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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn vizsgaltuk és meghatéroztuk az Ujfehértéi Gyiimélestermesztési Kutaté és Szaktandcsadé Nonprofit Kozhasznit Kft.-t61
kapott, 2012-ben betakaritott meggyfajtak magjainak a csonthéjhoz viszonyitott endospermium aranyat, olajhozamat, valamint feltérképeztiik
a kiilonbozé fajtakbol szarmazoé magolajok tokoferol profiljat.

A kisérletek a meggymagok prepardlasaval kezdddtek, az elékészités utan nyert apolaros frakcioval dolgoztunk tovabb. Kromatogrdfidas
rendszert fejlesztettiink a tokoferol izomerek hatékony elvalasztisara, ezek utan meghatdaroztuk a kiilonbézo tokoferol formak koncentracioit,
illetve dsszehasonlitottuk azok aranyat az egyes olajmintakban.

Alapvetéen azt kellett tapasztalnunk, hogy a kiilonbozé izomerformak kéziil az alfa-, gamma- és delta-tokoferol megjelenik a mintdkban,
mig béta-tokoferolt nem detektaltunk az analitikai vizsgalatok soran. Az is vilagosan latszik, hogy az alfa- és delta-izomerekhez képest kima-
gasloan magas értékeket mértiink a gamma-tokoferolt illetéen, hozzavetdleg 1-1,5 mg/g-os koncentraciokat. Eme informdcio tiikrében kor-
vonalazodik, hogy a vizsgalt magyarorszagi meggyfajtik endospermium részei jelentds gamma-tokoferol felhalmozok.

Kulcsszavak: meggy, tokoferol, magolaj, nagyfelbontasii folyadékkromatgrafia
SUMMARY

In our experiments sour cherry kernels were investigated. The kernels of different sour cherry cultivars were originated from Ujfehértéi
Gyiimélcstermesztési Kutato és Szaktandcsado Nonprofit Kézhasznii Kft. Tocopherol profile, oil yields and nutritional value were stood in focus
of examinations.

We started processes preparing of sour cherry kernels. After the preparation recovered non-polar fraction was investigated. We worked
with formerly developed chromathographic system, which is capable to separate different tocopherol isomers efficiently. We measured
concentration of each tocopherol isomers and registered those and their relation in different oil samples.

According to received data, alpha-, gamma- and delta-tocopherol appeared in samples, but beta-tocopherol could not be detected. It
became clear that level of gamma-tocopherol is far higher than alfa- or gamma-isomer; it is concentration exceeded 1-1.5 mg ml'.

Keywords: sour cherry, tocopherol, kernel oil, HPLC

BEVEZETES Téplalkozastudomanyi szempontbol a tokoferolok,
tokotrienolok (E-vitamin) bizonyos betegségek preven-
Az Europai Unidban Magyarorszag jelentés meggy- tiv és hagyomanyos terapidjaban is alternativat jelent-
termesztése révén a vezetd exportalo orszagok egyike. hetnek, gyulladascsokkentd hatasuk és magas anti-
(Soltész, 1997; Apati, 2009) Elsésorban konzervként, oxidans kapacitasuk okan. Ilyen szempontbol kiilono-
illetve ipari nyersanyagként értékesitjiik a meggyet sen fontos lehet a szamos jotékony élettani hatassal
kiilfoldre, de a friss fogyasztasra szant exporttermék- rendelkezd gamma-forma, melynek forrasat — a feldol-
ként is jelentds, tehat a magyar mezdgazdasag perspek- goz6 és élelmiszeriparban nagy mennyiségben kelet-
tivajaban a meggy egy meghataroz6 eleme gytiimolcs- kez6 — meggymagok jelenthetik.
kertészetiinknek.

Napjaink egyik kardinalis kérdése a rohamosan no- E-VITAMIN IZOMEREK
vekvo népesség mindségi élelmezése. Ebben megha-

tarozo szerephez juthatnak az agrarszféra kiilonb6z6 A miszeres analitikai és kromatografias rendszerek
biotechnolégiai innovacioi (zold biotechnolédgia), vagy fejlédése lehetoveé tették, hogy felismerjék, az alfa-
a mar meglévé kondicidk egészség- és kornyezet- tokoferolon kiviil mas, kémiailag hozza hasonld ve-
tudatos, a fenntarthato fejlédés eszméjét koveto értel- gyliletek is el6fordulnak a természetben (Traber et al.,
mezése €s hatékony feldolgozasa. Az alabbi érteke- 1999). Ennek kdvetkeztében az E-vitamin elnevezés

zésben ez utobbi keriil a figyelem kozéppontjaba a nem csak egy, hanem a természetben eléfordulo nyolc
meggytermesztés mellett keletkezd, napjainkban csak vegylilet dsszefoglald neve. Ezek koziil négyet toko-

¢élelmiszeripari hulladékként értelmezett melléktermék, ferol, négyet tokotrienol néven ismeriink. Mindkét cso-
a meggymagok analitikai jellemzése nyoman. portban kdzos a kroman gytirti (2,3-dihidro-benzopiran

Az elmult években az érdeklédés kozéppontjaba gylirli), melyhez a tokoferolok esetében egy tizenhat
kertiltek a funkcionalis élelmiszerek, egyre nagyobb szénatomos, telitett, a tokotrienolok esetében szintén
szerephez jut a dietetika tudomanya, valamint nagy egy tizenhat szénatomos, de harom kettdskotést tartal-
hangsulyt fektetnek az igynevezett antioxidans kapaci- mazo6 oldallanc csatlakozik.

tasu vegyiiletek kutatasara.
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A természetben eléforduld négy tokoferolt és négy
tokotrienolt alfa, béta, gamma és delta elotaggal jelo-
lik, a metilcsoportok kromanvazon valo helyzetétol és
szamatol fiiggden (1. dbra) (Antal és Regdly-Mérei,
2012).

Fizikai tulajdonsagait illetden a tokoferolok a hal-
vany sargatol a borostyanig valtozoé szintiek, majdnem
szagtalan, tiszta, viszkozus olajok, amelyek levegére,
hére, fényre, oxidaloszerekre és bazisokra érzé¢kenyek.

Vizben nem, alkoholban kevésbé jol, zsirokban, ola-
jokban jol oldédnak (Fitzpatrick et al., 2012).

A TOKOFEROLOK SZINTEZISE A NOVENYI MAG-
VAKBAN

A tokoferolok szerepe a névények anyagcsere-folya-
mataban nem ismertek teljes egészében, de az elmult
években sikeriilt feltérképezni a bioszintézisutat (2.
abra).

1. dbra: A tokoferol izomerek kémiai szerkezete
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Figure 1: The chemical structure of tocopherol isomers
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Figure 2: Biosynthesis of tocopherol isomers
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A tokoferol-szintézis kiindulasi vegyiiletei az aro-
mas aminosav-anyagcserébol €s az izoprén-szintézis-
bél szarmaznak, azok intermedierei. Elsé 1épésében a
p-hidroxi-fenilpiruvat dekarboxilezddik citoszolikus
dioxigenaz katalizalta reakciokban és képzddik beldle
homogentizinsav. A tovabbi reakciok a kloroplasztisz
belsé membranjan lokalizalodnak. A homogentizinsav-
hoz — a mevalonsav-ut koztiterméke — egy fitil oldal-
lanc kapcsolodik a homogentizat fitiltranszferaz altal
katalizalt reakcioban, és képzddik beldle 2-metil-6-
fitil-1,4-benzokinol (MPBQ). Az MPBQ vagy delta-
tokoferolla alakul a tokoferol-ciklaz altal, vagy pedig
metilezddik 1étrehozva a 2,3-dimetil-6-fitil-1,4-benzo-
kinolt (DMPBQ), majd szintén a tokoferol ciklaz en-
zim katalizalasa mellett kialakul a gamma-tokoferol. A
gamma-tokoferol-metil-transzferaz katalizalta reakcio-
ban a gamma-tokoferolbol alfa-tokoferol, a delta-toko-
ferolbdl pedig béta-tokoferol képzddik (Arango és Heise,
1998; Sattler et at., 2003).

A tokoferol szintézisét a novényekben a kdrnyezeti
stressz €s az arra érzékeny stresszhormonok szabalyoz-
zék (Szarka et al., 2012).

Mint minden olajraktarozé ndvényben — igy a meggy-
ben is — az olajban jelen 1évé makromolekulak ATP szin-
tézisre, azaz energia felszabadulasra forditodnak. Ezt
az energiat a sejtek mitokondriumaban lejatszodo béta-
oxidacio, végso soron a termindlis oxidacio szolgaltat-
ja. Ezen enzimatikus folyamatok soran szamos szabad-
gybk keletkezik a sejtben Feltehetéen ezen szabad-
magban nagy koncentracmban felhalmoz6do gamma-
tokoferol a magas antioxidans kapacitasa nyoman.

TOKOFEROLOK HATASA A HUMAN SZERVE-
ZETRE

Az E-vitamin formak (tokoferolok és tokotrieno-
lok) szamos biologiai hatassal rendelkeznek. Csokken-
tik a véredények permeabilitasat és befolyasoljak a
kollagén képzodését. Ujabb kutatdsok szerint az E-vi-
tamin egyediilalléan részt vesz szamos gén szabalyo-
zasaban. Tovabba a gamma-tokoferol képes gatolni a
human daganatos sejtek sejtciklusanak elérehaladasat
és a sejtosztodast (Blazovics, 2009). Mindazonaltal
legismertebb élettani befolyasuk az antioxidans és
gyulladascsokkento tulajdonsag (Mandl, 2004).

Gamma-tokoferol antioxidans hatasa

A gamma-tokoferol képes reakcioba 1épni a szer-
vezetben képzddé nitrogén-monoxid gyok és a szuper-
oxid anion reakcidjaban létrejovo peroxinitrit anionnal,
amelyet egy stabilisabb formava 5-nitro-gamma-toko-
ferolla alakit, igy képes eliminalni a szervezetre karos
peroxinitrit anionokat. A nitralas egy fontos mechaniz-
musnak mindsiil a reaktiv nitrogén-oxidok méregtele-
nitésében (Wiliamson et al., 2002; Brannan és Decker,
2003; Campbell et al., 2003).

A majban csak alfa-tokoferol transzfer-protein ta-
lalhato, ami nem tudja szallitani a gamma-tokoferolt,
ennek kovetkeztében a gamma-izomer az eperendsze-
ren keresztiil a bélbe kertil. Az epeuti kivalasztodas is
hozzajarul a székletben 1évé mutagének megsziinteté-
séhez, végeredményben a vastagbélrak kialakulasi koc-
kazatanak csokkenéséhez (Campbell et al., 2003) (3.
abra).

3. dbra: Az RNS (reaktiv nitrogén szarmazékok) és a reaktiv oxigén metabolitok (ROS) kapcsolata

tokoferol aktivitassal a vastagbélben

v~ TOH From iNQS
. ¥ -
NO2 NO + O; & » O; £ » H30;
l -NOI
HOND

DAY

5- nitroso- + TOH

D ‘—
/ marr

damaged
DI'jA

/
L. \DNA__/

&_’ ONOD

¥+TOH \
¥— nitroso- W TOH \

From Fecal Bacteria

Fe™®

\ LOO'—
mutations TOH
cel| death

apoptosis a'o

carsinogenesis
aging

P

— " MDA

Figure 3: Realitionship of the RNS (reactiv nitrogen species) and reactive oxygen metabolites with activity of tocopherol int he large

intestine

29



Bir6A et al.:Layout 1 2/17/15 12:16 PM Page 4

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2015/63.

A gamma- (és alfa) -tokoferol gyulladascsokkentd
hatasa

2007-ben Reiter és Campbell vilagitottak ra az alfa-
¢és a gamma-tokoferol gyulladascsokkentd hatasara. Az
antiinflammatorikus hatas kétféleképpen mikddhet.
Egyrészt a gyulladast kivalto gének transzkripcidjanak
jelatviteli utvonalak modulalasan keresztiil. A masik
alternativa az eikozanoid bioszintézisben résztvevo en-
zimek aktivitasanak gatlasa. Az alfa-tokoferol jar élen
a jelatvitel, mig a gamma-tokoferol az eikozanoid bio-
szintézis enzimrendszerének gatlasaban.

A gamma-forma gyulladascsokkent6 hatasa abban
all, hogy csokkenti a ciklooxigenaz enzim (COX-2) ak-
tivitasat, a COX-2 specifikus gatlasa pedig csokkenti a

prosztaglandinok (PGE2) szintézisét arachidonsavbol,
amelyek feleldsek a fajdalom és a gyulladas kialakula-
saért. Ily modon a gamma-tokoferol egy nem szteroid ti-
pust gyulladascsokkentd hatassal is rendelkezik (Jiang et
al., 2000; Campbell et al., 2003; Reiter et al., 2007) (4.
dbra).

A COX-2 gatlas egy masik aspektusat — amely szer-
vesen nem csatlakozik az antiinflammatorikus hatas
értelmezéséhez — itt fontosnak tartom megemliteni,
ugyanis szamos tudomanyos kutatas igazolja, hogy a
gamma-tokoferol jotékony hatdssal van a prosztatarak
kialakulasanak megel6zésére és kezelésére a COX-2
aktivitasanak gatlasan és a kovetkezményes proszta-
glandin-szintézis blokkolasan keresztiil, tudniillik a
COX-2 a prosztatarak kialakulasat, mig a PGE2 az attét-
képzddést segitheti el (Bonn, 2001).

4. abra: Alfa- és gamma-tokoferol altal kozvetitett gyulladascsokkenté hatasok lehetséges molekularis mechanizmusai

pro-inflammatory cytokines and other
pro-inflammatory stimuli
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Figure 4: Possible molecular mechanism of antiinflammatory effects mediated by alfa- and gamma-tocopherol

ANYAG ES MODSZER

AKkisérletek soran vizsgalt meggyfajtak az Ujfehér-
toi Gytimolcstermesztési Kutatd és Szaktanacsado
Nonprofit Kdzhaszni Kft.-t6] szarmaznak. A minta-
gylijtés 2012. junius és julius kdzepe kozott tortént, az
érés utolso szakaszaban. A betakaritott meggyet a la-
boratoriumba érkezés utan fagyasztva taroltuk (-20 °C).

Az olajmintak preparalasa

A gytimdleshus eltavolitasa utana a magokat szoba-
hémérsékleten szaritottuk. A szaritast kovetden fajtan-
ként, Sartorius BL210S analitikai mérlegen lemértiik
a magok tomegét. Ezt kovetden a magokat feltortiik és
elvalasztottuk az endospermiumtoél, melyet dérzsmo-

zsarban homogenizaltunk. BIOSAN MSH300 magne-
ses keverén a homogenizalt mintakat 45 ml térfogatt
n-hexannal kevertettiik egy oran keresztiil. Az extrak-
ciokat minden minta esetében egyszer ismételtiik meg.
Az erds apolaros olddszeres kivondst kdvetéen a min-
takat sziirGpapiron szlrtiik. A szlrés soran keletkezett
permeatumot BUCHI R-210 vakuumbepérléval parol-
tuk be. A modszer utolsod 1épéseként a visszamaradt
apolaris frakciot 5 percen keresztiil 10 000 s'-en cent-
rifugaltuk (2-16 Sartorius). Az olajokat a mliszeres mé-
résekig hiitve (-20 °C-on) taroltuk.

Alkalmazott kromatografias rendszer

Meg kell emliteniink, hogy az irodalmi munkakban
az izomerarany-értékelést megneheziti, hogy nem min-
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den esetben valasztjak el a gamma- és béta-tokoferol
szarmazékokat egymastol, az izomerek kémiai szerke-
zetét illetd nagyfoku analdgiabol adddo elvalasztas-
technikai komplikaciok okéan (Ball, 2000; Pyka ¢és
Sliwiok, 2001; Kornsteiner et al., 2005; Tuberoso et
al., 2007).

Munkacsoportunk ezen probléma megoldasat sike-
resen végrehajtotta, ugyanis a kiilonbdzo tokoferol-for-
mak elvalasztasa hatékonyan megvalosult, melyet az
5. abra kromatogramja bizonyit.

A kisérletek alkalmaval 3 parhuzamos mérést vé-
geztiink, melyek segitségével minden paraméter esetén
megallapitottuk a szorasértékeket.

Az ismert irodalmi munkakhoz képest a hatéko-
nyabb elvalasztast a kovetkezd HPLC-rendszeren si-
keriilt elvégezniink. A mintakat Merck-Hitachi LaChrom
nagy nyomasu folyadékkromatograf diddasoros detek-
torral L-7455 analizaltuk, automata mintavevovel L-
7250, interface L-7000, pumpa L-7100 és a HPLC
rendszerhez Manager szoftvert hasznaltunk. Allofa-
zis: phenomenex Luna NH2 5 um, 250 mmx4.6 mm
(283104-16) kolonna. Izokratikus elticié mellett n-hexan:
dioxan=80:20 1 ml/perc aramlasi sebességgel 295 nm-
en detektaltuk a komponenseket.

5. abra: Alfa-, béta-, gamma- és delta-tokoferol standard mix kromatogramja
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Figure 5: Chromatogram of standard mix of alpha-, beta-, gamma- and delta-tocopherols

EREDMENYEK

A mérések soran eldszor meghataroztuk a kiilonbo-
70 fajtak endospermiumanak csonthéjhoz viszonyitott
tomegaranyat, majd az endospermiumok olajhozamait
(1. tablazat), valamint a magolajban 1év6 tokoferol-
izomerek koncentracioit (2. tablazat, 7. dbra).

1. tablazat
A meggymag magbél- tartalom arinya és olajhozamok

Meggy- A meggymag magbél-tartalom Olajhozam
fajtak(1) ardnya (%)(2) (%)(3)
M 17,96+2,83 12,28+2,73
A 19,87+2,82 14,68+2,85
E 18,21+1,89 15,27+1,19
Eva 24,88+4,40 10,91+2,32
Kantorjanosi 21,06+2,20 8,38+1,22
Petri 20,30+2,58 13,44+1,46

Table 1: Nutritional values of sour cherry seeds and the oil
yield
Sour cherry cultivars(1), Kernel-content rate of sour cherry seeds(2),
Oil yields(3)

Az [. tablazatban lathato, hogy a csonthéj beltar-
talmanak szazalékos aranyat tekintve koriilbeliil 20%-
os értékeket kaptunk, vagyis az endospermium a mag
kozel 6tod részét teszi ki. Viszonylag kiugro értéket
kaptunk az Eva’ esetében, melynél a beltartalom sza-
zalékos aranya kozel 25%. A legkisebb értéket az "M’
fajtanal mértiik, 17,96%-ot.

Az olajhozam 10-15% kozott van a vizsgalt min-
takban. A legkevesebb értéket ad6d *Kantorjanosi’
8,38%-a joval az atlagos olajhozam alatt van. A legma-
gasabb olajhozamot a vizsgalt fajtak koziil az 'E’ fajta
produkalta 15,27%-kal.

Kromatografias rendszert fejlesztettiink a tokoferol-
izomerek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara. A
tokoferolok azonositasahoz és mennyiségi meghata-
rozasahoz standardokat hasznaltunk (Alfa Aesar,
Germany). A kiilonbdz6 izomerek retencios ideje lat-
hat6 a kdvetkez6 abra kromatogramjan (6. dbra).

A 2. tablazatban és 7. dabran lathatdak az alfa-,
gamma- ¢és delta-tokoferol izomerek koncentracioi a
kiilonboz6 fajtakban.

Atlagosan 0,03 mg/g koncentracioban van jelen az
alfa-forma a mintdkban. A legmagasabb értéket, hozza-
vetbleg 0,05 mg/g-ot az "M’ fajtaban detektaltuk. A
legalacsonyabb koncentraciot az *A’ fajtaban mértiik,
egész pontosan 0,019 mg/g-ot.
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6. abra: Az ,,M” fajta kromatogramja
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Figure 6: Chromatogram of the ,, M species

2. tablazat

A vizsgalt meggyfajtak alfa-,gamma- és delta-tokoferol koncentraciéi

Meggy- Kiindul4si Alfa-tokoferol koncentraciéja ~ Gamma-tokoferol koncentraciéja  Delta-tokoferol koncentracidja
fajtak(1) tomeg (g)(2) az endospermiumban (mg/g)(3)  az endospermiumban (mg/g)(4)  az endospermiumban (mg/g)(5)
M 2,1002 0,0468+0,0166 1,5588+0,1402 0,0978+0,0062
A 1,9313 0,0186+0,0056 1,4725+0,1172 0,0796+0,0200
E 2,7160 0,0331+0,0030 1,0874+0,0813 0,0483+0,0075
Eva 1,1436 0,0225+0,0053 1,0108+0,0182 0,0437+0,0053
Kéntorjanosi 2,5086 0,0291+0,0040 0,9920+0,1166 0,0427+0,0053
Petri 1,0179 0,0185+0,0040 1,0197+0,1101 0,0438+0,0053

Table 2: Concentration of alfa-,gamma- and delta-tocopherol of the investigated sour cherry species
Sour cherry cultivars(1), Weighed mass(2), Concentration of alfa-tocopherol in the endospermium(3), Concentration of gamma-tocopherol in
the endospermium(4), Concentration of delta-tocopherol in the endospermium(5)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

7. abra: A vizsgalt meggyfajtak alfa-, gamma- és delta-tokoferol koncentraciéi

M

—

A E

Eva

KJ

Petri

B Alfa-tokoferol
(mg/g)

Gamma-tokoferol
(mg/g)

M Delta-tokoferol
(mg/g)

Figure 7: Concentration of alpha-, gamma- and delta-tocopherol of the investigated sour cherry species

Magasabb koncentracidban jelenik meg a delta-

A gamma-forma megjelenése az el6z6

I

két izomer-

tokoferol a kiilonb6z6 fajtakban. Hasonldan az alfa-
tokoferolhoz, az M’ fajtaban mértiik a legmagasabb
delta-tokoferol koncentraciot (0,098 mg/g), a legala-
csonyabbat viszont a ’Kantorjanosiban’ (0,04 mg/g).

hez képest sokkal hangsulyosabb a kiilonb6z6 olajok-
ban. A mérések soran 1-1,5 mg/g értékeket kaptunk a
gamma-tokoferolt illetden, a legmagasabbat, 1,56 mg/g-
ot az "M’ fajtaban. Ezek az értékek mind az alfa-, mind
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a delta-tokoferol koncentracioihoz képest nagysag-
renddel nagyobbak.

Osszefoglalva a négy tokoferol izomer kéziil hdrom,
az alfa-, gamma- ¢és delta-forma megtalalhaté a meggy
magolajaban, béta-tokoferolt viszont nem detektaltunk.

A harom izomer koziil a gamma-tokoferol koncentra-
cioja a legmagasabb. A kiilonbség jelentds mind az
alfa- és gamma-, mind a delta- ¢s gamma-izomer kor-
relacidjaban.
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