HomokiJ et al.:Layout 1 2/17/15 12:22 PM Page 1 %

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2015/63.

Régi hormon uj csodaja: magyarorszagi meggyfajtak
mint természetes melatonin forrasok

'"Homoki Judit Rita — 2Gyémant Gyongyi — 'Remenyik Judit
Debreceni Egyetem
'Mezbgazdasagi-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar,
Allattudomanyi, Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet, Debrecen
2Természettudomanyi és Technoldgiai Kar,
Szervetlen- és Analitikai Kémiai Tanszék, Debrecen
homoki.judit@gmail.hu

OSSZEFOGLALAS

Kisérleti munkank sordan extrakcios eljardast dolgoztunk ki a melatonin hatékony kiolddsa érdekében. Tovabba kromatogrdfias eljarast fej-
lesztettiink ki a melatonin kvantitativ és kvalitativ meghatarozasara. Preparativ HPLC-s technikaval a standarddal egyezd vegyiiletet tisztitottunk
az extraktumbdl és a tisztitott minta szerkezetét MALDI TOF-MS technikaval és NMR analizissel igazoltuk. Méréseink alapjan megallapithato,
hogy a biologiai érettség dallapotaban betakaritott magyarorszagi meggyfajtak nagy mennyiségii melatonint tartalmaznak.

Vizsgdlataink alapjan elmondhato, hogy a ,, VN4 " fajta kiemelkedden magas melatonin tartalommal 9,893 ug/g rendelkezik. Eredményeink
arra engednek kivetkeztetni, hogy a ,, Bosnyak” fajtakorbdl szelektalt ,, VN4~ fajta melatonin felhalmozo. Az altalunk vizsgalt magyarorszagi
meggyfajtak melatonin tartalmanak atlagos értéke 2,319 ug/g.

Kulcsszavak: meggy, melatonin, HPLC, MALDI-TOF MS, NMR
SUMMARY

During our experimental work an effective extraction procedure has been developed for melatonin. Further chromatography was
developed the quantitative and qualitative determination of melatonin. A compound that was equal to the standard was purified from the
extract by preparative HPLC technique and the structure of the purified sample was confirmed by MALDI-TOF-MS and NMR analysis. Based
on our measurements, harvested in the state of biological maturity Hungarian sour cherry cultivars contain high levels of melatonin.

Our results show that "VN4" variety has extremely high melatonin content, 9.893 ug g and suggest that "VN4" which were selected from the
"Bosnydk" varieties is melatonin accumulating. The average value of the melatonin content of Hungarian sour cherry cultivars is 2.319 ug g’

Keywords: sour cherry, Melatonin, HPLC, MALDI-TOF MS, NMR

BEVEZETES ja van, az alma mellett a legnagyobb mennyiségben
termesztett gyiimolcsiink (16%).
Az elmult években egyre fokozddott az igény az Célunk a fent emlitett hormonhatasti molekula, a
¢letmindség javitasat befolydsold anyagok (pl. az anti- melatonin kimutatdsa a magyarorszagi meggyfajtak-
oxidansok) megismerésére, vizsgalatara és felhaszna- bol.

lasara. Az egyre fokozddo, stresszel teli életmdodunk
megkivanja, hogy figyeljiink szervezetiink egyenstlya- Melatonin
nak megtartasara. Ehhez azonban sokszor nem elegen-

d6é a hagyomanyos taplalkozassal a szervezetiinkbe Pergamon (i. sz. 130-200) 2000 évvel ezelott leirta
juttatott tipanyagok mennyisége és mindsége. Ahhoz, a melatonint termeld tobozmirigyet, a glandula pinea-
hogy a szervezetiinkre jellemz6 biokémiai folyamatok list, mely a kozti-, és kdzépagy hataran a kozépagy
végbe menjenek, teljes értéki taplalékot kell fogyasz- fels6 ikertestei kozott fekvo kb. 0,5 cm hosszu és né-
tanunk, amelyek természetes formaban tartalmazzak hany mm széles bels6 elvalasztasu mirigy (Szentagothai
az ¢lethez nélkiilozhetetlen bioaktiv komponenseket. ¢és Réthelyi, 1997). Az altala termelt melatonint csak
A nemzetkozi irodalomban a melatonin nem is- 1958-ban sikeriilt azonositani, miutan Lerner et al.
meretlen molekula, tobb mint 50 éve vizsgaljak az N- (1958, 1959) izolaltak szarvasmarha tobozmirigy szo-
acetil-5-metoxi-triptamin hatasat a human szervezetre. vetb6l szarmazo hormont, amely f6 kivalasztasi termé-
A kutatasok soran kideriilt, hogy a melatonin élettani ke a mirigynek az emlésokben. 1995-ig a kutatok ugy
hatéasa sokkal szélesebb spektrumil annal, mint ahogy gondoltak, hogy a melatonin egy kizarolag gerincesek-
azt korabban gyanitottak. Folyamatos kutatasoknak ko- ben megtalalhaté hormon, melynek feladata az alvas—
szonhetden a melatoninrdl elmondhato, hogy lényegé- ¢ébrenlét ciklus szabalyozasa.
ben egy belso, altalanos szabalyoz6 molekula, ugyne- A melatonin molekula amfoter tulajdonsagokkal
vezett ,,0s0sszerendez4” hormon. Vizsgalatunk alanya- rendelkez6 vegyiilet (1. dbra). A molekula egy polaris
nak azért a magyarorszagi meggyfajtakat valasztottuk, és egy apolaris részbdl all. Ez teszi lehetové, hogy a
mert hazank foldrajzi, éghajlati adottsagainak és a ha- melatonin polaros és apolaros kdzegben is jol oldodik,
zai évtizedes nemesité munkanak koszonhetéen kima- azaz képes transzlokalodni a sejtmembranon és ezaltal
gaslo beltartalmi paraméterekkel rendelkez6 fajtak jot- bejutni a sejtekbe és sejtorganellumokba.

tek létre. A hazai meggytermesztésnek évszazados mult-

65



HomokiJ et al.:Layout 1 2/17/15 12:22 PM Page 2

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2015/63.

1. abra: A melatonin kémiai szerkezete

HaCO

Figure 1: The chemical structure of Melatonin
A melatonin bioszintézise

A melatonin prekurzora a triptofan, mely egy esz-
szencialis aminosav, ami azt jelenti, hogy csak a tapla-
lékkal jut a szervezetiinkbe, igy az élelmiszereknek
eltérd triptofan tartalma okozhatja a melatonin szint in-
gadozasat a human szervezetben (Dopfel et al., 2007).
A melatonin bioszintézise (2. abra) a triptofanboél indul
ki és a triptofan-hidroxilaz katalizalta reakcioban 5-
hidroxi-triptofan keletkezik. A dekarboxilaz enzim ha-
tasara 5-hidroxi-triptamin, ismertebb nevén szerotonin
keletkezik. A kdvetkez6 1épésben N-acetil transzferaz
segitségével N- acetil-szerotoninna alakul, majd a hid-
roxi-indol-O-metil-transzferaz eznim altal katalizalt
reakcioban kialakul a melatonin. Az elézéekben leve-
zetett szintézis Utvonal jellemz6 valamennyi €é161ény-

nél, az emlésoknél, baktériumoknal, gombaknal és a
novényeknél is (Salisbury és Ross, 1992; Yu és Reiter,
1993; Blazer ¢és Hardeland, 1996).

A melatonin elterjedése az élévilagban

A melatoninrol sokaig tigy gondoltak, hogy egy en-
dogén modon keletkez6 molekula, amely kizarélag a
gerincesekben talalhatdo meg. Késobb sikeriilt kimutat-
ni a melatonint a fotoszintetizald Rhodospirillum rub-
rum nevl prokariotaban is (Manchester et al., 1995).
A N-acetil-5-metoxi-triptamin molekula szintézis ut-
vonala erdsen konzervalodott. A melatonin molekula
eredete becslések szerint 2,5 milliard évvel ezelbttre
vezethetO vissza. Feltételezések szerint a melatonin ab-
ban az iddben fejlddhetett ki, amikor az é16 szervezetek
megkezdték az atmenetet az anaerob anyagcserérol
aerob anyagcserére. Ebbdl az kovetkezik, hogy a mela-
tonin eredeti és elsddleges funkcidja az el szerveze-
tekben az, hogy antioxidansként szolgaljon, tehat az
aerob anyagcsere soran keletkezett szabad gyokok eli-
minalasaért felelés molekula (Tan et al., 2010; Blask
etal.,2011; Motilva et al., 2011; Hardeland et al., 2012).
Az elmult évtizedekben ezt a hormonhatasu vegyiiletet
megtalaltdk magasabb rendli névényekben, rovarok-
ban, fonalférgekben és gombakban is (Tan et al., 2007b;
Stehle et al., 2011; Migliori et al., 2012).

2. dbra: A melatonin bioszintézise
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Figure 1: Biosynthesis of Melatonin

A melatonin szerepe a névényvilagban

Ezen kutatasi eredmények utan a melatonin kere-
sése a novényekben elkeriilhetetlen volt. Koriilbeliil
egy évtizeddel ezel6tt a melatonint megtalaltak a foto-
szintetikus dinoflagellate-ban (Gonyaulax polyedra).
Ezekben a fajokban a melatonin ¢élettani szintje Iénye-
ges az antioxidans védelem szempontjabol (Poeggeler
¢és Hardeland, 1994). A vizsgalatok sikeresen kimutat-
tak, hogy a melatonin a névényvilagban is megtalalha-
to (Reiter et al., 2001). Ezen eukariotaknal a melatonin
bioszintézise a kloroplasztiszban valamint mitokond-

riumban megy végbe (Tan et al., 2013). Legtijabb ku-
tatasok szerint a magasabb rendd novények is termelik
az N-acetil-5-metoxi-triptamint, foként a levélben, ter-
mésben és a magban halmozodik fel. Novények eseté-
ben a melatonin valészinlleg az oxidativ stressztol
védi az él6lényt.

A melatonin kémiai struktirajat tekintve egy indo-
lamin, szintézise az L-triptofanbol indul ki, mely egy
esszencialis aminosav, ebbdl keletkezik a szerotonin,
mely egy neurotranszmitter, és keletkezik indol-3-ecet-
sav (IAA), amely az auxinok csaladjaba tartozik. A
melatonin ¢és az IAA hasonldsaga néhany kutatot arra
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0sztonzott, hogy megvizsgalja az exogén melatonin
hatasat a novekedésre. Sikeriilt igazolni, hogy a mela-
tonin hatasos ndvekedési faktor (Hernandez-Ruiz és
Cano, 2004). Nemrégiben bebizonyosodott, hogy a
melatonin serkenti az etiolalt csillagfiirt sziklevelek
novekedését (Hernandez-Ruiz és Arnao, 2008) és sze-
repe van a fitoremediacioban is (Tan et al., 2007bc).
Kiilonboz6 stressz-hatasok, mint példaul intenziv UV
sugarzas, akut hdmérsékletvaltozas vagy bizonyos kémiai
agensek eredményeként, néhany antioxidans vegyiilet
magasabb mennyisége mutathato ki (Roggero és Garcia-
Parrilla, 1995; Cantos et al., 2000). A melatonin szint
névekedése kapcsolatban lehet a védelmi mechaniz-
mussal, ami segit megkiizdeni ezekkel a stresszhata-
sokkal. S6t, azok az alpesi €s mediterran novények,
amelyek intenziv UV sugarzasnak vannak kitéve, ma-
gasabb melatonin koncentracioval rendelkeznek (Conti
et al., 2002). Nagy intenzitastt UV-B sugarzast alkal-
maztak Guralensis gydkéren, kétszeresére novekedett
a melatonin tartalom, mint alacsony intenzitasu UV-B
sugarzas esetén. Egyes szerzok ugy vélik, hogy a nové-
nyek antioxidans szintetizalasaval védik meg magukat
a sugarzas ellen (Reiter et al., 2007).

A ndvények nagy mennyiségii melatonint tartal-
maznak. Nagy rész¢ét a ndvény maga szintetizalja, e fo-
lyamathoz sziikséges valamennyi enzimet ismerjik.
Egy kisebb hanyadat a melatoninnak, a talajbol fel-
szivas soran veszik fel a névények vizben oldott alla-
potban (Tan et al., 2007a). A melatonin antioxidans ha-
tasat az els védelmi vonalon fejti ki. Az élélényekre
jellemzo biokémiai folyamatok soran a melatonin a
kloroplasztiszt és a mitokondrium védelmét latja el
ugy, hogy detoxifikalja, azaz eliminalja a sejtlégzés so-
ran keletkezett szabad gyokoket. Figyelembe véve a
mitokondrium és kloroplasztisz kdzos evolicids ere-
detét nem meglepd, hogy ezek az intracellularis sejt-
organellumok képesek szintetizalni a melatonint min-
den sejtben. Osszefoglalva, a mitokondrium és a kloro-
plasztisz képes a melatonin termelésre (Reiter et al.,
2002; Acuna-Castroviejo et al., 2011; Ozturk et al., 2012;
Song et al., 2012; Wang et al., 2012; Park et al., 2013).
Szamos tanulmany van arra vonatkozoan, hogy a mela-
tonin képes megakadalyozni a klorofill bomlasat, ezal-
tal megorzi a kloroplasztisz fiziologiai hatasat, vala-
mint védi a kloroplasztisz integritasat és eldsegiti a fo-
toszintézis folyamatat (Tan et al., 2012; Zhang et al.,
2013). A melatonin gatolhatja a gyiimolcs 1d6 el6tti le-
hullasat. A melatonin koncentracidja rendkiviil kiilon-
b6z6 a ndvényekben, valamint nem egyenléen oszlik
meg a ndvényi részekben. A melatonint megtalaltak
egyéb novényi részekben Gigymint gyokerekben, sza-
rakban, levelekben, gylimolcsokben és a magvakban. A
legtobb elemzett novény ehetd. A megvizsgalt kevés
gylmolcs kdzott melatonint talaltak a Montmorency
meggyben (16—18 ng/g) (Burkhardt et al., 2001). A
meggy érettségi foka nem korrelal a mért melatonin
szinttel (Reiter et al., 2001). Egy 2000-ben késziilt ta-
nulmany soran a szerzék szamos ndvényfajtanak meg-
vizsgaltak a melatonin tartalmat. A publikaciokbol ki-
deriilt, hogy a kiilonbdzé novényi részek eltéré meny-
nyiségben tartalmazzék a melatonint. Altalaban elmond-
hato, hogy a ndvényi magvakban alacsony koncentra-
cidban van jelen a molekula, kb. 7-29 ng/g szaraz to-
megre vonatkoztatva, (Manchester et al., 2000) mig a

z0ld novényi részekben és a termésekben nagyobb,
egyes ndvényeknél viszont kiugréoan magas melatonin
koncentraciot detektaltak, kb. 30—700 ng/g szaraz to-
megre vonatkoztatva.

A melatonin hatasa a human szervezetre

A tobozmirigy (glandula pineale) melatonin szekré-
cidjanak fontos szerepe van a cirkadian ritmus kiala-
kulasaban. Ellentétben a klasszikus endokrin mirigyek-
kel, a tobozmirigyet nem befolyasoljak mas bels6 elva-
lasztast mirigyek, vagy az azokbol szarmazd hormo-
nok. A melatonin termelés f6 szabalyozdja a fény. A
tobozmirigy éjszaka folyaman bdségesen termel mela-
tonint (Reiter, 1993). A cirkadian ritmus kialakitasaban
fontos szerepet jatszanak kiterjedt idegrendszeri terii-
letek, tigymint a SCN vagy mas néven a szuprakiaz-
matikus mag, amely vezérli a melatonin szekréciot. A
mag az agyalapon helyezkedik el és koriilbeliil 10 000
neuronbol all. A mag neuronjaiban endogén ritmusge-
neralas mutathato ki, és ide futnak a retinabol jovo nem
vizualis rostok. Ez a retina-hypothalamus dsszekdtte-
tés. Amennyiben ezek a neuronok barmilyen karoso-
dast szenvednek, az ¢161ény napi ritmusa felborul. A
napfelkeltével novekszik a retina fotoreceptorai altal
érzékelt fény intenzitdsa, amely az agyba jutva csok-
kenti az SCN-n keresztiil a tobozmirigy aktivitasat,
ezzel eldsegitve a szervezet felébredését. A szervezet a
délutan folyaman éri el a legalacsonyabb melatonin
szintet. Nagyon jo példa a cirkdian ritmus megzavara-
sara az ugy nevezett ,jet-lag” jelenség. Ez azt jelenti,
hogy ha valaki repiilégéppel tobb id6zonat is atrepiil,
akkor az utazasokat kovetden tobb napba is telhet az
egyéni alvas alkalmazkodasa a helyi idokhoz. Melato-
nin tartalma készitmények szedésével az alkalmazko-
das mértéke javithatd (Fonyd és Ligeti, 2007).

A melatonin nagyon hatdsos szabadgyok megkotd
vegyiilet, sokkal hatékonyabb, mint a referencianak
szamitd E-vitamin (Claustrat et al., 2005). A human
szervezetekben a biotranszformacio soran mas biogén
aminokka alakul pl. kinuraminok. A szervezetben a
melatonin biotranszformacioja két 1épésben torténik.

Az els6 Iépésben a melatonin direkt oxidacié soran
N-acetil-N-formil-5-metoxi-kinuraminna alakul. (Ezt
in vitro kisérletben igazoltak. Teljes kinetikai és szer-
kezetvizsgalatokkal irtak le. A kisérletekben vizsgaltak
a melatonin ¢és a H,O, reakciojat.)

Masodik 1épésben az AFMK-t a kataldz enzim at-
alakitja N-acetil-5-metoxi-kinuraminna. A melatonin
antioxidans tulajdonsagaért ez a vegyiilet a felelds
(Tan et al., 2013). Ezt a szarmazékot a plazmabol is
sikeriilt kimutatni. Leirtak egyes biokémiai folyama-
tokban a szerepét, igy pl. az AMK gatolja a proszta-
glandinok bioszintézisét, vagy képes hozzakapcsolodni
a GABA receptorokhoz (Zurowski et al., 2012).

Az N-acetil-5-metoxi-triptamin adagolasa gatolja a
daganatok novekedését ezért preventiv hatdsa van. De
megel6z6 szerepe nagyban fiigg az ember életmadjatol
és az étkezési szokasaitol is. A melatonin prekurzora a
triptofan, igy az élelmiszereknek eltérd triptofan tartal-
ma okozhatja a melatonin szint ingadozasat a human
szervezetben (Dopfel et al., 2007). Az infarktusban
szenvedd betegeknek a melatonin szintje alacsony. A
melatonin antioxidans hatdsa segit megelézni a reak-
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tiv oxigénformak okozta koros folyamatok kialakula-
sat, amelyek sokszor vezetnek sziv- és érrendszeri el-
valtozasokhoz. A melatoninnak vérnyomas szabalyozo
szerepe is ismer. Egy patkanyokon végzett tanulmany
arr6l szamol be, hogy az allat tobozmirigyének eltavo-
litasa magas vérnyomast okozott (Claustrat et al., 2005).
Szamos ideggydgyaszati esetben bizonyitottak, hogy
egyes korfolyamatokban, gy, mint az epilepszia, a
stroke és a migrén esetében a betegeknek mindig keve-
sebb volt a melatonin szintjiik a fiziol6égiashoz viszo-
nyitva. Melatonin bejuttatasa a szervezetbe megoldas
lehet e paciensek kezelésében (Claustrat et al., 2005).

Ezen kiviil szerepe van immunfunkcidban, retina
¢lettanaban, tumor gatlasban és nemrég antioxidans-
ként is azonositottak (Reiter, 1993; Dubocovich et al.,
1999; Malpaux et al., 2001; Blask et al., 2002; Guerrero
és Reiter, 2002; Reiter et al., 2002; Tan et al., 2002).
Ezt igazolja az a tény is, hogy kétféle melatonin recep-
tort identifikaltak a human szervezetben: MT és MT,
receptorokat. Tobb szervben is felismerték ezen recep-
torokat, példaul az agyban, retindban, keringési rend-
szerben, majban, vesében, immunsejtekben, bérben,
prosztata és mellkasi sejtekben (Ekmekcioglu et al.,
2006). Tulajdonképpen kijelenthetd, hogy ezen recep-
torok a fontos szervek valamennyi sejtfelszinén el6-
fordulnak. Melatonin receptorok mar magzati életben
is talalhatoak (Macchi et al., 2004) és a 26. héttol kezd-
ve az embridban melatonin szintézis is zajlik. A magzat
az anyaméhben is kapcsolatba keriil a melatoninnal,
mert a méhlepényen atjutva az embrid bioritmusat is
szabalyozza. A sziiletést kdvetd 2—3 honapban a mela-
tonin szint nem mutat cirkadian ingadozast. A gyermek
fejlédése soran a melatonin termelés csucspontja 3—6
éves korban van, majd a melatonin szintézis 80%-ra
csokken, amig az egyén eléri a felnétt kort (Macchi és
Bruce, 2004). Bar a tobozmirigy egy belsé elvalasztasa
mirigy, de nem képes tarolni a termékét ezért az a ter-
melédést kovetden a véraramba keriil, és a keringéssel
eljut a kiilonb6z6 szervekbe, ahol gyorsan kivalaszto-
dik. Az N-acetil-5-metoxi-triptamin viz-, és lipidoldé-
kony molekula, ez a tulajdonsaga azért érdekes, mert
igy a molekula kdnnyen atjut a sejtmembranon keresz-
tiil. A keringésbe jutva a melatonin kivalasztodik a
nyalba, vizeletbe, bekertil az anyatejbe, valamint a gerinc-
folyadékba. Ez a hormon a hajnali 6rakban harom és
négy ora kozott talalhaté meg a felsorolt testnedvekben
(Claustrat et al., 2005). Az 1990-es évek kozepén ter-
jedt el a melatonin tartalmi készitmények szedése, foleg
az almatlansagban szenvedéknél kezdték el hasznalni.
A készitményeket alapvetden két forrasbol allitjak eld.
Novényi extraktokbodl és allati kivonatokbol, amelye-
ket az adott ¢161ény tobozmirigy kivonatat tartalmaz-
zak. Ez a kivonat allatok esetében tartalmazhat viruso-
kat és olyan fehérjéket melyek antitest-képzddést gene-
ralnak az emberi szervezetben, azaz potencialisan aller-
gének lehetnek. Ezért a szakemberek azt tanacsoljak, hogy
amennyiben lehetséges ne ezeket a készitményeket al-
kalmazzuk. A masik forras a szintetikus melatonint tar-
talmazo termékek. A medicina valamint a farmakologia
is e formanak a felhasznalasat tamogatja. A melatonin
szedését tanacsos elkeriilni gyermekeknek és terhes nék-
nek hisz a méhlepényben kivalasztodik és bejut az embrio
szervezetébe is. A melatonin nem szedhet6 egyiitt dro-
gokkal és alkohollal (Gyégyszer Kompendium, 2005).

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalt meggyfajtakat 2012-ben az Ujfehértoi
Gyilimdlcstermesztési Kutatd és Szaktanacsado Non-
profit Kézhaszna Kft. bocsatotta rendelkezésiinkre. A
mintak biologiai érettségiik elérésekor keriiltek sze-
désre, majd hiitott koriilmények kozott szallitottak a
Debreceni Egyetem Mez3gazdasag-, Elelmiszertudo-
manyi és Konyezetgazdalkodasi Kar Allattudomanyi,
Biotechnologiai és Természetvédelmi Intézet Takar-
many- és Elelmiszer Biotechnologiai Tanszékére, ahol
feldolgozasig -20 °C-on sotét helyen taroltak.

Szarazanyag-tartalom mérése

A minta el6készités soran a meggy hust apré kockak-
ra vagtuk, ezt -80 °C-on eldfagyasztottuk két oran ke-
resztiil. Ezutan liofilizalas el6tt -18 °C-on taroltuk az
elékészitett mintat. A liofilizalast CHRIST ALPHA 1-4
LSC tipust berendezéssel végeztiik. A fagyasztva sza-
ritds -20 °C-on tortént. A szaritas idGtartama 12 o6ra
volt, melyet tobbszor egymas utan ismételtiink. A ka-
pott mintat poritottuk és a pontos tomeg ismeretében
kiszamoltuk az egyes fajtak szarazanyag-tartalmat.

Melatonin-izolalas

A vizsgalt meggyfajtakat feldolgozasig fagyasztva
taroltuk, annak érdekében, hogy a meggy gyiimolcs ne
sériiljon, azaz az enzimatikus folyamatok lealljanak.
Erre azért van sziikség, mert a bioaktiv komponenseket
igy tudjuk megdrizni. A mintak felolvasztasa utan a
meggymagot eltavolitottuk, ezt kovetden megkezdtiik
a meggy gyumolcs feltarasat.

Ahhoz, hogy az extrakcio eredményes legyen, a ki-
vono kozegnek be kell jutnia a sejtek belsejébe és olda-
nia kell a sejttartalmat. Ez a folyamat a sériilt sejtekben
akadalytalanul végbemegy, ¢és a sejttartalom kioldodik,
ezért a kivonas elsé és igen fontos 1épése a sejtek fel-
torése. A kioldas tulajdonképpen a diffuzié folyamata-
val jellemezhetd. A diffazi6 lehet szabad diffiizio, ami-
kor a tdomény oldat szabadon diffundal az oldoszerrel,
ill. lehet gatolt diffuzio, amikor a kivond folyadéknak
a sejtfalon be kell jutnia és oldania kell a sejttartalmat,
valamint ennek a tdmény oldatnak ki kell jutnia a sejt-
bél. Ez a folyamat duzzasztassal meggyorsithato.

A kivonas folyamatara jellemzd, hogy egyensulyra
vezet. A sejtlé koncentracioja nagy, a tolt61é koncent-
racidja nulla. A diffuziés folyamat egyre csokkend se-
bességgel mindaddig tart, mig az egyensuly be nem all,
azaz a sejtlé és a tolt6lé koncentracidja egyenld nem
lesz (Racz és Selmeczi, 1991).

A kioldast kiilonb6z6 tényezok befolyasoljak, pl.
ha n6 a sériilt sejtek aranya, akkor szabad diffuzio ara-
nya is nd ezaltal az extrakcio hatékonyabb lesz. Ezért
a vizsgalatban szereplé valamennyi mintanal a homo-
genizalast Braun Multiprimer (300 Watt) késziilékkel
végeztik.

A masik fontos tényez06, hogy a sejtlé és a tolt6lé
kozotti koncentracio kiilonbséget fenn kell tartani. Ez
tobb modon is torténhet, pl. ndveljiik a té1t61é mennyi-
ségét vagy a toltélét megujitjuk, ez lehet szakaszos vagy
folyamatos. A melatonin kiolddshoz mi nagy mennyi-
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ségti toltdlét alkalmaztunk melyeknél a kioldas folyama-
tos volt, azaz a t61t61ét nem cseréltiik a kivonas soran.
A kivonas hatékonysaga szempontjabol fontos még a
hémérséklet szerepe. Kéztudott, hogy a homérséklet
novelésével nd a szabad és gatolt difftizio sebessége
(Racz és Selmeczi, 1991). Mi a kivonast szobahdmér-
sékleten végeztiik, mert tolt6lére és a vizsgalni kivant
hatéanyagra is igaz, hogy nem termostabilisak. Tolt6-
lének a kloroformot valasztottuk. Erre az olddszerre
jellemzd, hogy vizzel nem elegyedik igy a diffuzio se-
bessége €s annak hatékonysaga is csokkenhet.

A kivonas modszerei koziil az 4ztatast valasztottuk,
mely folyamatos volt. A kloroform t6bb szempontbol
jonak bizonyult, mert megfelel a toltélével szembeni
kovetelményeknek, azaz oldja a hatéanyagot és nem
1ép azzal reakcioba. Annak érdekében, hogy a koncent-
racio kiilonbség megmaradjon és a diffuzio sebessége
ne csokkenjen a to1té1é haromszorosat adtuk az egyes
meggyfajtak tomegéhez. Az extrakciot allando kever-
tetéssel tettiik még hatékonyabba. Az aztatas elénye,
hogy a munkabefektetés igen csekély, valamint azonos
kiindulasi anyagok estén azonos hatéanyag-tartalmt
kivonat nyerhet6.

A 200 g szobahdmérsékleten felolvasztott magozott
meggy pulp-hoz 600 ml kloroformot és 300 ul Na,HPO,-
ot adunk, majd 40 percig szobahémérsékleten magne-
ses keverdvel kevertettiik. A melatonin fényérzékeny-
sége miatt a kevertetés sotétben tortént (Reiter et al.,
2005; Remenyik altal modositva 2012).

A kovetkez6 1épés a sziirés folyamata. Els6 1épés-
ként durva szilirést alkalmaztunk gézen at. A sziirlet-
képzés soran nagyon fontos 1épés a préselés folyamata,
mert ebben az esetben a sejtekben 1évo oldat egy jelen-
tds részét is kinyerjiik. Ezutan valasztotdleséren elva-
lasztjuk a két fazist. Ezt kovetéen a szerves fazishoz 2
kanal szaritott magnézium-szulfatot adagoltunk. Ab-
ban az esetben, ha a vizes fazist nem sikeriilt maradék-
talanul eltavolitani megismételjiik a szaritott magné-
zium-szulfat hozzdadasat ¢és finom szlirést végziink
szlir6papirral. Ezt kovetden a szerves fazist beparoltuk,
Biichi Rotavapor R-210/215 (Switzerland) vakuum-
beparloval. A beparlas 40 °C-os vizflirdén tortént 145 mBar
nyomason. Az oldatot szarazra paroltuk. A minta tome-
gét visszamértiik és ezzel a 1épéssel az extraktumot eld-
készitettiik HPLC analizisre

A melatonin mennyiségi meghatarozasa HPLC
modszerrel

A mintakat Merck-Hitachi LaChrom nagy nyomast
folyadék kromatografon diédasoros detektorral L-7455
analizaltuk, automata mintavevovel L-7250, interface
L-7000, pumpa L-7100 és a HPLC rendszerhez Manager
szoftvert, hasznaltunk.

Chromolith Performance RP -18¢ 100x4,6 mm
No UMO 119/009 oszlopon (Darmetadt, Germany) tor-
tént az elvalasztas. Kromatografias modszert fejlesztet-
tiink ki a melatonin mennyiségi meghatarozasara.

A mozg6 fazis az acetinitril: Sorensen puffer (pH
4,79)=18:82 eluens volt. Az aramlasi sebesség 1 ml/perc,
a melatonint 275 nm-nél detektaltuk standard segitsé-
gével.

Tomegspektrometrias mérések (szilard lézer

MALDI-TOF MS)

Meéréseinkhez Brukre Biflex III reflektorral és
,delayed extraction”-nal felszerelt tomegspektrométert
hasznaltunk 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB), vagy
2,3,6-trihidroxi-acetofenon (THAP) matrix alkalmaza-
saval, pozitiv-ion modban. A mintdk gaz fazisba jut-
tatasa €s ionizaldsa nitrogén lézer, 3 ns impulzusid6
alkalmazasaval tortént. TObbszori, altalaban 100 im-
pulzust alkalmaztunk 19 kV gyorsitd és 20 kV reflekt-
ron fesziiltség mellett. A késziiléket melatonin [M+Na]*
ionjainak m/z értékére (255,30 g/mol) kalibraltuk kiilsé
kalibraciot alkalmazva.

TH és *C NMR analizisek

'H (500,13 MHz) és *C NMR (125,76 MHz) spekt-
rumok Bruker DRX-500 spektrométerrel késziiltek
D,0O-ban. A kémiai eltolodasokat a kiilsé kalibraciora
hasznalt DSS-hez viszonyitva szamitottuk.

EREDMENYEK

Meéréseink soran meghataroztuk az egyes meggy-
mintak szarazanyag-tartalmat. A kapott eredményt /.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A mérés soran azt tapasz-
taltuk, hogy az altalunk vizsgalt fajtak szarazanyag-tar-
talma jelentGsen eltér. Magas szarazanyag-tartalommal
jellemezhet6 a ,,VN1” Bosnyak fajtakorbdl szelektalt,
valamint az ,,Erdi jubileum” fajta. Kisebb szarazanyag-
tartalommal jellemezhet6 az Ujfehértoi fiirtosbol sze-
lektalt fajtak, és a ,,Cigdnymeggy7” fajta. A kapott
eredményekbdl az is kiderilt, hogy a magas szarazanyag-
tartalommal rendelkez6 fajtakbol kevesebb mennyi-
ségli kivonatot extrahaltunk, mig a kisebb szarazanyag-
tartalommal rendelkez6 fajtaknal nagyobb mennyiségii
extraktumot allitottunk el6 a kloroformos extrakcioval.

1. tablazat
A meggyfajtak szarazanyag-tartalma (%)

MY 1) g angpS)_arlom (e
E 108 51,4 13,20+/-0,122
Ciganymeggy7 212 227,0 14,41+/-0,161
A 214 114,8 15,11+/-0,231
M 152 81,9 15,79+/-0,135
VN4 204 69,3 16,10+/-0,181
Pandy279 142 177,1 16,12+/-0,070
Ciganymeggy59 200 118,0 17,46+/-0,130
Erdi jubileum 214 81,8 19,09+/-0,165
VN1 204 69,3 21,83+/-0,131

Table 1: The dry matter content of sour cherry cultivars
Sour cherry cultivars(1), Weighed mass (g)(2), Extracted mass (mg)(3),
Dry matter content (%)(4)

Kromatografias rendszert fejlesztettiink ki a mela-
tonin kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara a ma-
gyarorszagi meggyfajtabol. A melatonin azonositasa-
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hoz és mennyiségi meghatarozasahoz standardot hasz-
naltunk melatonin 99+% (Alfa Aesar, Germany). A me-
latonin retencios ideje a fenti kromatografias rendszer-
ben 5,49 min. A mérési eredményeinket a 2. tablazat-
ban foglaltuk ossze.

2. tablazat
A meggyfajtak melatonin tartalma (pg/g)

Melatonin tartalom szdraz tomegre

Meggyfajtdk(1) vonatkoztatva (ug/g)(2)
Pandy279 0,126+/-0,014
FErdi jubileum 0,198+/-0,015
M 0,358+/-0,050
VN1 1,186+/-0,090
E 1,547+/-0,119
A 2,175+/-0,028
Ciganymeggy59 2,466+/-0,119
Cigdnymeggy7 2,923+/-0,133
VN4 9,893+/0,181

Table 2: The Melatonin content of sour cherry cultivars
Sour cherry cultivars(1), Melatonin content expressed as dry weight
(nggH@)

A mindségi azonositast standard segitségével a meny-
nyiségi meghatarozast belsé addiciés modszerrel sza-
moltuk ki. A vizsgalt meggy gylimdlcs melatonin kon-
centracidja szaraz tdmegre van vonatkoztatva.

Preparativ HPLC-s modszerrel a Bosnyak fajta-
korbol szelektalt ,,VN4” mintabol a nagy intenzitasu
5,76 percnél detektalhato frakciot izolaltuk. Az izolalt
vegyiilet molekulatomegét MALDI TOF-MS segitsé-
gével meghataroztuk.

A 3. abran jol lathato a 232,29 g/mol molekulato-
megl frakcionk melynek értéke tokéletesen megegyezik
az irodalomban szereplé melatonin molekulatomeggel,
illetve a [M+Na]* 255,30 g/mol és kis intenzitassal lat-
haté [M+K]" molekulaionok jelei is, 273,214 g/mol,
ezen kiviil egyéb szennyez$ anyagot nem tartalmaz a
spektrum.

Az izolalt vegyiilet szerkezetét NMR mérésekkel
igazoltuk. A kapott karakterisztikus értékeket a 3—4.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A proton és a 13C spekt-
rum vizsgalata soran a kémiai eltolodasok, illetve a
csatolasi allandok alapjan egyértelmi, hogy az izolalt
vegyiilet a N-acetil-5-metoxi-triptamin.

Meéréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a ,,Pandy
279", és az ,,Erdi jubileum” alacsony melatonin kon-
centracioval jellemezhetd, atlagosan 0,162 ng/g, tovab-
ba vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a Bos-
nyak fajtakorbdl szelektalt ,,VN4” fajta kiemelked6en
magas melatonin tartalommal 9,893 pg/g rendelkezik,
azaz melatonin-felhalmozo. A ,,Cigadnymeggy” klénok
kozel azonos mennyiségii melatonin koncentracioval
jellemezhetéek, mig az ,,ujfehért6i” tajszelekciobol
szdrmazo6 mintdkbol az ,M” fajta szignifikansan ala-
csonyabb melatonin tartalommal rendelkezik, mint a
masik ugyanazon tajszelekciobol szarmazo variansok.
Az altalunk vizsgalt magyarorszagi meggyfajtak mela-
tonin tartalmanak atlagos értéke 2,319 ng/g szaraz
tomegre vonatkoztatva.

3. dbra: A melatonin MALDI-TOF MS
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Figure 2: The MALDI-TOF MS spectrum of Melatonin
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3. tablazat
'H NMR értékek
Kémiai Csatolasi
Csoport(1) eltolodas allandé Jel alakja(4)

(8 ppm)(2) dJ, Hz)(3)
2-CH; 1,88 s
OCH; 3,88 S
b-CH, 2,92 6,5 t
1-CH; 3,40 6,5 q
6-H 6,89 8,5 q
4-H 6,92 2,0 d
7-H 5,70 8,5 d

Table 3: '"H NMR value
Team(1), Chemical shift (3 ppm)(2), Coupling constant (J, Hz)(3),
Signal shape(4)

4. tablazat
13C NMR értékek
Csoport(1) Kémiai eltol6dds (& ppm)(2)
2-CH; 23,250
CH, 25,470
b-CH, 41,510
OCH; 57,540
C-3 112,980
C-4a 128,710
C-5 154,160
C-7a 133,047

Table 4: >C NMR value
Team(1), Chemical shift (5 ppm)(2)

Méréseink alapjan megallapithatd, hogy a bioldgiai
érettség allapotaban betakaritott, altalunk vizsgalt ma-
gyarorszagi meggyfajtak kiemelkedéen magas mela-
tonin-tartalommal jellemezhetdek.

Eredményeinkre alapozva, elmondhatjuk, hogy a
meggy gyiimolcs természetes melatonin forras lehet,
mindazonaltal alkalmassa valhat arra, hogy melatonin
felhalmoz6 funkcionalis élelmiszereket fejlessziink be-
16le.
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hogy az izolalt vegyiilet szerkezetét igazolta NMR
analizissel.
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