranyt mutatott. Szintén a
genisztein-apigenin megkiilonbdztethetdséget szolgalja az m/z 153 : m/z 141 arany monitorozasa.

Genisztein esetén ez ~ 2 koriili érték, mig apigenin esetében egyértelmiien 10 f616tt van.

Az m/z 303-as molekulacsoporttal végzett vizsgalatok MRM kromatogramjat, illetve az

MRM teriiletekbdl szamolt aranyokat az 55. és 56. dbrakon mutatom be.
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55. abra: Az m/z 303 tomegii aglikonnal rendelkezd komponensek MRM kromatogramja
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56. abra: Az m/z 303 tomegii aglikonnal rendelkezé komponensek fragmensaranyai
(Jelmagyardzat:[_ | m/z 153, Fomaedm/z 229, Fzz=am/z 137, KR m/z 89
Komponensek: 1: delfinidin-gliikozid, 2. delfinidin, 3: kvercetin-gliikozid, 4: heszperetin-gliikozid,
5: kvercetin, 6: heszperetin)

Delfinidin aglikon vizsgalatakor, az m/z 229, 153, 137 és 89 gyakorisagaranyok a kovetkezo
eredményeket adtak m/z 229 (66% =+ 12,8%), m/z 153 (34% + 8%), m/z 137 és m/z 89 nem volt
detektalhato. A delfinidin-glikozid hasonlé aranyokat mutat: m/z 229 (61% + 2,8%), m/z 153 (33%
+ 1,7%), m/z 137 (3% £ 0,2%) és m/z 89 (1% + 0,4%). A glikozid esetén — bar kis aranyban — de

kimutathatd volt az m/z 137 és az m/z 89 is.
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Kvercetin aglikonndl, ugyanazt a négy iont figyelembe véve az alabbi gyakorisdgaranyok
adodtak: m/z 229 (19% =+ 1,6%), m/z 153 (52% + 3,2%), m/z 137 (29% + 2,3%) és m/z 89 nem volt
detektalhatd. A kvercetin-gliikkozid fragmensei is kozel azonos ardnyban kelekeztek, melyek a
kovetkezdk voltak: m/z 229 (20% =+ 0,7%), m/z 153 (52% + 1,8%), m/z 137 (28% =+ 6,5%) és m/z 89
nem volt detektalhato.

A heszperetin aglikon esetében az m/z 229 (4% + 0,2%), m/z 153 (70% + 2,6%), m/z 137 (3%
+0,2%) és az m/z 89 (27% + 1%) gyakorisagaranyok adodtak. Ezek az aranyok a glikozidos forma
vizsgalatakor is hasonloak voltak: m/z 229 (nem volt detektalhato), m/z 153 (73% =+ 3,3%), m/z 137
(4% = 0,2%) és m/z 89 (24% = 0,5%). A heszperetin esetében — hasonloan a kvercetinhez — az m/z
153 ion volt a legnagyobb gyakorisdgaranya, ugyanakkor az m/z 89 jelentds (24-27%) aranyu
jelenléte egyértelmiien megkiilonbozteti a heszperetint a kvercetintdl. Hasonloképpen, a 153/137
ionok aranya nagysagrendnyi eltérést mutat kvercetin (~ 2) és heszperetin (~ 20) esetében.

A gyakorisdgarany mérések eredményeir6l Osszefoglalva elmondhatd, hogy az altalam
aglikon izomer csoportonként kivalasztott négy jellemz6 fragmenssel, a vizsgalt izomer aglikonok
szelektiven  azonosithatoak. A kivalasztott fragmensek gyakorisdgardnyai megfeleld
megbizhatosaggal ismételhetok, az ismétlés bizonytalansagabol eredd eltérések jelentdsen
kisebbek, mint az egyes aglikonok esetében diszkrimald képességgel bird gyakorisagaranyokban
tapasztalhato eltérés. Az eredmények azt is igazoljak, hogy az aglikonbo6l és vizsgalt glikozidokbol
szarmazo6 aglikon ion fragmenseinek gyakorisdgardnyai nem mutatnak olyan jelentOs eltérést,
amely érdemben befolyasolna a tobbi izomertdl vald elkiilonitést.

Az imént bemutatott, aglikoncsoportonként négy jellemzO fragmens ¢&s azok
gyakorisagaranyainak vizsgalatan alapul6 MRM modszer a végleges (teljes) modszernek csak egy
részét képezi. E modszernél az aglikonok szelektiv megkiilonboztetése mellett — az 5.1 fejezetben
bemutatott modszerhez hasonldéan— cél volt az is, hogy informaciot szolgaltasson arr6l, hogy
milyen glikan rész kapcsolodik az adott aglikonhoz. Ezért az MS modszerben az ,,aglikon MRM”
adatfelvételi kisérletet kiegészitettiik egy, a korabbi modszerbdl atvett prekurzorion pasztazassal is.
Igy az 5.1 fejezetben gyogynovények esetében alkalmazott flavonoid profilozd modszernek egy
fejlettebb valtozatat hoztam 1étre. Ez a modszer egy adott aglikon esetén nagy megbizhatosaggal és
szelektivitdssal — képes  kiillonbséget tenni izomer aglikonnal rendelkez6  flavonoid
glikokonjugdtumok ko6zott, mindemellett — a kiegészité prekurzorion pasztdzas segitségével —

informaciot szolgaltat arrol, hogy az adott aglikonhoz milyen glikan rész kapcsolodott.
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A teljes modszer valodi mintdkon vald kiprobalasahoz hazi fekete cseresznyét, kereskedelmi
forgalomban kaphaté fagyasztott meggyet és az el6zé fejezetben bemutatott kakukk- illetve
szurokfli mintakat hasznaltam.

A hazi fekete cseresznye esetében kapott MRM kromatogramot és fragmensaranyokat a
kovetkezo abrakon lathatok, melyek koziil az m/z 287-es aglikonnal rendelkezOket mutatndm be
elészor. Ebbdl a csoportbdl harom komponenst sikeriilt azonositani, melyek kromatogramja és a

keletkezd fragmensek gyakorisaganak aranya a 57. ill 58. ébran lathatoak.

Int, cps
3.0E+05 Int, cps

4.0E+04 -
2.5E+05

3
2.0E+05
1.5E+05 -|
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18 19 20 21 22 23 24

1.0E+05 - Retenciés id, min

5.0E+04 -

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Retenciés id6, min

0.0E+00

57. abra: A hazi fekete cseresznye mintaban talalhato, m/z 287-es aglikonnal rendelkezé komponensek MRM
kromatogramja

100% -

]

i

]

i
5

]
o
hyt
b
-
>
2
25

el
o
o

e
bets
5

,v
%

!

25

v,v
=
!
S

80% -

s
o gt

2545 s

loets 5]

2545 s

% | el (2525
60% et 55
Ko 55

05 S

40% - 55 £
o 2545 eyl

b
"

#
&

et

<

B
!

b

A

20%

0%
1 2 3

58. abra: Az m/z 287 aglikonnal rendelkezd komponensek fragmensaranyai
a hazi fekete cseresznye mintaban

(Jelmagyardazat: Gzam/z 213, m/z137, R m/z 135, 1 m/z153)

Ahogy az 58. abran bemutatott fragmens gyakorisdgaranyokbol latszik, a harom megtalalt
m/z 287 iontdmegli aglikonfragmenssel bird6 komponens koziil kettd azonos aglikonnal rendelkezik.

Az m/z 137-es fragmens az els6 komponens esetében 68% a masodik komponens esetében 70%-
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ban volt jelen, az m/z 213 fragmens pedig 30 illetve 28%-ban keletkezett. Ezek az aranyok arra
utalnak, hogy ez a két komponens valamilyen cianidin szdrmazék lehet. A harmadik komponens
esetében azt taldltam, hogy a vizsgalt ionok koziil az m/z 153 fragmens keletkezett a legnagyobb
aranyban, 73%-ban. Az m/z 137 és az m/z 213 fragmensek 13% illetve 11%-ban voltak jelen, mig
az m/z 135 csak 2%-ban keletkezett. Ezen adatok alapjan ezt a komponenst kaempferol
szarmazékként azonositottam.

Az eredeti molekuldk meghatarozasanak érdekében megvizsgaltam a prekurzorion
pasztazassal kapott tomegspektrumokat. Ennek eredményeit a 6. tablazat szemlélteti. Ezek alapjan
azt talaltam, hogy az els6 komponens m/z 449 tomegszammal rendelkezik, melybdl arra
kovetkeztetek, hogy a cianidin aglikonhoz egy hex6z kapcsolodott. A madasodik komponens
esetében m/z 595 tomegszamot kaptam, mely a cianidin aglikonhoz ko6tédott hexoz, illetve
dezoxihex6z jelenlétére utal. A harmadik komponens esetében ismét m/z 595 tomegszamot
talaltam, mely itt is hexo6z, illetve dezoxihexdz konjugatumok kaempferolhoz kapcsolodasara utal.
Itt azonban pontosabb meghatarozasra is lehetdség nyilt, ugyanis a kisérletek soran hasznalt egyik
kaempferol szarmazék retencids ideje megegyezett a 21,8 percnél érkez6 komponensével, igy

kijelenthetd, hogy ez egy kaempferol-3-O-rutinozid.

6. tablazat: A hazi fekete cseresznyében azonositott, m/z 287 iontomegii aglikonnal rendelkezé komponensek.
(Jelolés: Hex: hexoz, dHex: dezoxihexoz.)

Retencios

Komponensek cyx . Aglikon Glikan rész Konjugatum m/z értéke
id6, min
14,5 Cianidin Hex 449
2 14,9 (m/z 287) dHex-Hex 595
Kaempferol S
3 21,8 (m/= 287) 3-O-rutinozid 595

Az m/z 271 tdmegszamu aglikonnal rendelkez6 molekuldk koziil két komponenst talaltam,
melyek MRM kromatogramja és a hozzajuk tartozo fragmensaranyok az 59. dbran lathatoak.
Ahogy azt a diagram is jol szemlélteti, ez a két komponens azonos aglikonnal rendelkezik, mivel
mindkét esetben gyakorlatilag megegyeznek a vizsgalt ionok gyakorisagai. Az m/z 121 fragmens
78%-ban, az m/z 141 fragmens 19%-ban, az m/z 215 illetve az m/z 153 fragmensek pedig 2 illetve
1%-ban keletkeztek mindkét komponensnél. Ezekbdl az eredményekbdl arra lehetett kovetkeztetni,

hogy ezek pelargonidin szarmazékok.
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Int, cps
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59. abra: Az m/z 271 aglikonnal rendelkezé komponensek MRM kromatogramja és fragmensaranyai a hazi
fekete cseresznye mintaban

(Jelmagyardzat:=—Am/z 141,EZZA m/z 153, R m/z 215, 1m/z121)

A prekurzorion médszer soran sikeriilt az eredeti molekulak iontoémegét meghatarozni. Ezek
a 7. tablazatban lathatéak. Az els6 komponens esetében ez m/z 433 volt, mely egy pelargonidin-
hexozid jelenlétére utal. A moddszer kidolgozasakor hasznalt standard retencids idejével valo
egyez€és miatt, pontosabb meghatarozas is lehetséges, igy ez a komponens valdsziniisithetden egy
pelargonidin-3-0O-gliikozid, azaz egy callistephin. A masodik komponens iontdmege m/z 579 volt,

melybdl feltételezhetd, hogy ez egy pelargonidin-hex6z-dezoxihex6z konjugatum.

7. tablazat: A hazi fekete cseresznyében azonositott, m/z 271 iontomegii aglikonnal rendelkezd komponensek.
(Jelolés: Hex: hexoz, dHex: dezoxihexoz.)

Komponensek Rf:tencms 1do, Aglikon Glikan rész Kon! ugatum
min m/7 értéke

1 1 5,5 Pelargonidin 3-0—glﬁk0Zid 433

2 15,9 (m/z271) dHex-Hex 579

Az m/z 303 tomegszamu aglikonnal rendelkez6 komponensek koziil négy komponenst
sikertilt az MRM modszerrel meghatarozni (60-61. abra). A fragmensaranyok alapjan ezek a
komponensek is azonos aglikonokkal rendelkeznek. Az m/z 153 fragmens 47%-50%-ban, az
m/z 137 fragmens 31-34%, az m/z 229 fragmens 18-19% gyakorisdgaranyt mutatott a négy

komponens vizsgalatakor. A negyedik, m/z 89 fragmens értékelhetd mennyiségben nem keletkezett.
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Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy ezek kvercetin aglikonnal rendelkezd
komponensek lehetnek.
Int, cps
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6.0E+04 - +0E+031

2.0E+03 +

4.0E+04 -

2.0E+04 -

0.0E+00
14 15 16 17 18 19 20 21 22
Retencios id6, min
60. abra: A hazi fekete cseresznye mintaban talalhato, m/z 303-es aglikonnal rendelkezo komponensek MRM
kromatogramja
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61. abra: Az m/z 303 aglikonnal rendelkezé komponensek fragmensaranyai
a hazi fekete cseresznye mintaban

(Jelmagyardzat: oS m/z 229,55 m/z 137, m/z 89, ___1m/z153)
A prekurzorion modszer sordn kapott eredményeket a 8. tdblazatban lathatjuk. A négy

azonositott kvercetin szarmazék koziil az els6, 17,4 percnél elualédott komponens egy m/z 773
iontdmegii kvercetin-dihex6z-dezoxihexdz volt, a masodik, 19,8 percnél detektalt molekula egy m/z
611 iontomeggel rendelkezd szarmazek, mely feltehetden egy kvercetin-hexdz-dezoxihex6z volt. A

harmadik illetve negyedik komponens m/z 465 iontdmegli volt, melyeket kvercetin-hexozidként
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azonositottam. Ezek koziil a 20,8 percnél elualodd komponenst a modszer kifejlesztéshez hasznalt

standard retencios ideje alapjan kvercetin-3-O-gliikozidként be tudtam azonositani.

8. tablazat: A hazi fekete cseresznyében azonositott m/z 303 iontomegti aglikonnal rendelkezé komponensek.
(Jelolés: Hex: hexoz, dHex: dezoxihexoz)

Komponensek lnlsltlencms 1dg, Aglikon Glikan rész E?zni ;légé:&;::m
1 17,4 dHex-Hex-Hex 773
2 19,8 Kvercetin dHex-Hex 611
3 20,05 (m/z 303) Hex 465
4 20,8 3-0-gliikkozid 465

A kidolgozott moddszert egy kereskedelmi forgalomban kaphaté meggy mintan is
kiprobaltam.
A vizsgalt komponensek koziil el6szor az m/z 271-es aglikonnal rendelkezé komponenseket

vizsgaltam meg, melyek MRM kromatogramja a 62. abran lathat6. Ezen analitok koziil 6t6t tudtam

meghatarozni.
Int, cps
1.0E+05 1
8.0E+04 -
4
6.0E+04
"~ 4.0E+04 1
2.0E+04 -
1 5
2 J__A
0.0E+00 M )
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Retenciés idé, min

62. abra: Kereskedelmi forgalomban kaphato meggy m/z 27 I-es aglikonnal rendelkezé komponenseinek
MRM kromatogramja

A 62. dbran lathatd kromatogramon jelolt csucsokhoz tartozo iongyakorisdg-aranyok az 63. dbran
lathatdéak. Az elsé két komponens esetén a vizsgalt ionok gyakorisdgaranyai hasonloak. Az 1.
komponens esetében az m/z 121 ion 74% + 3%-ban, az m/z 141 ion 25% =+ 3%-ban volt jelen. A 2.

komponensnél m/z 121 77% + 10%-ban, az m/z 141 22% =+ 5%-ban volt jelen. A modszerrel
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vizsgalt masik két fragmensbOl (m/z 141 és 153) az 1. és 2. komponensnél elhanyagolhatod
mennyiséget mértem. Ezen aranyok alapjan az 1. és 2. komponens feltehetéen egyarant
pelargodinin szarmazék. A 3-5. komponensek esetében az aranyok a kdvetkezOképpen alakultak: az
m/z 153-as fragmensei rendre 55% ( + 3%), 53% ( = 8,9%), 52% ( + 2%)-ban voltak jelen, az m/z
141-es fragmensek rendre 27% ( £ 4%), 28% ( = 2%), 27% ( = 4%)-ban voltak detektalhatok, az
m/z 121-es fragmensek rendre 12% ( £ 3%), 11% ( £ 1%), 14% ( = 1%)-ban voltak megtalalhatoak.
Az m/z 215 fragmens a 3. illetve 4. komponensnél 7% ( = 1%), az 5. komponens esetében 8% ( +
1%) aranyban volt jelen. Ezek alapjan azt a megallapitast tettem, hogy ezek a komponensek

genisztein szarmazékok lehetnek.
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63. abra: Az m/z 271 tomegii aglikonnal rendelkezé komponensek fragmensardanyai
a kereskedelmi forgalomban kaphato fagyasztott meggy-mintaban

(Jelmagyardzat: T—Am/z 141,F=ZA m/z 153, R m/z 215 1m/z121)

Annak érdekében, hogy az eredeti molekuldkat meg tudjam hatarozni, elemeztem a
prekurzorion modszer soran kapott tomegspektrumokat. Ennek eredményeképpen azt kaptam, hogy
az els6 pelargonidin aglikonnal rendelkez6 komponens egy m/z 741 tomegli molekula, mely
feltehetden egy pelargonidin-dihex6z-dezoxihex6z. A masodik komponens eredeti tomege m/z 579
volt, melyet pelargonidin-dihexozidként azonositottam. A harmadik, negyedik ¢s 06todik
komponens eredeti detektalt forméjanak tomege m/z 433 volt, melyek valosziniisithetden
genisztein-hexozidok. Ezek koziil a 3. komponens retencids ideje megegyezett a modszer
kifejlesztésénél hasznalt genisztein-7-gliikkozid standard retencios idejével, igy erre pontosabb

meghatarozast is tudunk adni. Az 6sszefoglalo adatokat a 9. tablazat foglalja magaban.
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9. tablazat: A kereskedelmi forgalomban kaphato meggy mintabol azonositott, m/z 271 aglikonnal
rendelkezo flavonoid komponensek (jelolés: Hex: hexoz, dHex: dezoxihexoz)

Komponensek :}lzt,e::]cill:')s Aglikon Glikan rész g?zn;!: :&t:m
1 14,7 Pelargonidin dHex-Hex-Hex 741
2 15,8 (m/z 271) dHex-Hex 579
3 21,3 Geniszte genisztein-7-O-gliikozid 433
4 219 Contsten e 3
5 23,0 Hex 433

A kovetkezd vizsgalt komponensek az m/z 287-es iontdmegl aglikonnal rendelkezd
molekuldk voltak. Ezek koziil 5 komponenst tudtam detektdlni a modszerrel. Ezek MRM

kromatogramja a 64. dbran lathato.

Int, cps
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64. abra: Kereskedelmi forgalomban kaphato meggy-minta m/z 287-es aglikonnal rendelkezo
komponenseinek MRM kromatogramja

A vizsgalt fragmensek gyakorisdgaranyait a detektalt komponensek esetén a 65. dbra szemlélteti.
Ahogy az lathatd, az 1. komponens aglikonjanak m/z 137-es fragmense 73% ( £ 15%), az m/z 213-
as fragmens pedig 25% ( = 4%) aranyban volt jelen. A modszerben megfigyelt masik két fragmens

(m/z 135 illetve m/z 153) csak 1-1%-ban voltak jelen. A 2-4. komponensek esetében hasonldéan
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alakultak az aranyok. Az m/z 137 rendre 67% ( = 10%), 67% ( £ 9%), 68% ( = 8%) volt, mig az
m/z 213 a 2-3. komponens esetében 30% ( £ 4%) volt, a 4. komponens esetében 29% ( £ 5%) volt.
A masik két fragmens (m/z 135 illetve m/z 153) a 2-4. komponenseknél is elhanyagolhatd
mennyiségben volt jelen. Ezek alapjan az 1-4. komponensek valdszintsithetéen cianidin
szarmazékok. A 21,7 percnél elualoddé 5. komponens esetében az m/z 153 fragmens volt a
legnagyobb aranya (72% + 0,2%). Az m/z 137 ion 14% + 2% aranyban, az m/z 213 ion 11% = 2%-
ban, mig az m/z 135-6s fragmens csak 3% = 0,7%-ban volt jelen. Az ardnyok azt mutatjak, hogy az

5. komponens valosziniileg egy kaempferol szarmazék.
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65. abra: Az m/z 287 aglikonnal rendelkezé komponensek fragmensaranyai
a kereskedelmi forgalomban kaphato fagyasztott meggy-mintaban

(Jelmagyardzat: A m/z 213, m/z 137, R m/z 135, [ m/iz153)

A prekurzorion modszerrel kapott eredményeket megvizsgalva (10. tablazat) azt talaltam,
hogy az 1. komponens iontdmege m/z 757 volt, mely megfeleltethetd egy cianidin-dihex6z-
dezoxihex6znak, ami megfelel az irodalomban a meggy egyik f6 komponenseként emlegetett
cianidin-3-gliikozil-rutinozidnak [TOKUSOGLU & HALL III, 2011]. A 2. komponens a vizsgalati
eredmények alapjan egy m/z 611 iontdmegii molekula, vélhetéen egy cianidin-dihexozid volt. A
14,2 percnél elualodo 3. komponens esetében a tomegspektrumban harom ioncsucs is jelen volt. A
baziscsucs az m/z 727 volt, mely feltehetéen a cianidin aglikon egy pentdzzal, egy hexo6zzal és egy
dezoxihex6zzal képzett konjugatumaként azonosithatd. A masodik leggyakoribb iontdmeg az
m/z 449 volt, mely egy cianidin-hexozidnak felel meg. Az m/z 595 ioncsics volt a
tomegspektrumban a harom lényeges ioncsucs koziil a legkisebb, mely valosziniisithetéen a
cianidin aglikon egy hexo6zzal és egy dezoxihexo6zzal képzett szarmazékaként azonosithatd. Mivel
ebben a tomegspektrumban harom glikozidos szarmazék is jelen van azonos retencios idonél,

valoszintisithetd, hogy csak az ionforrasban fragmentalodtak és az eredeti komponens az m/z 727
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volt, mely az irodalom alapjan cianidin-3-O-xilozil-rutinozidra utalhat (66. abra). Ezt a komponenst
eddig meggyben nem, csak bogyds gylimolcsokben azonositottak [TULIO et al., 2008]. A 4.
komponens ismét m/z 595 iontomeggel rendelkezett, mely szintén egy hexdz és egy dezoxihexdz
kapcsolodasara utal. Az utoljara elualodd 5. komponens szintén m/z 595 iontdmegli volt és
retencios ideje megegyezett a modszerfejlesztésben hasznalt kaempferol-3-O-rutinozid standard

retencios idejével, igy ezt a komponenst kaempferol-3-O-rutinozidként azonositottam.

OH
HO OH
H;C o) 0 OH
OH OH
o)
o)
OH (o) OH

(0] OH
O X
/
HO 0%

66. abra: A cianidin-3-O-xilozil-rutinozid szerkezeti képlete
(Cs3,H390,9, molekulatomeg: 727, 641 g/mol)

10. tablazat: A kereskedelmi forgalomban kaphato meggy mintabol azonositott, m/z 287 aglikonnal
rendelkezo flavonoid komponensek (jel.: Hex: hexoz, dHex: dezoxihexoz, Coum: kumarinsav, Pent: pentoz)

Komp. :fizt,e:lllci;:)s Aglikon Glikan rész Konjugatum m/z értéke
1 13 Hex-Hex-Coum /dHex-Hex-Hex 757

2 13,3 Cianidin Hex-Hex 611

3 14,2 (m/z 287) Hex / dHex-Hex/ Pent-dHex-Hex 449/ 595/ 727

4 14,5 dHex-Hex 595

5 21,7 Ejf;gpgge)r ol 3.0.rutinozid 595

Végiil az m/z 303 tomegszammal rendelkezé komponenseket vizsgaltam. Ebbdl a csoportbdl 6

komponenst tudott a modszer kimutatni. Ezek MRM kromatogramja a 67. dbran lathato.
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67. abra: Kereskedelmi forgalomban kaphato meggy-minta m/z 303-as iontomegii aglikonnal rendelkezd
komponenseinek MRM kromatogramja

Megvizsgalva az MRM modszer soran kapott fragmensek keletkezéseinek gyakorisagat, azt
talaltam, hogy ezek az értékek mind a hat komponens esetében nagyon egyezdek (68. abra). Az
m/z 153 fragmens a hat komponens esetében 46% és 51% kozott mozgott 2,2-8,7% szorassal. Az
m/z 137 fragmens 31%-ban volt jelen 0,1-6,5% szoras értékekkel, kivéve a masodik komponenst,
ahol 33 + 7.4% volt az el6fordulas gyakorisaga. Az m/z 229 ion 18-22%-ban fordult eld 1-2.6%
szoras értékekkel, mig az m/z 89 fragmens nem volt kimutathatd. Az aranyok alapjan jol latszik,

hogy ezek a komponensek kvercetin aglikonnal rendelkeznek.
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68. abra: Az m/z 303 iontomegii aglikonnal rendelkezd komponensek fragmensaranyai a kereskedelmi
forgalomban kaphato fagyasztott meggy-mintaban

(Jelmagyardzat: m/z 229,255 m/z 137, m/z 89, ___1m/z153)
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Az MRM moddszert kdvetd prekurzorion moédszer alapjan kapott eredményeket a 11.
tablazat mutatja. Ahogy azt lathatjuk, az 1-2. komponens m/z 773 iontdmeggel rendelkezik, melyek
feltehetden kvercetin-dihex6z-dezoxihexdzok. A 2-4. komponensek iontdmegei egyaran m/z 611
voltak, mely kvercetin-hex6z-dezoxihexdznak felel meg. Az 5-6. komponensek iontdmege m/z 465
volt, melyet kvercetin-hexozidként lehet azonositani. Ezek koziil a 20,8 percnél elualodo 4.
komponenst, a mddszer kifejlesztéséhez hasznalt standard retencios ideje alapjan kvercetin-3-O-

gliikozidként tudtam beazonositani.

11. tablazat: a kereskedelmi forgalomban talalhato meggyben talalhato 303-as iontomegii aglikonnal
rendelkez6 komponensek (Jelolés: Hex: hexoz, dHex: dezoxihexoz.)

Komp.  Id6, min Aglikon Konjugatum Eredeti molekula

m/7 értéke
1 16,8 dHex-Hex-Hex 773
2 17,2 dHex-Hex-Hex 773
3 17,9 . dHex-Hex 611
4 19.9 Kvercetin (m/z 303) dHex-Hex 611
5 20,8 3-0-gliikozid 465
6 23,2 Hex 465

Ezt a modszert az 5.1-es fejezetben vizsgalt gydogyndvények esetében is kiprobaltam.
Elészor a kakukkfli minta vizsgéalati eredményeit mutatndm be. Ebben a mintdban az m/z 271-es
iontdmegti aglikonnal rendelkez6 molekuldk koziil csak egyetlen komponens volt kimutathatd. Az
MRM vizsgalat soran kapott fragmensek aranyai azt mutattdk, hogy az m/z 153 rész 78%-ban, az
m/z 121 17%-ban, az m/z 141 pedig 5%-ban volt jelen, mig m/z 215 nem keletkezett. Ezek az
aranyok az apigenin aglikont jellemzik. Az MRM vizsgélat utdn kapott kromatogram illetve

fragmensarany a 69. abran lathato.
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69. abra: A kakukkfii minta m/z 271 témegii aglikonnal rendelkezd komponens
MRM kromatogramja illetve, fragmensaranyai

(Jelmagyardzat:—Am/z 141,EZ=A m/z 153, R m/z 215 __1m/z121)
A prekurzorion moédszerrel vald vizsgéalat utan azt kaptam, hogy ez a komponens egy m/z 447
tomegszammal rendelkezd alkot6, mely feltehetden az apigenin egy hexozilsavval képzett
szarmazéka.

Az m/z 287 tdmegszamu aglikonnal rendelkezé komponensek vizsgalatakor két nagy
csucsot ado (1. és 2. jelolési komponensek) és tobb kisebb (a kromatogramon nem jeldlt)
komponenst talaltam. Ezek MRM kromatogramja és fragmensaranyai az 70. abran lathatoak. Itt az
latszik, hogy a négy vizsgalt fragmens koziil az m/z 153 fragmens az 1-2. komponensek esetében
60%-ban keletkezett, az m/z 135 pedig az 1. komponens esetében 29%-ban, a 2. komponens
esetében 25%-ban keletkezett. A masik két fragmens keletkezési aranya kisebb volt. Az m/z 137 az
1. komponens esetében 8%-ban, a 2. esetében 11%-ban keletkezett, mig az m/z 213 ion 2-3%-ban
volt jelen az 1-2. komponenseknél. Ezek az aranyok luteolin aglikonnal rendelkezé molekuldkra

utalnak.
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70. abra: A kakukkfii minta m/z 287 iontomegii aglikonnal rendelkezé komponenseinek
MRM kromatogramja illetve fragmensaranyai

(Jelmagyardzat: Gzm/z 213, m/z137, R m/z 135, [ m/z153)

A prekurzorion modszer sordn kapott adatokbdl sikeriilt megtudni e két komponens eredeti
iontdmegét, mely az 1. komponens esetében m/z 449 volt, mely egy luteolin-hexozidra utal, a 2.
komponens pedig m/z 463 iontdmegli volt, ami egy Iluteolin hexozilsavval (vélhetdéen
glitkuronsavval) képzett szarmazéka. A modszerrel m/z 303-as aglikonnal rendelkez6 komponenst
nem talaltam.

A szurokfii esetében az m/z 271-es iontomegl aglikonnal rendelkezé komponensek koziil az
MRM modszerrel két nagyobb csticsot (az 71. abran 1. és 2. cstcsként jelolt) komponenst €s tobb
kisebb (nem szamozott) csucsot talaltam. Az MRM kromatogramok és az 1-2. csucs ¢€s
fragmensaranyai a 71. abran lathatéak. Ahogy az abra is mutatja, az 1-2. komponensek esetében a
vizsgalt ionok koziil az m/z 153 keletkezett a legnagyobb aranyban (72% illetve 73%). Ezt kdvette
az m/z 121 (20% illetve 21%), majd az m/z 141, mely 8% illetve 5%-ban keletkezett, mig m/z 215

nem keletkezett. Ezek az aranyok szintén apigenin aglikonnal rendelkez6 komponensekre utalnak.
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71. abra: A szurokfii minta m/z 271 iontomegii aglikonnal rendelkezd komponenseinek MRM kromatogramja
illetve fragmensaranyai

(Jelmagyardzat: =—Am/z 141,62 m/z 153, R m/z 215, 1m/z121)

A prekurzorion mddszer sordn azt kaptam, hogy az 1. komponens m/z 623 iontdmegii, mely
tobb szarmazékra is utalhat. Egyrészt jellemezheti az apigenin két hexozilsavval képzett
szarmazeékat, masrész lehet egy dezoxihexo6zzal és szinapinsavval képzett szarmazek, illetve egy
hexozilsavval és ferulasavval képzett szarmazek. A 2. komponens m/z 447 iontdmegl volt, mely az
apigenin hexozilsavval képzett szarmazékara utal.

Az m/z 287-es iontdomegl aglikonnal rendelkez6 molekuldk vizsgalatakor is két nagyobb
csticsot ad6 komponenst (1. és 2. jelolésii csucs) talaltam, melyek kromatogramja és
fragmensardnyai a 72. abran lathatdak. Itt az MRM modszert kiértékelve azt tapasztaltam, hogy
mind az 1. és a 2. komponens esetében is hasonloan alakultak a fragmensaranyok. A legnagyobb
aranyban az m/z 153-as fragmens keletkezett 63% illetve 61%-ban, az m/z 135 fragmens 23%
illetve 25%-ban jott létre, m/z 137-es fragmens 12% illetve 11%-ban volt jelen, mig az m/z 213

mindkét komponensnél 3%-ban keletkezett. Ezek az aranyok ismét luteolin jelenlétére utalnak.



Szilvdssy Blanka, 2014

Int, cps
1.0E+05 - 2

100%
80% -
8.0E+04 -
60% -

40% -

6.0E+04 -
20%

0%
4.0E+04 - 1 2

2.0E+04 -

19 21

15 17 23 25 27 29

Retenciés id6, min

72. abra: A szurokfii minta m/z 287 iontomegii aglikonnal rendelkezd komponenseinek MRM kromatogramja
illetve fragmensaranyai

(Jelmagyardzat: GGzam/z 213, m/z137, R m/z 135, [ m/z153)

A prekurzorion mddszer soran kideriilt, hogy az 1. komponens m/z 639 iontdmegi, mely
ismét tobb szdrmazek is lehet. Jelentheti a luteolin két hexozilsavval képzett szarmazékat, de lehet
egy dezoxihexo6zzal és szinapinsavval képzett szarmazék, vagy akar egy hexozilsavval és egy
ferulasavval képzett szarmazék is. A 2. komponens m/z 449 iontdmegl, mely a luteolin egy
hexozilsavval képzett szarmazékat valdszinisiti.

A harmadik, m/z 303-as iontomegli aglikonnal rendelkezé komponensek csoportjabdl a

moddszer nem detektalt komponenseket.

Ebben a kisérletben célom egy modszer kidolgozasa volt, mely képes az azonos
tomegszamu  aglikonnal rendelkezd flavonoid komponensek megkiillonboztetésére ¢és
meghatarozasara. A modszer kidolgozasahoz cianidin-kaempferol-luteolin, pelargonidin-
genisztein-apigenin  €s  delfinidin-heszperetin-kvercetin  standardokat és ezek glikozidjait
hasznaltam. A vizsgélatok soran sikeriilt megbizonyosodni arrél, hogy az ionforras fragmentacio
soran lehasadd aglikonok, illetve az eleve aglikonként jelen 1évé molekuldk fragmentacios
mintazata azonos képet mutat, igy a konjugéacié nem befolyasolja a modszer megfeleloségét. A
kisérletek eredményeképpen sikeriilt meghatarozni minden azonos iontdomegii aglikonnal
rendelkez6 molekulacsoportban (m/z 271, m/z 287, m/z 303) olyan négy fragmenst, melyek

egymashoz viszonyitott gyakorisagi ardnya ezek koziil csak egy fajta komponensre jellemzd,
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ezaltal szelektiven meghatarozhatd. A kidolgozott modszert négy novényfajon probaltam ki. A
hazi fekete cseresznyébdl két cianidin, két pelargonoidin, négy heszperetin és egy kaempferol
szarmazékot tudtam meghatarozni. A kereskedelmi forgalomban kaphatdé meggy esetében két
pelargonidin, hdrom genisztein, négy cianidin, egy kaempferol és hat kvercetin szarmazékot
sikeriilt azonositani. Az 5.1. fejezetben bemutatott gydgyndvényeket ezen modszerrel vizsgalva, a
kakukkfiiben egy apigenin és két luteolin szarmazékot, mig a szurokfiibben két apigenin és két
luteolin szarmazékot taldltam. Ezek megegyeztek az 5.1. fejezetben talalt komponensekkel.
Osszefoglalasként elmondhatd, hogy sikeriilt egy olyan modszert kidolgozni, mely képes
meghatarozni €s megkiilonboztetni az azonos Osszegképletii aglikonnal rendelkezd (izomer)

molekuldkat egymastol ugy konjugdtum, mint szabad formaban.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) Megallapitottam, hogy a kakukk- illetve szurokfiivekbél nyert vizes extraktumokban 1évo

fenolos savak dontd tobbsége konjugatumok formajaban vannak jelen.

Ezt a kakukkfiire jellemzd sziringinsav, a szurokfiire jellemzd szinapinsav valamint mindkét
novényben egyarant fontos fenolos savként jelen 1év6 p-kumarsav és ferulasav esetén, mindkét

novény tobb kemotipusan végzett vizsgalat alapjan igazoltam.

2) Eredményeimmel igazoltam, hogy a kakukkfiiben és szurokfiiben 1évé fenolos savakhoz
tarsitott biologiai hatasok nem itélhet6k meg csupan a szabad (dekonjugalt) formak bioldgiai

hatasanak vizsgalata alapjan.

3) Nagy tomegfelbontasi és pontos tomegmérésre alkalmas tomegspektrometrias
vizsgalatokkal igazoltam, hogy az olivabogyd, az olivalevél és olivaolaj egyik legfontosabb
polifenoljabdl, az oleuropeinbél az érés és a feldolgozasi technolégia soran keletkezd, ezidaig
az oleuropein aglikon izomereinek vélt alkotok egy része valéjaban nem izomer, hanem az

oleuropein aglikon szirmazékai.

A szarmazékok pontos szerkezete nem ismert, vizsgalataim alapjan ugyanakkor ezekrdl annyi
megallapithaté, hogy az oleuropein aglikonhoz (Gsszegképlete: Ci9H»0Os) képest CH4O

molekularészlettel nagyobb CyHys09 0sszegképletli alkotok jelenlétét is tobb esetben igazoltam.

4) Kidolgoztam egy olyan tomegspektrometrias modszert, mely alkalmas izomer aglikonnal

rendelkezé flavonoid glikokonjugatumok szelektiv azonositasara.

Apigenin-genisztein-pelargonoidin,  cianidin-kaempferol-luteolin  és  delfinidin-heszperetin-
kvercetin standardokkal, illetve ezek gliko-szarmazékaival végzett kisérletekkel igazoltam, hogy e
komponensek aglikon magjat képezd izomer/izobar alkotoknak meghatarozhatok olyan
diagnosztikus fragmens ionjai, melyek egylittes vizsgalataval egyértelmiien megkiilonbdztethetok

az azonos Osszegképletli aglikonnal rendelkez6 flavonoid glikokonjugatumok.

Bizonyitottam tovabba, hogy az izomer/izobar aglikonok kivalasztott diagnosztikus ionjainak

relativ gyakorisagai jol reprodukalhatéak ¢és informativak akkor is, ha az MS/MS kisérletben
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prekurzor ionként tekintett aglikon iont, a glikokonjugdtumukbol ionforras fragmentacioval

allitottuk eld.

5) Igazoltam a modszer alkalmazhatésagat valodi mintakbol.

Ennek keretében a hazi fekete cseresznye mintabol egy cianidin-hexozid, egy cianidin-hexozid-
dezoxihex6z, egy kaempferol-3-O-rutinozid, egy pelargonidin-3-O-gliikkozid, egy pelargonidin-
hexozid-dezoxihex6z komponenst talaltam. Tovabba négy kvercetin molekulat, mint a kvercetin-
dihex6z-dezoxihexdzt, a kvercetin-hexozid-dezoxihexozt, egy kvercetin-hexozidot és egy pontosan
beazonositott kvercetin-3-0-gliikozidot talaltam.

A meggy mintabol két pelargonidin (pelargonidin-dihex6z-dezoxihexdz, pelargonidin-hexozid-
dezoxihex6z) és harom genisztein (genisztein-7-gliikkozid, illetve tovabbi két genisztein-hexozid)
komponenst hataroztam meg. Tovabba harom cianidin szarmazék is azonositasra keriilt. Ezek koziil
az egyik egy pentdz-hexdz-dezoxihex6z konjugatummal rendelkez6 cianidin szarmazék, melyrél az
eredmények alapjan valdsziniisithetd, hogy cianidin-3-O-xilosil-rutinozid, melyet eddig csak
bogyds gyiimdlcsokben azonositottak. Ezen kiviil azonositottam egy kaempferol-3-O-rutinozid két
kvercetin-dihex6z-dezoxihex6z, két  kvercetin-hexoz-dezoxihex6z, két  kvercetin-hexozid
szarmazékot, melyek koziil az egyik egy kvercetin-3-O-gliikozid.

Tovabba a gyogyndovények flavonoid mintazatanak feltérképezéséhez hasznalt mintakat is
felhasznaltam a mddszer bemutatasahoz, melynek eredményeképpen sikeriilt a f6 komponenseket

azonositani.
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7. OSSZEFOGLALAS

A polifenolok egészségre gyakorolt jotékony hatasat mar szamos kisérlet igazolta.
Ugyanakkor az a kérdés, hogy pontosan mi is okozza e vegyiiletek pozitiv tulajdonsagat, még
szamos esetben nem tisztazott. Koradbban e tekintetben szinte kizardlag a polifenolok antioxidéans
hatasanak tulajdonitottak jelentdséget. Mara azonban egyre inkabb az a szemlélet kezd uralkodova
valni, mely megkérddjelezi, hogy a polifenolok kémiai tesztekben mutatott antioxidans sajatsagai
parhuzamba allithatok az in vivo korilmények kozott megmutatkozod bioldgiai hatdsok mogott
meghtzodo folyamatokkal. Napjainkban egyre tobb kutatds célja tehat, hogy megismerje a
polifenolok valodi hatasmechanizmusait.

A polifenolok az emberi szervezetbe a taplalkozas soran elfogyasztott novényekkel jutnak be.
A polifenolok valdédi hatasmechanizmusainak megismerését neheziti, hogy egy-egy jol ismert és in
vitro kisérletekben sokat vizsgalt flavonoid, vagy fenolos sav a ndovényekben nem onmagaban,
szabadon, hanem cukrokkal, szerves savakkal alkotott konjugatumok formdjaban van jelen. A
nagyszamu, lehetséges konjugatum kombinacid miatt, sok esetben nem is ismerjik pontosan
milyen polifenol-konjugatumok fordulnak el a taplalékként szolgaldé ndvényekben. Ezért a
hatasmechanizmus felderitésére iranyuld kutatasok eldfeltétele, hogy ismerjiik a szervezetbe
bekeriilé polifenolok pontos kémiai felépitését. Ez azért fontos, mert az egyes polifenolok
szervezetben kifejtett hatdsa nagyban fiigg attol, hogy az adott polifenol pontosan milyen forméaban
van jelen. A polifenol konjugdtumok intakt formainak vizsgalata, feltérképezése 0sszetett feladat és
ezek vizsgalataira a folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometria szolgaltatja
leghatékonyabb mérési megkdzelitést.

Doktori munkdmban olyan specidlis tomegspektrometrias polifenol vizsgalati modszereket
alkalmaztam ¢és  fejlesztettem, melyek alkalmasak egyes nodvényekben talalhato
polifenolkonjugatumok pontosabb megismerése €s feltérképezésére.

Elséként kakukk- illetve szurokfiivek polifenoljainak vizsgalataval foglalkoztam. Ezen belill a

crer

crer

sav illetve flavonoid komponenseiket figyelembe véve. A kisérletek soran olyan modszereket
alkalmaztam, melyekkel vizsgalni tudtam a szarmazék formaban illetve szabadon el6fordulo
legjellemz6ébb fenolsavak aranyat. A fenolos savak méréséhez tomegspektrometrias célkomponens

moddszert alkalmaztam, melyet kétfajta minta-elokészités el6zott meg. Egyrészt egyszeri vizes
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extrakcioval probaltam minél kiméletesebben kinyerni a gydogyndvényekben taldlhato
komponenseket. Masrészt a vizes extraktum ligos hidrolizisével az sszetett (konjugalt) forméaban
lévé komponensek szabadda tétele volt a célom annak érdekében, hogy igy azok lathatova valjanak
a tomegspektrometrids célkomponens modszer szamara. Az eredmények azt mutattak, hogy erre a
lépésre sziikség is volt, hiszen, az egyszerl vizes extrakcioval kinyert fenolos savak mennyisége
20-100-szor kevesebbnek bizonyult, mint amilyen a hidrolizdcié utdn mért eredmény volt. A
vizsgalt gydogynovényekben az irodalomnak megfeleléen a rozmaringsav volt jelen a legnagyobb
koncentracioban. Azonban a ferulasav ¢és a p-kumarsav illetve a kakukkfii esetében a sziringinsav is
jelentés mennyiségben fordult eld. A klorogénsav koncentracidja 3-40-szerese, a kavésav
koncentracidja ~ 10-szerese volt a szurokfiivekben, mint a kozonséges kakukkfiivekben
populaciotol fliggéen. Tovabba klorogénsavbol 6tszor, ferulasavbol kétszer, szinapinsavbol
haromszor nagyobb koncentracidt mértem a gordg oregdnd mintdban, mint a kozOnséges
szurokfiiben. A kakukkfiiveknél a ,timolos” mintdkban a sziringinsav és rozmaringsav kétszer
nagyobb mennyiségben volt jelen, mint a ,,nem timolos” tipusban.

A fenolos savak vizsgalata soran alkalmazott modszer a konjugalt/szabad formak aranyara
vonatkozoan, a minta-el6készités soran alkalmazott lugos hidrolizist felhasznalva tudott valaszt
adni. Arrél ez a megkozelités azonban nem nyujtott informaciot, hogy a konjugalt formék esetében
valdjaban milyen molekularészletek konjugaldodtak az alapmolekuldkhoz. A flavonoidok
feltérképezése soran ezért egy masik megkozelitést alkalmaztam. A tomegspektrometrias
modszerekben rejlo lehetdségeket kihasznalva kivantam a konjugalt Gn. glikan részek mindségérdl
is informécidhoz jutni. Az eredmények azt mutattdk, hogy mindkét vizsgalt ndvénytipusban az
apigenin ¢és a luteolin aglikonnal rendelkez6 komponensek vannak jelen a legnagyobb
mennyiségben. A kakukkfiiben luteolin szdrmazékbol harom, apigeninbdl egy, tovabba egy
naringenin konjugdtum, mig a szurokfii esetében luteolin aglikonnal rendelkez6 komponensbdl
négy, apigeninbdl két szarmazék azonositasat végeztem el.

Munkam mésodik részében az olivaolajokban, az olivabogyoban és az olivalevélben talalhato,
jellemz6 polifenolnak, az oleuropeinnek illetve e komponens szabad formajanak, az oleuropein
aglikonnak vizsgéalatdval foglalkoztam. A kutatds apropdjat az irodalomban kozolt azon
megfigyelések adtdk, miszerint az oleuropein aglikon és ligsztrozid aglikonok nem célzott
vizsgalata soran e vegyliletek szamos izomer forméajat mutattak ki. Ezen izomerek 1étezésére,
illetve létjogosultsagara meggy6z0 bioldgiai magyarazatokkal nem rendelkeziink. Kérdésként
meriilt fel tehat, hogy valdéban izomer formak-e ezek a kimutatott és izomereknek tekintett alkotok.
Nem Iehet, hogy ezek valdéjaban nem izomerek, hanem valamilyen oleuropein szarmazékok,

melyek a vizsgalati modszerek hibas alkalmazasa miatt vezettek hibas konkluzidkra? Vizsgalataim
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soran nem célzott modon torténd tomegspektrometrias vizsgalatokat hajtottam végre annak
érdekében, hogy az iménti hipotézist vizsgalhassam. Eredményeim azt mutattak, hogy az 4ltalam
vizsgalt mintatipusokban korabban izomereknek feltételezett alkotok egy része valojaban nem
izomer. Ezek egy részérdl igazolni tudtam, hogy ezek oleuropein szarmazékok, melyekrél azonban
nem tudtam megallapitani, hogy azok a minta endogén alkotdi, vagy a minta-el6készités hatdsara
keletkezett ,,miitermékek”.

Doktori munkdm harmadik részében egy olyan specidlis tomegspektrometrids modszer
kifejlesztését mutattam be, mely az azonos iontdmegl aglikonnal rendelkez flavonoid
glikokonjugdtumok megkiilonboztetésére és meghatarozasara alkalmas. Ilyen modszerre azért lehet
sziikség, mert a konstiticiés izomerek szelektiv azonositasa még a nagy tomegfelbontdsu MS
késziilékek esetében sem lehetséges. Munkam soran sikertiilt erre a problémara megoldast talalnom
olyan tandem tomegspektrometrias vizsgalati moddszer alkalmazasaval, melyben a flavonoid
glikokonjugdtumokbdl ionforras fragmentacioval eldallitott (izomer) aglikon ionokat tovabbi
szelektivitdst eredményezé fragmentacionak vetettem ald. Ezt kovetéen olyan jellemzo
fragmensionokat valasztottam tovabbi vizsgalatra, melyek keletkezési gyakorisaga specifikus a
komponensekre nézve, fliggetleniil attol, hogy aglikonként vagy szarmazékként fordulnak eld a
mintaban. A moddszer megfeleloségét standard polifenolok vizsgalatan tal, valoédi mintak
vizsgalataval is igazoltam. Ennek keretében cseresznye, meggy, illetve az elsé témakdrben szerepld
két gydgynovényfajta, azaz a kakukkfii és a szurokfli mintdk vizsgalatdt végeztem el, melynek

soran példakkal igazoltam a modszer megfeleloségét.
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8. SUMMARY

The health benefits of polyphenolic compounds have been demonstrated in many studies. However,
several researches attempts are carried out to answer what exactly causes the positive properties of
these compounds. Until now, almost exclusively the antioxidant capacity was attributed to this
effect. Nowadays, an approach is becoming more dominant, which questions the fact that
antioxidant properties of the polyphenols observed in chemical tests could provide thorough
explanation of the in vivo biological effects. Therefore, more and more researchers aim to study
these mechanisms at the molecular level.

Polyphenols get into the human body via plant foods. It is difficult to understand the real
mechanisms of polyphenols since much of the wll-known polyphenols in plants are present not in
their in free forms but as conjugated compounds, mostly attached to sugars and organic acids. Due
to the large number of possible combinations of polyphenol conjugates, in many cases the actual
derivates occuring in plants are not exactly known. Therefore, to get detailed information on the
chemical structure of the polyphenols entering the body can be considered as a kind of precondition
of any research targeting to reveal their real mechanism of action. This is important because it is
known that the effect may depend largely on the exact form of the actual polyphenol. The analysis
of the intact polyphenol conjugates is a complex task. The most effective approach to study these
components is the liquid chromatography coupled to mass spectrometry.

In my PhD study, mass spectrometric methods were used and developed for the analysis of
polyphenols, which were designed to provide support for the more accurate discovery and thus the
better understanding the polyphenol conjugates in plants.

First, the focus was set on polyphenol analysis of Thyme and Oregano plants grown in
Hungary. In this study, two population (i.e., thymol-type and non-thymol-type) of Thymus vulgaris
L.) and two populations of oregano (“Common” (Origanum vulgare L. subsp. vulgare) and Greek
(Origanum vulgare L. subsp. hirtum)) were examined to compare their phenolic acid and flavonoid
patterns. Analyses were carried out followed by two different types of sample preparation in order
to investigate the ratio of the conjugated and non-conjugated phenolic acids present in the aqueous
extract. The first was a simple dilution of the aqueous extract, but the second included an alkaline
hydrolysis step. The aqueous, non-hydrolyzed extract represents the amounts of unconjugated
phenolic acids, while concentrations measured in the hydrolyzed extracts indicate the total amount
of conjugated and unconjugated phenolic acids present in the aqueous extract. Experiments were
carried out using high performance liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass

spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS).
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Results showed that the two-step sample preparation was necessary. The concentration of the
phenolic acids in the simple aqueous extract was 20-100 times less than after alkaline hydrolyzis. In
the analyzed herbs, rosmarminic acid was the main phenolic component. However, ferulic acid, p-
coumaric acid, and in the case of Thyme, siringinic acid were present also in remarkable
concentrations. Chlorogenic acid was 3 to 40 times higher and and caffeic acid was ~10 times
higher in the Oregano than in the Thyme. Furthermore in the Greek oregano population the
concentration of chlorogenic acid, ferulic acid, and sinapic acid was 5x, 2x and 3x higher than in
the Common oregano population respectively. In the case of the thymol-type population, the
amount of siriginic acid and rosmarinic acid was two times higher compared to the non-thymol-
type population.

As it is shown, it was neccessary to use an alkaline hydolysis to determine the ratio of the free
(non-conjugated) and conjugated forms of the phenolic acids. Nevertheless, this method is not
suitable to identify the type of moieties conjugated to the aglycone. Terefore, I used another
experimental approach in the case of flavonoid analysis. I also aimed to determine the glycan
moieties by mass spectrometry. The results showed that in both of the herbs, apigenin and luteolin
glycoconjugates have the highest concentrations. In Thyme, three luteolin, one apigenin and one
naringenin derivates were determined, while in Oregano four luteolin and two apigenin derivates
were observed.

The next part of my work was dealing with olive oils, olive fruit and olive leaves, in order to
examine forms of the oleuropein aglycone. The idea came from the literature where numerous
oleuropein and ligstroside isomers were determined by screening methods. However, we do not yet
sole chemical or biological explanation for the presence of these isomers. Thus it is still doubted,
whether these compounds are truly isomer forms or rather they are some type of oleuropein
aglycone derivates. In this study, non-target mass spectrometric methods were used in order to
make an attempt for answering this question. The results showed that in the same sample types
studied in the literature, not all the compound assigend as isomers, are isomers. It was proved that a
part of these compounds are oleuropein derivates, however it is not known, wheter these are
endogenous compounds of the sample or artefacts formed as a result of sample preparation.

In the third part of my study, a mass spectrometric method was developed and presented,
specialized for the distinguishing among the flavonoid glycoconjugates having isomeric aglycon
nuclei. Such methods are needed, since the selective identification of the structural flavonoid
isomers is not possible even by high-resolution tandem mass spectrometry. In my work, this
analytical problem was succesfully solved by developing a mass spectrometric method where the

ion-source generated (isomeric) aglycone fragments were further fragmented in the collision cell of
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the mass spectrometer. Diagnostic fragment ions were chosen, whose abundance ratio were turned
out to be specific for the analyzed components, regardless of the precursor from whch the aglycone
fragment was cleaved. The suitability of this method, were demonstrated with not only standards,

but also with real samples (sour and sweet cherry, thyme and oregano).
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10. MELLEKLETEK
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Melléklet 2: Kakukk és szurokfiivekbol két fajta minta-elokészités (vizes higitas és ligos hidrolizis)
segitségével mért fenolos savak eredményei
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