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MAGYARORSZAGI FAFAJOK LEVELEINEK ANTIOXIDANS TULAJDONSAGAI
ES EZEK SZEZONALIS VALTOZASA

NEBEHA] Esztella' — ALBERT Levente' — HOFMANN Tamas'
'Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Erdémérncki Kar, Kémiai Intézet, Sopron
nebehaj.esztella@gmail.com, albertlevente@emk.nyme.hu, hofmann.tamas@emk.nyme.hu

1. Bevezetés

Kilonbozé fak levélkivonatainak szamos jotékony hatasa lehet az emberi szervezetre (antioxi-
dans, rakellenes, gyulladascsokkenté hatas stb.), igy ezen névényi szévetekben megtalalhato anti-
oxidans jellegti vegytiletek vizsgalata kiemelten fontos kutatasi tertilet. Az antioxidans tulajdonsa-
gokért felel6s egyik jelentés vegyiletcsoport a polifenolok osztalya. Gyumolesok, zoldségek,
gyogynovények antioxidans tulajdonsagairdl, polifenolos dsszetételérdl szamos eredményt talalha-
tunk a szakirodalomban, azonban az erdei fak leveleit lényegesen kevesebben tanulmanyoztak. A
levél polifenolok kitlintetett szerepet toltenek be a névényi szovetek biotikus- illetve abiotikus
stresszre (pl. klimatikus adaptacid) adott valaszreakcidiban is, vizsgalatuk fontossagat ez is indo-
kolja.

Kutatasunk célja tiz magyarorszagi erdei lombhullaté fafaj levélszoveteinek 6sszehasonlitd
antioxidans kapacitas vizsgalata volt. Az elemzések soran kovettiik az akkumulacié dinamikajat a
2014. majustol szeptemberig tarté idészakban. Meghataroztuk, mely fafajok és kivonatok rendel-
keznek a legmagasabb totalfenol-tartalommal és antioxidans kapacitassal. A vizsgalt fafajok kozil
Osszességében a legnagyobb antioxidans kapacitassal a gyertyan levélkivonat rendelkezett. Mivel a
gyertyan levél fenoloidok azonositdsara a szakirodalomban nem talaltunk utalast, HPLC-MS/MS
eljarassal elvalasztottuk és azonositottuk ezeket a vegyileteket. Tavlati célunk az erdei fak levél-
szovet extraktumainak és a bel6lik kivonhaté polifenoloknak a gyakorlatban torténé hasznosita-
sa, ennek érdekében a jov6ben bioldgiai teszteket kivanunk elvégezni a kivonatokkal.

2. Viizsgdlati anyag és modszer
2.1. Mintavétel és extrakcio

A mintavétel az Nyme Botanikus kertjének tertletén tortént 2014. majus és szeptember kézott. A
vizsgalt fafajok a kézonséges a bukk (Fagus sylvatica), k6zonséges gyertyan (Carpinus betulus), sze-
lidgesztenye (Castanea sativa), tehér akac (Robinia psendoacacia), molyhos tolgy (Quercus pubescens),
korai juhar (Acer platanoides), csertolgy (Quercus cerris), nyar (Populus x euramericana), kocsanyos tolgy
(Quercus robur) és kocsanytalan tolgy (Quercus petraea) voltak. A levélmintikat (1 facgyed/faj, 20 db
fény + 20 db arnyéklevél/faegyed) mikrohullimmal (700 W, 1 perc) kezeltiik, daraltuk, majd ext-
rahaltuk (ultrahangos extrakcio, 0.2 g levél + 20 ml 4:1 metanol:viz, 20 perc). A mikrohullamua
el6kezelésre az antioxidansok megérzése céljabdl volt szitkség, melynek hatékonysagat elézetes
vizsgalatok is alatamasztottak (NEBEHAJ et al. 2013).

2.2. Totdilfenol-tartalom meghatirozds
A spektrofotometrias elvi Folin-Ciocalteau-moédszerrel a reakcidoldat abszorbanciajat 760 nm-en

mértik, standardként kvercetint hasznaltunk. Az eredményeket pg kvercetin/g szaraz levélben
adtuk meg (SINGLETON & ROSsI 1965).
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2.3. DPPH-antioxiddns kapacitds meghatdrozas

A reakci6 a DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)-gyokkel ment végbe 30 perc alatt, a reakcidelegy
abszorbancidjat 515 nm-en mértik. Az eredményeket IC,-értékben, pg/ml-ben adtuk meg
(SHARMA & BHAT 2009).

2.4. ABTS-antioxiddans kapacitis meghatdrozdis

A reakcié az ABTS (2,2"-azinodi-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav) oxidaciéjan alapul. A reak-
ci6 734 nm-en kévetheté nyomon. Az eredményeket mg trolox ekvivalens/g szaraz levél egység-
ben adtuk meg (STRATIL et al. 2007).

2.5. FRAP-antioxidins kapacitis meghatirods

A vasredukal6-képességen alapulé modszernél aszkorbinsav standardot hasznaltunk, a spektrofo-
tometrids mérésnél 593 nm volt a hullimhossz. Az eredményeket mg aszkorbinsav/g szaraz levél
egységben adtuk meg (BENZIE &STRAIN 1996).

2.6. HPLC-MS/MS vizsgdlat

All6fazis: Phenomenex Luna C18, 5 um, 250 mm x 4.6 mm; 40°C. Mozgdfazis: A (H,0O + 0.1%
HCOOH), B (Acetonitril + 0.1% HCOOH). Gradiens elucié: 3% B = 100% B (90 perc). Minta
injektalds: 8 pl. UV-detektalas: 250-380 nm. Komponensek azonositisa: IDA elemzés MS/MS
tomegspektrumok alapjan (160-1300 m/z), -ESI ionizacio.

3. Vizsgdlati eredmeények és értékelésiik

A tablazatokban lathaté vizsgalati eredmények szoérasa a mérésekre vonatkozik. A FRAP-
meghatarozas esetében 4, a tobbi esetben 3 parhuzamos vizsgalatot végeztunk el. A félkovérrel
kiemelt adatok az adott fajon belili legmagasabb értéket jelolik. A levelek totalfenol-tartalmanak
szezonalis valtozasat az 1. tablizat foglalja 6ssze. A fajok tobbségénél a totalfenol-tartalom majus-
tol késé nyarig/kora Gszig szignifikinsan emelkedett. Ezt a tendenciat csak a csertolgy és a szelid-
gesztenye nem kovette. Ez a csaknem Osszes fajra jellemzd, tavaszrol 6szre mérheté novekedés
Osszhangban van tobbek kézott IQBAL és mtsai kutatasaval is, akik a Moringa oleifera leveleinek
vizsgalatanal megallapitottak, hogy a totalfenol-tartalom a frissen nyilt levelekben volt a legala-
csonyabb, és fokozatosan nétt, parhuzamosan a levelek érettségével (IQBAL et al. 2000).

Az ABTS antioxidans kapacitas értékek esetében (2. zablizal) ez a tendencia nagyrészt éppen
ennek forditottja: a majusi, juniusi értékek a legmagasabbak, csak a kocsanytalan tolgy és a korai
juhar esetében volt a szeptemberi érték a legnagyobb. A DPPH- (3. tdblizat) és FRAP- (4. tibli-
zat) antioxidans kapacitas értékek szezonalis valtozasa a totalfenoléhoz hasonld. Az alkalmazott
antioxidans kapacitas meghatarozasi moédszerek (DPPH, FRAP, ABTS) mas-mas vegytletcsopor-
tokra szelektivek, igy egytttes meghatarozasukkal kaphatunk csak atfogd képet az extraktumok
antioxidans tulajdonsagairél. Az egyes modszerek alapjan 6sszesitve az eredményeket megallapit-
hato, hogy a vizsgalt fajok kozil a legjobb antioxidans paraméterekkel a gyertyan (TF, ABTS,
FRAP, DPPH), molyhos tolgy (TF), szelidgesztenye (ABTS), csertolgy (FRAP) és kocsanyos
tolgy (DPPH) rendelkezik. A mért adatok Osszhangban vannak kordbbi eredményeinkkel
(NEBEHA]J et al. 2013).
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1. tablazat: A leveleke totdlfenol-tartalma (ditlag t sgords). A felsd indexcben lévd betiik azg egy fajon beliili honapork
kozti szignifikdns kiilinbséget, mig ag alsd index betijjele az egy honapon beliili, fajok kozti szignifikdns kiilonbsé-
get mutatia p<0,05 szinten.

Totalfenol-tartalom (mg kvercetin/g sz.a.)

Fajok Majus Janius Jalius Augusztus Szeptember
Biikk 3782+ 1,01%,  5683+099°, 48,12+1,28%, 4738 +3,14°, 57,71 +2,59°,
Gyertyan 78,81 £ 0,59, 93,08 +329°, 10593 £5,57°, 9427 +538", 80,81 +3,05",
Szelidgesztenye 71,30 + 3,53, 78,52 £ 1,13° . 62,51 +1,59% . 7632+ 525" 7549 + 467",
Akac 2930 £0,99°, 29,73+ 0,73",  4325+021%, 19,89 £2,89", 49,63 +1,84°,
Molyhos télgy 37,52+ 054", 71,68 £ 2,32, 63,80 +331° .  92,85%3,67°, 60,31+573"
Korai juhar 46,63 12,80,  57,37+1,98"°, 80,21+ 147", 6588 +2,83° .. 73,73+ 1,26",
Csertolgy 78,99 £ 3,35, 65,82+ 1,59 6580+ 1,54 7373+581° 59,69 +2,52%
Kocsinyos t. 50,85+ 227" 58,46 +2,50°,, 4832+482%, 4936+ 421", 72,21%0,46°,
Kocsanytalan t. 56,47 + 1,34" . 51,23 +3,.89" . 59,15+ 406", 53,70 +2,14", 70,01 £ 2,42°
Nyar 29,03+ 0,29, 53,63 +324° . 73,73+ 3,05, 61,96 +2,74° . 57,61 + 0,58,

2. tablazat: A levelek ABTS antioxiddns kapacitisa (itlag £ s30rds). A felsd indeschen lévd betiik az egy fajon
beliili honapok kizti szignifikdns kiilonbséget, mig ag alsd index betdijele az egy honapon beliily, fajok kozti szigni-
[fikdns kiilonbséget mutatja p<0,05 szinten.

ABTS (mg trolox/g sz.a.)

Fajok Majus Junius Julius Augusztus Szeptember
Biikk 119,45 + 6,64 6C 156,82 * 4,824 13228 + 11,60"8c 115,54 + 3,55"Bc 155,05 + 11,46"BC
Gyertyan 329,78 + 23,891 315,18 + 32156 280,83 + 4,57 29392 + 14,531 236,20 + 5,68
Sz.gesztenye 323,63 + 16,00°H 304,78 + 12,05°° 199,10 + 500"t 279,51 * 13,34%1 275,78 + 13,10%
Akéc 136,04 + 3,53Pcp 147,81 £ 2,194 111,96 + 1,84"A 75,26 + 8,23 126,97 + 4,88
Molyhos
tolgy
Korai juhar 166,48 + 454"t 187,28 + 4,57%B 187,34 + 296" 182,16 + 4,52"er 194,96 + 3,58 DE
Csertdlgy 257,14 + 544°Cc 274,81 £4,20°p 189,82 + 4,05": 23545 + 22,96°G 220,87 + 22,59"%xr
Kocsinyos t. 199,69 + 5,42°F 197,52 + 6,85Ps 125,65 + 1,058 140,73+ 3,56%cD 185,72 + 544D
K.talan tdlgy 193,16 + 7,36"F 182,68 239" 15539 + 318" 162,63 + 2,59 pE 214,41 + 2,35EF
Nyar 92,82 +1,67"2 159,29 +3,75%°A 12581 + 1,48 137,93 + 6,32 130,53 + 2,02°aB

158,35 + 6,29"Pr 235,75 + 2,04 142,86 = 247D 208,51 + 4,04° ¢ 179,62 + 6,60%cD

3. tablazat: A levelek DPPH antioxiddns kapacitisa (dtlag & s30rids). A felsd indexben lévd betiik az egy fajon beliili
honapok kigti szignifikdns kiilonbséget, mig az alsd index betijele ag egy honapon beliili, fajok kizti szignifikdns
kiilinbséget mutatia p<0,02 szinten. (1Cso: milyen mennyiségii extraktanyag s3iikséges a reakcidelegyben levd gyokik
mennyiségének 50%-ra vald csokkentéséheg).

DPPH (ICso) (ng/ml)

Fajok Miajus Janius Jalius Augusztus Szeptember
Bukk 10,47 £ 1,254, 18,18 = 1,92¢% 13,36 *+ 0,634Bcp 15,23 + 1,04BCy 11,35 + 0,73%cpE
Gyertyan 6,87 £ 0,394, 6.37 £ 1,904 5,51 + 0,854 4,63 + 0,884, 4,69 + 0,284,
Sz.gesztenye 11,90 + 42180 9,17 + 2984 ¢ 10,53 + 2,164 ¢ 7,05 £ 0,66*58c 9,02 * 0,30%scp
Akéc 11,63 + 1,734 18,16 + 0,358 10,19 * 0,7085c 22,79 £ 4,50 12,51 + 1,2348pp
Molyhos télgy 8,16 + 1,494, 7,82 1 0,354, 8,05+ 0,385 7,49 * 0,78%8c 8,41 + 0,43%a8cD
Korai juhar 6,59 + 0,8148B, 821+ 0,668, 7,32+ 04485 6,36 £ 0,31%8 6,30 + 0,46%48
Csertdlgy 6,020,932 7,58 £0,354B, 721 + 04748z 6,20 + 0,478 8,38 + 0,89B:8c

Kocsinyos t. 10,86 £ 2,420, 10,34 £ 2,688xc 10,35 £ 0,594 ¢ 10,67 £1,20%cp 11,11 + 1,81Acpe
Ktalan tolgy 9,16 £ 2,065Cxs 14,53 + 1,38Psc 7,73 + 0,672Brp 11,74 £ 022Pcpr 5,02 % 0,4045p
Nyir 2998 + 2,690 2440+ 1,610p 26,57 + 1,58 1570 + 01485 13,97 + 2,118
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Az 1. dbran a gyertyan paraméterei lathatok. Mivel a gyertyan rendelkezett a legmagasabb
totalfenol-tartalommal és legjobb antioxidans kapacitas értékekkel, a levél kivonatabdl elvégeztiik
az antioxidans vegyuletek részletes azonositisit HPLC-MS/MS technikaval (2. dbra).

A gyertyan levél kivonataban a polifenolok széles skaldja megtalalhat6. Legjelent6sebb azo-
nositott vegytletcsoportok a katechinek ((+)-katechin, (-)-epikatechin, (epi)gallokatechin,
procianidin B dimerek), a fenolos savak (klorogénsav izomerek, sziringinsav, vanillinsav és észte-
reik), galluszsav, ellagsav, és ezek metilezett szarmazékei, észterei (hidrolizal6 tanninok), valamint
a flavonoid glikozidok (kvercetin-, miricetin-, izorhamnetin-, kimpferol-, apigenin-, luteloin-
hexozidok, pentozidok, ramnozidok) voltak (HOFMANN et al., nem k6zolt eredmények).

4. tablizat: A levelek FRAP antioxiddns kapacitisa (dtlag X s3ords). A felsd indexcben lévd betiik azg egy fajon beliili
honapok kogti szignifikans kiilonbséget, mig az alsd index betdijele az egy hinapon beliili, fajok kiti szignifikdns kii-
lonbséget mutatia p<0,05 szinten.

FRAP (mg aszkorbinsav/g sz.a.)

Fajok Mijus Janius Jalius Augusztus Szeptember
Bukk 30,26 = 1,60%5¢c 40,13 = 0,71 36,40 = 0,538, 36,71 + 0,638¢ 53,10 £ 1,53Pg¢
Gyertyén 78,79 + O,39AB(; 77,89 + 1,21AF 84,04 + 2,67B(; 106,24 + 3,101)1 92,08 + 1,21CF(;
Sz.gesztenye 80,24 *+ 1,94¢; 71,71 £ 3378 62,85 * 2,57Ag 83,86 * 2,28 93,28 + 0,390
Akac 3493 + 2208: 32,20 + 0,498, 40,55 £ 2,63pc 11,59 * 0,724, 51,41 + 1,87Pp
Molyhos t. 4893 + 2204, 80,38 £ 258 67,03 £ 212Bgr 96,18 £ 1,83Py 79,56 * 3.46Cp
Korai juhar 46,19 + 0,634p 47,85 + 2544: 50,05 = 1,824p 64,75 + 1,378k 69,27 t 3,458
Csertolgy 106,86 + 2,73¢y 70,39 £ 1944 69,23 = 2284 92,60 £ 2878, 87,61 £ 1,54Bpp
Kocsanyos t. 60,34 + 320¢; 5121 * 1,82Bc 43,09 + 29343 48,78 + 0,658; 82,77 t 6,37Ppg
Ktalan tolgy 68,59 * 420F: 58,64 = 2114 64,21 £ 25288 6755 £ 1438 85,92 + 1,79Cpg
Nyar 21,68 + 2194, 40,33 + 3,128y 3859 * 1278, 4519 + 0,92¢pr 47.88% 1,51Csp
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1. dbra: A gyertyin levél kivonat totdlfenol-tartalma és antioxiddns kapacitdsa
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2. dbra: A gyertydn levél kivonat UV (250 - 380nm) kromatogramja

4. Osszefoglalis

Munkank soran 10 magyarorszagi lombhullaté fafaj leveleinek totalfenol-tartalmanak és antioxi-
dans kapacitasanak Osszehasonlito vizsgalatat végeztiik el a vegetacids id6szak soran. Megallapi-
tottuk, hogy a levelek totalfenol-tartalma altaldban késé nyiron/kora Gsszel volt a legmagasabb,
mig az antioxidans kapacitas értékek nem minden esetben kévették ezt a tendenciat. Mivel a
DPPH-, FRAP- és ABTS- moddszerek esetében bizonyos tipust antioxidansok ,lathatatlanok”
maradnak a mérés soran (modszerek eltéré szelektivitasa), ez is magyarazhatja azt, hogy maxi-
mum-értékeik mas-mas idépontban voltak. Az egymast kiegészité modszerek egytittes alkalmaza-
sa fontos, hogy megfelel6 képet kaphassunk a névényi részek komplex antioxidans tulajdonsagai-
rol.

A legjobban teljesit6 fajok a gyertyan (TF, ABTS,FRAP, DPPH), molyhos tolgy (TF), szelid-
gesztenye (ABTS), csertolgy (FRAP) és kocsanyos tolgy (DPPH) voltak. Az 6sszességében leg-
jobb eredményt mutatd gyertyan esetében elvégeztik az extraktumok HPLC-MS/MS vizsgalatat,
¢és szamos polifenolt azonositottunk. Munkank hidnypoétlasnak is tekinthetd, hiszen a gyertyan
levelének polifenolos 6sszetételét eddigi ismereteink szerint még nem irtak le.

Jovobeni céljaink koézott szerepel, hogy a gyakorlati felhasznalas szempontjabdl is vizsgaljuk
a kivonatokat. Gombaall6sagi- illetve mas biologiai teszteket is szeretnénk elvégezni a kivonatok-
kal.

Kiiszinetnyilvanitas — A kutatas a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatasaval és a VKSZ,_12-1-2013-0034
Agrarklima.2 palyazat finanszirozasaval készilt.
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