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Bevezetés

1. Bevezetés

Dolgozatom szellemiségéhez talan a legjobban kapcsolodik Jean Jaques Rousseau (1712 - 1778)
ismert jelszava: “Vissza a természethez!”. Ez a megfogalmazas ma reneszanszat éli. Ugyanezen
gondolatokat lehet felfedezni a gyerekkori irodalom talan legismertebb miivében, Daniel Defoe
,,Robinson Crusoe” cimii regényében, ,,A kék laguna”, a ,,Szamkivetett” és mas taléld filmekben
¢és regényekben, amelyek mind azt sugalljak, hogy az emberi tudas gyokere a természetben van,

az értékeket a természetbol kell kiaknaznunk.

Az elmult évtizedekben a tudomany hirtelen €s nagyléptékii fejlddése miatt sokszor feledésbe
meriiltek ezek a gondolatok, ami oda vezetett, ahol ma tartunk: klimavaltozas, levegd- ¢és

vizszennyezés, a kornyezetlinkben felhalmozodé szeméthegyek stb.

A mezOgazdasag és az ipar, ezen beliil az élelmiszer-, kozmetikai- valamint a gyogyszeripar,
nagy mennyiségben haszndl fel olyan kemikalidkat, amelyek nem természetes eredetiiek, ezaltal
hosszii tdvon karos hatasuk lehet az emberi egészségre, nem beszélve a melléktermékként

képz6do anyagok természetet szennyezd hatasairdl.

Ebben a pillanatban ott tartunk, hogy az emberi civilizacio, felismerve ezeket a veszélyes

hatasokat, kezd visszafordulni a természethez.

Ezt érzékeljik nap, mint nap, a fogyasztasi szokasok megvaltozasa is ebben az iranyba halad.
Egy-egy vasarlas soran igyeksziink azokat a termékeket elényben részesiteni, amelyek nem
tartalmaznak szintetikus adalékanyagokat és az egészségre karos Osszetevoket. Egyre nagyobb
igény jelentkezik arra, hogy az egyes termékek feldolgozasa a lehetd legkiméletesebb legyen,

illetve az Gjrahasznositas minél jobban elterjedjen.

Ezzel Osszefliggésben egyre jobban és szélesebb korben értékelodik fel a gyogyndvények
szerepe mindennapjainkban a betegségek megel6zésében, illetve a gyodgyitas kiegészitd

kezelésekeént.

A nagy csalan (Urtica Dioica L.) egyike a legelterjedtebb gyogynovényeknek a vilagon,
Magyarorszdgon szinte mindenhol megtalalhatd. Levelébdl és gyokerébdl késziilt kivonatokat
gyakran hasznaljak a népi gyogyaszatban, f6leg forrazva teaként és salataként fogyasztjak, de

Ujabban az ipar is felfigyelt erre az értékes novényre.
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1.1 Megoldandoé feladatok, célkitiizések

A fejlett orszagokban az élelmiszerek szerepe az elmult évtizedekben nagyon megvaltozott. A
fogyasztok izletes tapanyagként torténé felhasznalasuk mellett egészségvédd és betegség-
megeldzo szereplikre is egyre jobban kezdenek odafigyelni. Az olyan élelmiszereket, melyeket

gyakran egészségvédd hatdanyagokkal is dusitanak, funkcionalis élelmiszereknek nevezziik.

Munkam célja a nagy csalan (Urtica dioica L.) levelének és gyokerének értékes, biologiailag
aktiv komponenseinek felkutatasa, és egy olyan extraktum készitése, amely kedvezd
antimikrobas és redukald hatasanak koszonhetOen tinkttra (esetleg por) alakban alkalmas lehet
élelmiszerbiztonsagi szempontbol is funkciondlis élelmiszerként, é€lelmiszer-osszetevoként,
illetve a kiilonb6z6é technoldgiai/feldolgozasi eljarason keresztiil esett termékek természetes
adalékanyagaként valo felhaszndlasara, és az élelmiszerfeldolgozas soran a mikrobiologiai

védelemben is fontos szerepet jatszhat.

Célom volt megvizsgalni, hogy négy ismert oldoszer koziil melyik a legalkalmasabb a nagy
csalan antioxidans- €s antimikrobds hatast okozd Gsszetevoinek kiolddsahoz. Mennyi ideig és
milyen hdmérsékleten kell ehhez végezni az extrakciot? Az év mely id6szakaban kell gytjteni a

novény levelét, illetve érdemes-e csalangyokér extraktumot késziteni?
Kisérleteim soran ezzel 0sszefiiggésben szamos kérdésre szandékoztam valaszt kapni:

o A szuperkritikus-, Soxhlet-, és egyszerli extrakcios modszerek, a beallithato miiveleti
paraméterek (nyomads, homérséklet, extrahdlasi id0) és a kiilonféle modszerekhez tartozod
olddszerek (szuperkritikus allapott CO2, etanol, hexan és viz) segitségével hogyan tudok
elérni maximalis extraktum-mennyiséget?

o Ha egy adott oldoszerrel sikeriil nagyobb extraktum-mennyiséget kinyernem, akkor ez az
oldoszer ugyanilyen mértékben kedvez-e a polifenolok kinyerésének is, illetve segitségével
ki tudok-e mutatni nagyobb antioxidans/ redukal6 kapacitast levél illetve gyokér esetében?

o Vizsgalni szdndékoztam, hogy a ndvény vegetacios iddszakanak melyik fenologiai fazisa a
legalkalmasabb a levelek és gyokerek gytijtésére ahhoz, hogy a teljes polifenoltartalom
(TPC) és antioxidans/redukald kapacitas (FRAP, DPPH) a legnagyobb legyen.

o Mikrobiologiai kisérletek végzésével vizsgaltam, hogy milyen modszerrel, oldoszerrel,

croer

esetében tudok kimutatni antimikrobds hatast élelmiszerbiztonsagi ¢és gyogyaszati
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szempontbol fontos mikroorganizmusok ellen. Pozitiv eredmény esetén Osszefliggést
szandékoztam keresni az extraktumok antimikrobds hatdsa, és a hatdsért nagy

valoszintséggel felelés komponensek kozott.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A nagy csalan (Urtica dioica L.) jellemzdi

Rendszertani besorolasa: az Urtica dioca L. (nagy csalan) faj a rdézsaviraguak (Rosales)
rendjébe, a csalanfélék (Urticaceae) csaladjaba, és az Urtica nemzetségébe tartozik. Egynyari,
évente viragzo, igénytelen, szinte mindenhol megtermd ndvény. Eurdpaban, Azsidban,
Amerikaban szerény koriilmények kozott is megterem, Magyarorszagon is altalanosan elterjedt.
Egyike azoknak a gyogyndvényfajoknak, amelyek kiilondsebb korlatozés nélkiil az orszag egész
teriiletén eredményesen gytjthetok. Az évi gylijtott mennyiség koriilbeliil 300-400 tonna.

A novény részei: a gyokér 2-5 mm vastag, vilagosbarna szinti, beliil fehér, hengeres, elagazo. A
szar 3-4-mm vastag, négy ¢€ll, rajta csalanszOrok talalhatok. A levelek keresztben atellenesen
allnak, nyelesek, lemeziik tojasdad, vagy landzsas, valluk lekerekitett, széliik durvan fiirészes,
csucsuk hosszan hegyes. A viragok jelentéktelen kicsik, z61d szintiek (TOTH 2010). A csalan

levelének és viraganak fényképe az 1. abran lathato.

1. abra: nagy csalan (https://pixabay.com/photos/search/nettle/)

2.2. A nagy csalan felhasznalasa

Részben a tudomanyos kisérletek egyre szélesebb korben vald elterjedése, részben pedig a
fogyasztasi szokasok megvaltozasa ahhoz vezetett, hogy egyre nagyobb igény jelentkezik a
természetes alapanyagok fogyasztdsa és felhaszndlasa irant. Ez vonatkozik szdmos zoldségre
(citromfli — mézfli, fodros kel, tengeri zoldségek- a jovo ételei a vizek mélyérdl), gylimolcsre

(avokado, grapefruit) és gyogynovényre (teafa, didfalevél, citromfii, zsalya), igy a csalanra is.

A nagy csalan széles korii jotékony biologiai hatast fejt ki az emberi egészségre, pozitiv hatasait
mar az Okorban felismerték és tobbféle modon alkalmaztak gydgyitasra. Ennek bizonyitasara
szolgaljon itt Litynska-Zajac 2012-ben Lengyelorszagban publikalt tudomanyos munkaja,

melyben arheoldgiai kutatasok maradvany-anyaganak vizsgéalataval foglalkozva megallapitotta,
6
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hogy az Urtica dioica-t sok évszazada fogyasztjak ételként és gydgyaszati célokra (LITYNSKA-
ZAJAC 2012).

Ha a nagy csalannak csak a mindenki altal ismert felhasznalasat nézziik, akkor is vitathatatlan,
hogy egy olyan csodélatos gyogynovényrél van szo, ami nem csak a multban és a jelenben,
hanem a jovoben iS -s6t egyre szélesebb korben- tart szamot a fogyasztok érdeklodésére.
Jotékony és élelmiszerbiztonsagi szempontbol is kivald életteni hatdsa a novény egyes részeiben
elofordulo értékes belsd eredetli OsszetevOkkel hozhatd Osszefliggésbe, amire a késdbbiekben

bemutatott irodalmi hivatkozasok megadjak a tudomanyos magyarazatokat.

Eloljaréban csak egy kis bevezetés, annak bemutatasara, hogy milyen értékes ndvény is a csalan.
A csalan fold feletti részébdl jelentés mennyiségii z6ld szinli klorofill nyerheté ki, amit
elészeretettel hasznalnak fel a cukorkak szinesitésére. A nyers friss csalannal a végtagokat
itogetve elérhetd a vér cirkulaciojdnak gyorsitasa €s ezzel a hideg végtagok felmelegitése.
Régota fogyasztjak kiilonbozé betegségek kezelésére nyersen, szaritva és fozve. Igy példaul
reuma, iziileti gyulladas, vérszegénység, ekcéma, vesegyulladas és csalankiiités esetén, de
hasznaljak sériilések, égési sebek gyogyitasara is. A keleti népi gyogyaszatban ma is hatékonyan
alkalmazzak vérszegénység, menstrudciés vérzés, orrvérzeés, véres vizelet, asztma, reuma,
kohogeés, cukorbetegség, hasmenés, laz, koszvény, aranyér, sziilés utdni méhvérzés, alacsony
tejtermelés, vizelési panaszok kezelésére és ne feledkezziink meg a bioteremesztésben ajanlott

felhasznalhat6sagarol sem a szintetikus névényvédo szerek helyett.

2.2.1. A nagy csalan gyégyaszati hatasanak vizsgalata

A nagy csalan jotékony és gyogyitd hatasat tobb kutatd, illetve kutatdcsoport vizsgalta. UPTON
osszefoglalo cikkében 220 referenciara hivatkozva ismerteti az Urtica dioica levéllel kapcsolatos
orvosi vizsgalatok eredményeit. A csalant kiilondsen hatékony novényi gyogyszernek talaltak a
kutatok. Gydgyhatasai kozott a gyulladasgatlo, fajdalomcesillapitd, helyi érzéstelenitdé hatést
emlitik. A hisztamin-érzékenységet csokkenti, trombocita aggregaciot meggatolja. Antioxidans
hatasa révén a kozponti idegrendszert nyugtatd és vérnyomascsokkentd hatdsa van. A sziv- és
érrendszeri simaizmokat aktivizalja, vizhajto aktivitast fejt ki, valamint a cukorbetegséget is
gyogyitja. A gyomor- és bélmiikodést serkenti. Méjvédd hatdsa van, csokkenti a vér zsirsav
tartalmat, jo hatdssal van a vérképzd szervekre. Baktérium-, élesztdgomba-, és virus6l6 hatdsat is

kimutattak (UPTON 2013).
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Miutan a daganatos és az érrendszeri megbetegedések kozponti helyen szerepelnek a vezetd

halalokok kozott, ezért ezekre a vonatkozasokra térek ki eldszor.

A csalan vizes extraktumat adagoltdk DARSANAKI és munkatarsai 2012-ben rakos
patkanyoknak és igen hatékonynak talaltdk antimutagén gydgyszerként valdé hasznalatra, és

ajanlast is tettek a human felhasznalasra is (DARSANAKI et al. 2012).

MANSOORI ¢s munkatarsai az Urtica dioica extraktumat sikeresen alkalmaztak egyrészt ni
mellrakos sejtek in vitro, masrészt mellrakos patkanyok in vivo kezelésére. Az eredmények
nagyon biztatéak voltak, mely gydgymod és annak tovabbfejlesztése jelentdsen ) utakat nyithat

meg a rak gyogyitasaban (MANSOORI et al. 2017).

Hasonl6 eredményekre jutottak OZKOL és munkatarsai is a patkanyokon végzett kisérleteikben,
a rak egyik gyogyszerének (Cisplatin) mellékhatésait is sikeresen enyhitették az Urtica dioica
metanolos extraktumanak adagolasaval, vesebeteg egereknél (OZKOL et al. 2012).

Szamos gyogynovénnyel foglalkoz6 cikk részletes attekintése utdn a gydgynovények kedvezd
¢lettani hatasarol szamol be AZIMI kutatocsoportja, akik az Urtica dioica levélének és
gyokérének hatékonysagat publikaltdk a férfi joindulata prosztata daganat kezelésére is (AZIMI
et al. 2012).

A kiilonbozo rakos betegek kiegészitd kezelése a betegek immunrendszerének erdsitése. Erre
vonatkozoan is kedvez6 hatast tudtak kimutatnia a csalannal kapcsolatban (SIYUKHOV et al.
2018). Kutatasuk eredményei azt mutattak, hogy a nagy csalan a levelében talalhato fenolos

komponenseknek kdszonhetden fejti ki immunerdsitd €s a vérszegénységet megeldzo hatasat.

RAJPUT ¢és kutatd tarsai egy Osszefogalast kozolnek az Urtica nemzetség, koztiikk az Urtica
dioica farmakologiai hatasainak vizsgalatairol, ahol kimutattak a nagy csalan anti-diabetikus,
gyulladasgatlo, réakellenes, iziileti gyulladast csokkentd, antioxidans, majvédd, a vér lipid
tartalmat csokkentd, vizhajtd, gombadld, virusold, novényveéds, féregold hatasat (RAJPUT et al.
2018).

A sziv és érrendszeri, valamint a cukorbetegségben szenveddkkel foglalkoz6 Osszefoglald
cikkben NAMAZI ¢s munkatarsai 3 human, 18 allati és 7 in vitro és in vivo kozlemény adatait
dolgozzak fel, igen kritikusan. Annak ellenére, hogy az Urtica dioica levelének és szaranak

adagolasara kapott eredményeik kedvezdek voltak az érelmeszesedés kezdeti kialakulasa ellen
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patkanymodellekben, mégsem tekintik elegendden bizonyitottnak a gydgyhatas kijelenetésére
(NAMAZI et al. 2012).

NAMAZI és munkatarsai 40 feln6tt patkanyon végezett in vivo kisérletei kapcsan kedvezd hatast
tudtak kimutatni az Urica dioica vizes-etanolos extraktjanak adagolasaval az aorta ereinek
érelmeszesedés gyogyitasara (NAMAZI et al. 2018).

A jordaniai népi gyogyaszat eredményeirdl szamolnak be AFIFI és munkatarsai munkajukban.
Az Urtica dioica extraktumat patkanyokon kisérletezve megallapitottak, hogy az anti-diabetikus
hatds mellett sok mas betegségre is hatékonynak bizonyul, mely hatast a természetes

antioxidansoknak tulajdonitottak (AFIFI et al. 2013).

Ezen kisérletekhez hasonloan mas kutatok is a csaldn kedvezd szénhidrat anyagcserét
befolyasold hatasardl szamolnak be, patkanyokon végzett eredményeik alapjan (RAFID et al.
2012; DAR et al. 2013).

A fentieken kiviil eredményeket lehetett elérni a nem alkohol fogyasztasabol eredd zsirmaj
gyogyitasara (MALEKIRAD et al. 2012), a nikotin altal okozott spermium-karosodasra (JALILI
et al. 2014), kronikus borbetegségek gyodgyitasara (OLISOVA et al. 2018), az Altzheimer kor
sikeres enyhitésére, (ANAND et al. 2017) a stlycsokkentésre (ASHTIANI et al. 2018), az
allergia enyhitésére (CUICINA & MACEDO 2018) és a magas vérnyomas kezelésére (VAJIC et
al. 2018).

Azon kutatok nagy része, akik a novények gyodgyhatasan kiviil analitikai modszerekkel is
foglalkoztak, a kedvezé élettani hatast a novényekben —igy a csalanban is- jelenlévd
antioxiddns/redukdlé hatast kifejtd endogén komponenesknek, kiilondsen a polifenolos
vegyiiletek jelenlétének tulajdonitja (PATIL & MASAND 2019); (LUNA-GUEVARA et al.
2019).

2.2.2. Allatgyégyaszati, mezégazdasagi és ipari alkalmazasok

A csalan sokrétli felhasznalhatosdga a human vonal mellett az allatok gyogyitasdban is eldtérbe
kertil, mivel a természetes gyogymodok egyike lehet. Természetesen itt sincs egyetértés a gazdak
kozott, hiszen sok tenyészté -a tudomanyos eredmények ellenére- még ma is csak gaznak tekinti

a csalant, de azért szép szammal vannak kivételek is.

Altalaban a svajci farmerek tradiciondlisan alkalmazzdk a gyogynovényeket az allatok
gyogyitasara. Az Urtica dioica-t sikeresen alkalmazzak marha, kecske, diszn6 és pulyka
9
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kezelésére medddség, gyomorbantalmak, anyagcserezavarok, fajdalomcsillapitds, reuma ellen és
altalanos erdsités céljabol. A csalant vagy kozvetleniil etetik az allatokkal, vagy infuzio

formajaban adjak be (DISLER et al. 2014).

MONA ¢és munkatarsai arrol szamolnak be, hogy a kiilonboz6 gyogynovények keverékét, koztik
az Urtica dioica-t is sikeresen alkalmazzak lovak taplalék-kiegészit6jének. A csalan fogyasztasa
segitett a fiatal kancdknak az emésztésben, fert6z0 betegségek elkeriilésében, kornyezeti és
egyeb stresszek lekiizdésében (MONA et al. 2018).

MIKAEILI és munkatarsai csalan kivonattal végezték el malacokon egy bdrbetegséget okozd
gomba, a Microsporum canis kezelését (MIKAEILI et al. 2013). Az in vitro kisérletekhez a
széritott poritott drogot 95 °C-os vizben aztattk, lesziirték, majd a sziirletet beparoltak. Petri-
csészében kovették a gomba pusztulasat. A sikeres eredmények utan in vivo kisérleteket is
végeztek. Ehhez a csalant 70 %-0s metanollal extrahaltak, majd szlirték, szaritottak és a malacok
borfertdzését kezelték vele. Eredményeik alapjan in vitro gyenge hatas érhet6 el, viszont in vivo

a csalan megsziintette a borfertdzést.

Meglepé médon a halgazdasagokban is ismert a csalan felhasznalasa. DE VICO ¢és kutatd
csapata kiemelked6 fontossagunak tartjak az Urtica dioica-t, mint allati tipanyagot, és a szerzok
halgazdasagi tapasztalatok alapjan nyomatékosan ajanljak is a csaldn etetését a halakkal, mert

értékes tdpanyag, immunerdsitd hatasu €s segiti a halak novekdését is (DE VICO et al. 2018).

Szintén a halgazdasagok szamara feldolgozott 215 kozlemény adatai alapjan AWAD &
AWAAD a fertdzéses halbetegségek gyogyitasaval kapcsolatban az antibiotikumok helyett
ajanljak a halak gyogyndvényekkel torténd etetését, ahol a gydgyndvények koziil jelentds

szerepet tulajdonitanak a csalannak (AWAD & AWAAD 2017).

Az egészséges taplalkozasra torekvés egyre noveli a bio-farmok szdmat és méretét. Az emberi
egészségre jO hatassal vannak az olyan termények, amelyeket szerves tragyazassal €s a kartevok
ellen bio-alapt novényvéddszerekkel kezelnek. A klimavaltozas is egyre jobban megkdveteli az

agrarium ilyen iranyu fejlesztését.

A mezdgazdasagi novények korében, kiilonds tekintettel a kisebb biogazdasdgokban igény
jelentkezik a természetes szerrel torténé novényvédelemre. A mezdgazdasagi novényeket
kéarositd gombak laboratoriumi tesztelését végezték el HADIZADEH ¢és munkatéarsai

Pakisztanban, melynek eredményeként az agarlyuk difftizios modszerrel kedvezd eredményeket
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tapasztaltak néhany gombafaj ellen (HADIZADEH et al. 2009). Szabadfo1di koriilmények kozott
GARMENDIA ¢és munkatarsai kisérleteztek a burgonya kezelésével Urtica dioica -bol késziilt
strli szuszpenzidval. Nagy termdteriileteket bevonva vizsgaltdk a kezelt teriileteken a termés
mennyiségét, a klorofil-tartalmat, az allati kartevok szaporodasat és a novényi betegségeket.
Kezdeti sikereik nagyon biztatonak mutatkoztak, és igen fontosnak tartjak a tovabbi vizsgalatok
folytatasat (GARMENDIA et al. 2018). Ugyancsak sikeres kisérletr6l szamoltak be GULZAR
¢s munkatarsai, amikor az eperfa penészesedését (Fusarium pallidoroseum) kezelték sikeresen

Urtica dioica etanolos extraktumaval valamint mas gyogynovényekkel (GULZAR et al. 2013).

Az Urtica dioica felhasznalasara vonatkozo kisérletek (élelmiszer, allati takarmany, gyogyszer)
kozott 1s jszerlinek mondhat6 az a munka, amit PINELLI és munkatarsai végeztek (PINELLI et
al. 2008). A csalan ndvény szaranak részletes kémiai analizise alapjan a szar természetes elemi
szalait alkalmasnak talaltak textil alapanyagnak. GHARIBZAHEDI (2017) Jojoba gumibo6l és
csalan olajbol nanoemulziot készitett Beluga sturgeon halfilé csomagolasara, ilyen mddon
eléallitva egy 0j bioaktiv eheté csomagoloanyagot. A csalan-olajat az Urtica dioica szaritott
levelébdl és szarabdl vizgdzdesztillacidval készitették, a jojobat extrahaltdk, a két anyagbol
késziilt emulzidval vontak be a halfilét, majd 4 °C-on 15 napig taroltdk. Eredményiil azt kaptak,
hogy a halfilé fizikai, kémiai és mikrobioldgiai jellemzdi lényegesen jobbak voltak, mint a
csomagolas nélkiili kontrol jellemz6i (GHARIBZAHEDI 2017). Ugyanez a szerz6 a kovetkezo
cikkében (GHARIBZADEHI & MOHAMMADNABI 2017) a csalan-olaj ultrahangos
emulzifikdlasanak alkalmazasaval jelentdsen novelte a nanoemulzid tartdssagi idejét és a tarolasi
hémérsékletet, ezzel a csomagoloanyag fizikai-kémiai stabilitasat. gy biztonsagossa valt mind
az élelmiszeripari, mind a gyogyszeripari alkalmazasra. ERBAY és kutatotarsai (2017) szintén 1j
bioaktiv csomagolast fejlesztettek ki friss halak tarolasara. A csaldn nanoszélakat is tartalmazo

boritas tobb napig frissen tartotta a csomagolt halfilét (ERBAY et al. 2017).

Az emlitett irodalmi forrasok egyértelmiien mutatjak, hogy a nagy csalan nem csak az ember-, és
allatgyogyaszatban tolt be vitathatatlan szerepet, hanem a ndvények természetes alapanyagi
tragyazasa és permetezése révén nagy hasznara valik, illetve véalhat a biogazdasagoknak is.
Ezeken kiviil novényi olajanak a jovd csomagolas-technikdjaban is fontos szerepe lehet az
¢lelmiszerek tartossagi idejének ndvelésével, illetve egy élelmiszerbiztonsagi szempontbdl

kivalo bioaktiv csomagoloanyag eldéllitasaban.
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2.3 A nagy csalan hatasa élelmiszerbiztonsagi, élelmiszermindségi és

gyogyaszati szempontbol jelentés mikroorganizmusokra
A szakirodalomban sok szerzé foglalkozik a nagy csalan (Urtica dioica L.) antimikrobas

hataséval, melyet szamos élesztdvel és baktériummal szemben vizsgéltak.

2.3.1. Eleszt6gombak

Az ¢élesztogombak az ismert gombafajok mindossze 1%-at teszik ki, jelentdségiik mégis
hatalmas. Az ¢lesztoknek koszonhetd a kenyér kelesztése, a sor és a bor erjesztése, sok mas
anyagcseretermek ipari méretli termelése. A nagy gazdasagi haszon mellett azonban az ¢lesztok
jelentds kart okoznak az élelmiszerek romlasaval, de kérokozé is van kozéttik (DEAK et al.
2006).

A Candida nemzetség a legnagyobb fajszamu élesztonemzetség, amelynek mintegy 170 tagja
van (DEAK 1998). Széles korben megtaldlhatok az élelmiszerekben, ahol a termék
kialakitasaért, izanyagaiért feleldsek. A Candiddik k6z6tt vannak human korokozok is,
melyeknek a gombas fertdzések 10%-at tulajdonitjsk (DEAK 1998). Ezek valamennyien
opportunista korokozok, azaz els6sorban gyenge vagy karosodott immunrendszerii emberek
(rdkos, transzplantacios vagy HIV-betegek) szervezetében fordulnak elé. Kiemelkedik koziilik a
Candida albicans faj (FRANK 2007).

A Candida glabrata ¢élesztégomba a normal humam mikrobiota része. Minden kornyezeti
kortilmény kozott el6fordul. Jelenleg a masodik vagy harmadik helyet foglalja el a feliileti
(orélis, nyeldcsd, hiivelyi vagy hugyuti) vagy szisztémas kandidas fertézések korokozoi soraban
(FIDEL et al. 1999).

A Candida parapsilosis szamos foldrajzi régidban az egyik leggyakrabban izolalhato Candida
faj. A szovetekre és a véredényekre is atterjedt gombafertézés egyik okozoja. Legtobbszor a
gyerekek ¢és az alacsony sziiletési stlyt csecsemdk szervezetében fordul eld. Veszélyeztetett
tovabbd valamennyi immunhidnyos allapotu beteg is, kiilonosen azok, akiket intenziv
osztalyokon kezelnek. A Candida parapsilosis a leggyakarabban a bérfelszinrél izolalhato
(TOTH 2016).

A Saccharomyces cerevisiae az ¢élesztdgombak csoportjaba tartozik. Kenyérsiitésnél,
borkészitésnél és sorfézésnél is hasznositjak, mivel fermentacios kapacitdsa nagy, jol tiiri a kis
pH-t, illetve a nagy etanol koncentraciot és még oxigén jelenlétében is alkoholld fermentalja a

cukrokat, azokbol széndioxidot fejlesztve.
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Erjedési folyamatokban vesz részt, ezaltal ¢lelmiszereknél is ilyenfajta romlast okoz, de nem
patogén (PESTI 2001). Megtalalhaté kefirben, és izolalhaté szaraz szalamikbol és szamos
gyimolcs felilletérél. (OYARZABAL & BACKERT 2012) Az egyik leggyakoribb romlast

okozo élesztégomba gyiimdlcslevek esetében (Maraz és Kovacs, 2014).

2.3.2. Baktériumok

Az enterococcusok indikator mikrobdk, ugyanakkor ételmérgezést eldidézd baktériumok. A
szervezeteken kiviil hosszabb idon at is €letképesek maradhatnak, ezért nem feltétleniil jelzik a
friss fekalis szennyezettséget. HOkezelt élelmiszerekben is el6fordulhatnak, jelezve a hdkezelés
elégtelenségét vagy az utodfertézést. Az Enterococcus faecalis Gram-pozitiv, fakultativ anaerob
(oxigén jelenlétében és nélkiile is képes novekedni) baktérium. Megtalalhat6 a talajban, a vizben,
a legtobb 4llat és az ember bélrendszerében is a normal flora tagjaként. Jelentds antibiotikum
rezisztencidja miatt a fert6zés legy6zése igen nehéz. Ez a patogén tehetd feleldssé a bakterialis
agyhartyagyulladasért, kiilonféle hugyuti fertdzésekért, a szivbillentyli- €s a szivbélhartya
gyulladasért, a szajiireget érint6- és gyakran a korhazi fertézésekért is. Nem tartozik a virulens
patogének koz¢, akkor valik korokozova, ha a beteg eldzetes antibiotikum-kezelésben részesiilt,

stilyos, tobbnyire rosszindulata alapbetegségben szenved (BIRO 1993).

Az Escherichia coli Gram-negativ mikroba. Megtalalhat6 a melegvérii allatok testében, igy az
emberben is. Az E. coli csak nagyon rovid ideig képes életben maradni a szervezeten kiviil.
Bizonyos torzsei a normal bélflora tagjai, K2-vitamin képzésével hozzajarulnak a szervezet
vitaminellatasahoz ¢és jelenlétiikkel visszaszoritjdk a rothasztd baktériumok elszaporodasat
(NASZ 1982). Bizonyos torzsei huméan patogének, igy példaul hasmeneséses
megbetegedésekért, hugyuti fertdzésekért vagy az 0jsziilottkori agyhartyagyulladasért felelosek.
Fontos ¢lelmiszeripari szerepe van, mivel jelenléte utalhat friss fekalids fert6zésre, rossz

higiénias koriilményekre, vagy utészennyezédésre (MARODI 2016).

A Listeria monocytogenes Gram-pozitiv, fakultativ anaerob szervezet, a liszteridzis nevezetl,
¢lelmiszer eredetli megbetegedés korokozdja (SCHLECH et al. 1983), stlyosabb esetben
agyveldgyulladast, valamint terhes ndknél vetélést okozhat, de a megbetegedettek mintegy 75% -
at a 65 évnél iddsebbek, a terhes ndk, és a legyengiilt immunrendszerli emberek teszik ki
(PERERA et al. 2015). A fertézés kialakuldsa nagyban fligg a baktériumok szdmatdl és az
altalanos egészségi allapottol. Széles kdrben eléfordul a novényekben, talaj- és felszini vizekben,
szennyvizben, vagohidi hulladékokban, valamint az emberi és 4llati iiriilékben (FARBER &
PETERKIN 1991). Alkalmazkodik a széls6séges kornyezeti feltételekhez (hdmérséklet, pH).
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Komoly problémat jelenthet az élelmiszeripar szamara, illetve veszélyt a fogyasztokra nézve.
Kornyezetiinkben szinte mindenhol megtalalhatd. Fokozott figyelmet kell forditani a zoldségek
¢s nyers hasok mosasara, evés el6tti tisztitasara, valamint a pasztorozetlen tejtermékek
fogyasztasanak mellgzésére (FARBER & PETERKIN 1991). Novekedését a kvercetin nevii

flavonoid bizonyos koncentracidban mar gatolni tudja.

A Listeria innocua Gram-pozitiv, fakultativ anaerob baktérium, emberre nem patogén szervezet.
Az ¢élelmiszeripar szamara kutatasi szempontbdl fontos, mivel tulajdonsagaiban, igy az alacsony
pH-val, szaritassal és melegitéssel szembeni rezisztencidjaban, valamint a sotlirésében hasonlit a
megbetegedést okozo L. monocytogenes torzseihez, igy altala a mikroorganizmusok viselkedése
olyan laboratériumokban, ahol koérokozokkal nem tudnak dolgozni, biztonsdgosabban

tanulmanyozhaté (MARODI, 2016).

A Pseudomonas aeruginosa Gram-negativ, aerob baktérium. A talajban, vizben, gyulladasos
folyamatokban és a legtobb ember altal épitett kornyezetben is megtalalhat6. Novényekre,
emberekre és dallatokra egyarant veszélyes lehet. Immungyenge emberek szdmara komoly

problémakat okozhat. Erds antibiotikum rezisztenciaval rendelkezik (BIRO 1993).

A Staphylococcus aureus Gram-pozitiv, fakultativ anaerob baktérium. Tiinetmentesen is jelen
lehet az ember borfeliiletén, nem okoz feltétleniil megbetegedést, de ha a koagulaz pozitiv S.
aureus torzsek tobbsége valamely ¢lelmiszerben nagy szdmban van jelen, akkor az élelmiszer
elfogyasztasa néhany oran beliil heveny tiineteket, hanyast, hasmenést okoz. A betegség azonban
1-2 nap alatt megsziinik (LACZAY 2008; DEAK et al. 2006; MARODI 2016). A S. aureus
okozta ételmérgezés gyakori forrasa a nyers tej, €s a nyers huskészitmények, de foként a human
eredetli torzsek és az azokat kozvetitdé emberi kéz (LACZAY 2008). A Staphylococcus
nemzetség fajai szinte mindenhol megtalalhatoak, kornyezetiinkben tobb faja az emberi és allati
szervezetekben is jelen van. Kornyezeti tényezOkre valo érzékenysége igen alacsony. A MRSA,
azaz a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus, sebekbdl izolalhatd, és nem reagal az

antibiotikumos kezelésekre.
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2.4. Az antimikrobas tulajdonsag vizsgalatanak mikrobioldgiai és analitikai
maodszerei

Antimikrobialis anyagoknak nevezziikk mindazon természetes, félszintetikus vagy szintetikus
vegylileteket, melyek kis koncentracidban és altalaban szelektiven — a mikroorganizmusok
kisebb-nagyobb csoportjara hatva — gatoljak azok élettevékenységét (PESTI 2001).

2.4.1. Tenyésztésen alapulé mikrobioldgiai modszerek

Tapleves higitasos modszer: a higitasi lépcsdben a vizsgalt hatoanyag koncentracioja
lépcsOnként felére csokken. A vizsgalt korokozd sejtszuszpenzidjaval beoltva a tapoldatban
hatarozzak meg a minimalis gatldé koncentracié (MIC = minimal inhibitory concentration) értékét
sorozathigitdsos moddszerrel. A modszer 1ényege, hogy kiilonb6z6 koncentracidju taptalajra
azonos mennyiségli baktérium szuszpenziot mérnek. A MIC értéke annal a koncentracional
jelentkezik, amelynél 24 6ras 37 °C-on torténd inkubalas utan sem tapasztalunk valtozast, vagyis
nem noé a turbiditadsa a szuszpenzidnak, nem novekednek a mikroorganizmusok. Meghatarozasa
fotometriasan torténik. Ezt a modszert eldsziirésként is hasznaljak. Az ismeretlen hatéanyag-
érzékenységli  korokozoval egyidoben kordbban leellendrzott érzékeny ¢és ellenalld
izolatumokkal, Un. tesztorganizmusokkal is elvégzik a kisérletet, hogy legyen viszonyitasi

alapjuk (MODARRESI-CHAHARDEHI et al. 2012).

Agarlyuk diffuzios modszer. a gyogyszerkonyv altal is elismert, gatlohatas vizsgélatara
kifejlesztett hagyomanyos moédszer (FINN 1959). Lényege, hogy tapagart készitiink egy Petri
csészében, aminek feliiletére mikrobaszuszpenzi6 felhasznalasaval pazsitot készitiink. Az agarba
lyukakat farunk, majd ezeket feltoltjik azzal az el6zetesen eldkészitett oldattal, melynek
kivancsiak vagyunk az antibakterialis hatasara. 4-5°C-ra helyezve a diffuzi6 eldsegithetd, ezt
kovetden a lemezeket a hagyomanyos modon inkubdljuk a baktérium térzs hdmérsékleti
optimuman 24-48 6ran keresztiil. A gatld hatast a lyukak koriil jelentkezd feltisztulasi zona jelzi,
azok mérete pedig a gatld hatis kvantitativ jellemzésére ad lehetdséget. A vizsgalati minta
gatlohatasa tobbféleképpen adhatdo meg, de altalaban a feltisztulasi zona atmérdjét veszik alapul

a kiértékelés soran (DEAK et al. 2006).

Korongdiffuzios mdodszer: hasonléoan az agarlyuk diffizios moddszerhez diffiizios technikan
alapuld, szabvany szerint elvégzett kisérlet. A taptalaj felszinére massziv oltassal felviszik a
vizsgalandd korokozot, majd erre helyezik az ismert hatéanyag-tartalmi tesztkorongokat.

Meghatarozott idejii inkubdlds utdn megmérik a gatlasi zondkat. (A szabvanymodszerhez
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mellékelt tablazat adataival Osszevetve megéllapithatd, hogy a vizsgalt koérokozd melyik

hatdéanyaggal szemben érzékeny, illetve rezisztens.).

E-teszt: a tesztkorong moédszerrel 1ényegében azonos eljarassal késziil, azzal a kiilonbséggel,
hogy ebben az esetben a tesztkorongot olyan papircsik helyettesiti, amelyen a hatéanyag tobb,
lIépcsds koncentracidban van jelen. A vizcsepp alaku gatlasi zona szabvany szerinti kiértékeléssel

torténik (PESTI 2001).

2.4.2. Tenyésztésen alapuld fizikai modszerek

A turbidimetrias mérés a kolloid oldaton athaladd és a részecskéken szorodo fény relativ
intenzitds csokkenésén alapuld modszer. A mikrobaszaporodas eldrehaladtaval az oldatok
zavarossd valnak, az oldat fényateresztd képessége valtozik. A fény intenzitds csokkenése a
szuszpendalt mikroba sejttomegével ardnyos €s sejtszamra is kalibralhatd. A fotométer vagy
spektrofotméter az optikai denzitast, azaz a beesé €s atmend fény hanyadosanak logaritmusat

detektalja. A mérés a Lambert-Beer torvény alapjan értelmezhetd:

A= logll—0 , ahol: lp: a zavaros oldatot megvilagitoé fény intenzitasa, ly: az oldaton atjutd fény
tr
intenzitasa (BELAK et al. 2011).

A konduktometrias mérések lényege, hogy az elektromos vezetoképesség ¢s a folyadék
ellenallas valtozasat detektaljuk impedancia, vezetOképesség ¢és kapacitds mérésével. A
mikroorganizmusok szaporodasukhoz tdpanyagokat hasznalnak fel, ezaltal a nagy molekulakat
folyamatosan kisebbekké alakitjak at, igy modositva a folyadékrendszer Osszetételét, ami az
elektromos vezetOképesség és folyadékellenallas valtozasat eredményezi. Amikor egy populacio
eléri a 10° tke/ml-es sejtkoncentracidt, valtozas jelentkezik a mért paraméterekben (FUNG
2002). Az id6 fliggvényében a gorbe hirtelen emelkedni kezd, ez az id6 a mikroorganizmus
ugynevezett detekcidos ideje, mely forditottan ardnyos a jelenlévd mikroorganizmus kezdeti

koncentracidjaval.

A redoxpotencial mérésén alapulé technikak 1ényege, hogy a mikrobak szaporodasanak
energiaforrdsa a biologiai oxidacid, mely a kornyezet redukdlasaval jar, csokkentve a
redoxpotencialjat. Ezt altaldban a redukald anyagcseretermékek felszaporodasa, illetve az
oxigénfogyasztds indulkdlja. A moddszer a tapkdzeg redox potencidljanak mérésén alapul
(BROWN & EMBERGER, 1980).
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2.5. Endogén komponensek és antimikrobas hatas

Dolgozatom kisérletes részei miatt jelen fejezet tovabbi részében nemcsak a csalankivonatokra
¢s a kivonatok antimikrobas hatasara térek ki, hanem azon irodalmakra is, amelyek az
antimikrobas hatast valamilyen endogén (a szervezetben keletkezett, azon beliill megjelend)
komponenshez kotik, illetve a hatast a beltartalmi értékek antioxidans kapacitasaval hozzak

Osszefliggésbe.

Az antimikrobas hatast az egyes novényi kivonatok igen széles skalajaval vizsgaltak. Kiilonb6zo

oldoszereket - a viztdl a szerves olddszerek széles valasztékaig - €s paramétereket alkalmazva.

SAKLANI és CHANDRA (2012) az Urtica dioica szarabol és levelébol készitett extraktumok
(petroleum, kloroform, etil-acetat, aceton, etanol, viz) 10 baktériumra (Bacillus cereus,
Escherihia coli, Enterobakter gergoviae, Klebsiella pneumonia, Salmonella entericatyphim,
Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,
¢s 3 gombara (Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus) gyakorolt hatasat
vizsgaltak, mindamellett kivancsiak voltak szamos endogén komponens jelenlétére is, tobbek
kozott a polifenolokra. A kiilonb6z6 kivonatok koziil a vizes €s az alkoholos kivonatok mutattak
a legjobb hatast a legtobb vizsgalt gombara és baktériumra, mig a petroleumos, etilacetatos és
kloroformos kivonatok bizonyultak a leggyengébbnek és csak néhany €16 szervezetre fejtettek ki
gatld hatast. Megallapitottdk, hogy az Urtica dioica jelent6s hatasfokkal pusztitotta az
Escherihia coli, a Streptococcus pyogenes és Salmonella entericatyphim baktériumokat
(SAKLANI & CHANDRA 2012).

MODARRESI-CHAHARDEHI (2012) és munkatarsai az Urtica dioica antimikrobas hatasat
vizsgaltak egyrészt kétféle oldoszerrel (etil-acetat és hexan) és Soxhlet extrakcioval, masrészt
egyszerll egyszeri extrakcioval otféle Osszetételli butanolos olddszerrel, 28 Gram-pozitiv és
Gram-negativ mikroba esetén. Az Urtica dioica extraktumai nagyon eredményesen voltak
alkalmazhatok Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus cereus, Bacillus spizizenii, Micrococcus
sp., és Vibrio parahaemolyticus esetén. A butanolos extrakt hatékony volt Escherichia coli,
Bacillus subtilis és Staphylococcus aureus mikroorganizmusokra, de a Soxhlet extrakcio jobb
antimikrobas hatast mutat Gram-pozitiv, mint Gram-negativ baktériumok estén (MODARRESI-
CHAHARDEHI et al. 2012). Tobb gyogynovénybol, igy a csalan magjabol készitett vizes,
alkoholos, etilacetatos és hexanos kivonat mikrobioldgiaia hatdsat vizsgaltdk CEYHAN ¢és
munkatarsai két Gram-pozitiv és két Gram-negativ (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

valamint Esherichia coli, Kleshiella pneumoniae) baktériumra és egy €lesztdgombara (Candida
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albicans). Méréseik szerint csak az etanolos és az etil-acetatos extraktumok pusztitottak a

mikroorganizmusokat, a hexanos extraktum nem (CEYHAN et al. 2012).

Harom romaniai gyogynovény, az Urtica dioica, az Arnica montana és az Artemisia absinthium
etanolos kivonatanak antimikrobas hatasat vizsgaltdak STANCUIC és munkatarsai (STANCUIC
et al. 2011) a kovetkezé baktériumokra: Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, és a Candida
albicans éleszt6 gombara. A mikrobak novekedését optikai striségmérével mérték. A
mikrobakra planktonikus allapotban (vizes szuszpenzidoban) az Urtica dioica a masik két
novényhez hasonloan atlagosan volt hatékony, mig a feliileten tapad6é mikrobaknal nagymértékii

inhibicios hatést fejtett ki.

A nagy csaldn és a gyermeklancfii etil-acetatos extraktumanak antibakterialis hatasat vizsgéltak
GHAIMA ¢és munkatarsai Aeromonas hydrophila, Salmonella enterica serovar Typhi,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus és Escherichia coli mikroszervezetekre. A kapott
antimikrobas hatast 6sszehasonlitva a gyermeklancfii eredményeivel az Urtica dioica minden
esetben hatékonyabbnak bizonyult, mely eredményt a szerz6k a csaldn jelentds
polifenoltartalmanak, ami négyszerese volt a gyermeklancfitben mérteknek és a 44 % -kal jobb

antioxidans kapacitasanak tulajdonitottak (GHAIMA et al. 2013).

WAGAS és munkatarsai az Urtica dioica és Rumex nepalensis antimikrobas hatasat mérték. A
csalan levelébdl és gyokerébdl forrd vizes, metanol-vizes, illetve etil-acetatos extraktumokat
készitettek és vizsgaltak az antibakterialis hatast Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) baktériumok és
Candida albicans gomba felhasznalasaval. Az agarlyuk diffuzios modszerrel kapott
eredményeik szerint az Urtica dioica forrd vizes extraktuma nem volt hatdssal a valasztott
mikrobakra, a 95%-0s etil-acetat oldat viszont j6 antimikrobas hatast mutatott, elsésorban a
levélnek koszonhetéen (WAGAS et al. 2016).

Torokorszagban, az ott dshonos és fliszerndvényként is hasznalt gyogyndvények metanolos

kivonatat, igy a csalan antimikrobas hatasat is vizsgaltak nyolc baktériumra és két gombara.

Ezen vizsgélatok mellett tobb modszerrel mérték az egyes kivonatok antioxidans kapacitdsat is.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a csalan metanolos kivonata harom mikrobanal nagyon

hatasosnak tiint (Bacillus cereus, Morganella morganii és Pseudomonas aeruginisa) és jo
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korrelaciot tudtak kimutatni az antimikrobds hatds ¢és az antioxidans kapacitds kozott az
ALBAYRAK ¢és munkatarsai altal végzett kisérletben (ALBAYRAK et al. 2012).

BOBIS és munkatarsai (BOBIS et al. 2015) kiilonb6z6 gyogyndvények (Ocimum basilicum,
Urtica dioica, Thymus serphyllium, Chysanthemum balsamita és Achillea millefolium)
antibakterialis hatasat vizsgaltdk Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokra. A névényekbdl
70% etanol tartatmu vizes oldoszerben egyszerl egyszeri extrakcioval készitett kivonatok hatasat
vizsgaltdk, és HPLC-vel meghataroztak a mintdk polifenol profiljat és azok mennyiségét. Az
antimikrobas hatast 2 Gram-pozitiv (Staphyloccocus aureus és Bacillus cereus) és 3 Gram-
negativ (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ¢és Salmonella typhimurium) patogén
baktériumon végezték el. Vizsgalataik alapjan az Urtica dioica teljes polifenol és teljes flavonoid
tartalma volt a legnagyobb a vizsgalt novények kozott, melyben érdekes modon a rutin nem volt
kimutathato, és a tesztelésben a masodik legjobb antimikrobas hatast mutattak ki.

A szaritott csalan levelébdl és szarabol, 70-80 °C-os vizes illetve 70%-0s etanolos oldat
antimikrobas hatasat korong diffuzioval vizsgaltak Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris és Candida albicans mikrobakra (AMINI et al.
2014). Avizes extraktum jobb antibakterialis hatast mutatott, mint az etanolos kivonat. A legjobb

hatast a gyokér vizes extrakcidjaval érték el.

Banja Luka teriiletérdl szarmazé szaraz csalanlevél mintakat vizsgalt KUKRIC, a munkatarsaival
egyltt (KUKRIC et al. 2012). A karotinodok és a klorofilltartalom mellett az antioxidans
védelemben szerepet jatszo enzimeket és a teljes polifenoltartalmat, valamint a flavonoidok és
flavonolok mennyiségét is meghataroztak ¢és tobb modszerrel megmérték a mintdk antioxidans
kapacitasat is. A csalan kivonatot Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokra (Bacillus
subtilis, Lactobacillus plantarum, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) tesztelték. Az
eredmények alapjan az extraktumban a minimalis gatldé koncentracio (MIC) és a minimalis
baktericid koncentracid6 (MBC = minimun baktericid concentration az antibakteridlis szer azon
koncentracidja, amely a mikroorganizmusok kozel 100%-at teljesen elpusztitja) 9,05 és 149,93

mg/ml kozott valtozott. A legjobb eredményeket a fiatal levelekkel érték el.

KORPE és munkatarsai (2012) két csalan, az Urtica dioica és az Urtica pilulifera leveleinek,
gyOkereinek, viragainak és magvainak metanolos és vizes Kivonatait vizsgaltak, valamint az
¢lelmiszerek romlasat és novények fertdzését eld6idézo baktériumokra tesztelték. Akkor kaptak
lényegesen hatasosabb antimikrobialis hatast, amikor a legnagyobb polifenoltartalmat mérték,

jelen esetben az Urtica dioica-nal (KORPE et al. 2012).
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SINGH ¢és munkatarsai (SINGH et al. 2012) a csalanboél vizes, hexanos, etilacetatos, metanolos
¢s kloroformos kivonatot készitettek, majd korong diffuzios moddszerrel tesztelték az
antimikrobas hatast mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ baktériumok (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginisa, Salmonella Typhi, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri)
esetében. Szoros Osszefliggést tudtak kimutatni a GC-MS moddszerrel a hexanos extraktumban
kimutatott értékes endogén komponensek ¢és az antimikrobas hatas kozott.

PROESTOS és munkatarsai a gorog aromas gyogynovények sokasagaval egy olyan nagyszabasu
munkat tettek kozzé, amelyben HPLC-vel meghataroztak a gyogynovények polifenolos
komponenseit, meghataroztdk az antioxidans kapacitasukat ¢és vizsgalataik kiterjedtek az
antimikrobas hatas vizsgalatara is (PROESTOS et al. 2006). Erdemes megemliteni, hogy rutint
nem talaltak a vizsgalt csalan mintaban.

Ezen r6vid, a csalan antimikrobas hatasaval foglalkozo néhany irodalmi emlités ravilagit arra,
hogy a kutatok a novény kiillonbozd részeibdl, kiilonbozd extrahdld szerekkel, kiilonb6zo
extrahalasi modszerekkel készitett kivonatainak a kiilonb6z6 mikroorganizmusokra gyakorolt
hatasarol elég ellentmondéasos eredményeket mutattak ki. Ennek ellenére az az egy biztos, hogy a
csalannak szdmos mikroorganizmusra kimutathatdo antimikrobds hatasa van. Ami talan a
legfontosabb, hogy a kutatas elment az analitika felé, ahol arra keresik a valaszt, hogy mi, mely
endogén komponens/komponensek okozhatjadk ezt a kedvezd hatast. Abban a szerzok
egyetértenek, hogy a nagy polifenoltartalom jobb antimikrobas hatast okoz. Egyre tobb
eredmény sziiletik arra vonatkozoan, hogy a kivonatokban a kimutathaté értékes komponensek
antioxidans/redukalé tulajdonsdga €s az antimikrobas hatas kozott szoros dsszefliggés allapithato

meg.
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2.6. A nagy csalan (Urtica dioica L.) kémiai dsszetétele

A nagy csalanban eléfordulé endogén komponensekkel behatdan, hazai viszonylatban (TOTH
2010) foglalkozik, aki szerint a nagy csalan levele és gyokere a kovetkezd Osszetevoket

tartalmazza.

A nagy csalan levele tartalmaz:

Flavonoidokat (0,7-1,8 %): kempferol-3-O-gliikozidot, kempferol-3-O-ramnogliikozidot,
kvercetin-3-O-gliikozidot, kvercetin-3-O-ramnogliikozidot, izoramnetin-3-O-gliikozidot,
izoramnetin-3-O-neohesperidozidot,

Fahéjsavakat: kavésav, p-kumarsav, ferulasav, klorogénsav,

Szerves savakat: hangyasav, ecetsav, vajsav, oxalsav, borostyankdsav, almasav, citromsav,
izocitromsav, fumarsav, malonsav, kinasav,

Ill6olajat, melynek f0komponensei: acetofenon, metilheptanon, citral, linalool,
Szénhidrat-fehérje-polimereket,

A szérokben: 2 mg% acetilkolint, 3 mg% hisztamint, 0,02% szerotonint,

Vitaminokat: 0,6% C-vitamint, B6-vitamint, B2-vitamint, K-vitamint, pantoténsavat, folsavat

Asvanyi anyagokat (pl. 2-200 mg vas/100 g).

A nagy csalan gyokere tartalmaz:

Szterolokat: B-szitoszterolt, [-szitoszterol-3-O-gliikozidot, 7B-hidroxi-p-szitoszterolt, 7f-
hidroxi-p-szitoszterol-3-O-gliikozidot, 7a-hidroxi-p-szitoszterol-3-O-gliikozidot, 7a-hidroxi-p-
szitoszterol-3-O-gliikozidot, B-szitoszterol-(6"-O-palmitil)-3-O-gliikozidot),

Lignanokat:  neoolivilt,  9-acetilneoolivilt,  9,9'bisacetilneoolivilt  és  glikozidjaikat,
Szekoizolaricirezinolt és gliikozidjat,

a-pirén-szarmazékokat és azok glikozidjait,

Poliszacharid-fehérje polimert, amelynek a szénhidrat része glikozbol, galaktozbol,

arabin6zbol, ramndzbdl, mannozbol, xilozbol és uronsavakbol all (TOTH 2010).

Fontos bioaktiv komponenseik még az a-tokoferol (E vitamin) és B-karotin (A vitamin). Ezen
vitaminok is nagymértékben felelések a kedvezé hatas kialakitasaért, és ne feledkezziink meg

ezen vitaminok jelentds antioxidans/redukald tulajdonsagarol sem (MAYNE, 2003).
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A csaldn talan legfontosabb bioaktiv anyagai a fentiekben emlitetteken kiviil a polifenolok és
ezen belill a flavonoidok, melyek felelossé tehetdk ez eddigiekben felsorolt kedvezd élettani
hatasokért. A kutatok nagy szama nem csak a csalan ndvényben jelen levo értékes komponensek
kimutatasaval, hanem az azokbol torténd kiilonb6zo extrakciokkal torténd kinyerésével is
behatdan foglalkozott (PEREIRA & MEIRELES 2010; GARCIA-SALAS et al. 2010; JUN &
RONG 2014; HSIEH et al. 2014).

A novényvilagban el6forduld flavonoidok a masodlagos novényi anyagcseretermékek kozé
tartoznak, a ndvények sajat védelmi rendszeriikk miatt szintetizaljdk ezeket. Jelentds
mennyiségben fordulnak eld a zoldségekben és a gyiimolcsdkben is, melyek természetes
antioxidansok, fogyasztasuk egészségvédd tényezd. Errdl a vegyiiletcsoportrél és a
vegyliletcsoport élettani hatdsarol egy késobbi, a szabadgyokokkel foglalkozo fejezetben kicsit
részletesebben foglalkozom, most csak a csalannal kapcsolatos irodalmakat tekintem at.

A csalanban talalhaté flavonoidok kimutatasaval tobb kutatd csoport is foglalkozott, akik
munkaiban egyéb értékes endogén komponensek kimutatdsidra is sor keriilt, ezért ezek
szétvalasztasat nem tartom célszerlinek, annal is inkdbb, mert a novényben eléforduld Gsszes

értékes komponens egyiittes hatdsanak/meglétének kdszonhetd a kedvezo €lettani hatas.

Az Urtica dioica termesztésére, gyljtésére illetve allatgyogyaszatban és human felhasznalasban
betoltott szerepére vonatkozd -az el6bbiekben bemutatott- irodalmi Osszedllitaisban UPTON
(2013) a novény mas-mas szempontbdl targyalt szerepének targyalasa mellett egy igen részletes
analizis eredményeit is ismerteti.

Az analizis sordn az elsOdleges metabolitok, a fehérjék, szénhidratok, lipidek, stb. mellett
részletes emlitést tesz a flavonoidokrdl (kempferol, izoramnetin, kvercetin és szarmazékai), mas
fenolos komponensekrdl (sikimisav szarmazékok fenil-propan, kavésav, ezek kiilonbdzo
¢észtereirdl, mint klorogénsav és szlopoletin), az eszencidlis olajokrdl, zsirsavakrol és a
kiilonb6z6 értékes karotinoidokrél (B-karotin, hidroxi-a-karotin, luteoxantin, lutein epoxid,
violaxantin). Ezen eredmények jol Osszecsengenek DOGAN és munkatarsai altal kapott
eredményekkel, akik a fenolos komponensek mellett fehérjéket és szdmos karotinoidot is
azonositottak tobb gyogyndvény vizsgalatakor és az eredmények/a kapott értékek alapjan a
csalant ezen vizsgalt novények kozott a kozépmezOnyben helyezték el (DOGAN et al. 2010).
Ugyancsak Osszecsengenek ezek az eredmények DUROVIC ¢és munkatarsai altal kozolt
eredményekkel, akik az Urtica dioica levél extraktumaiban kimutattak a rutin és a kempferol 3-

O-gliikozid jelenlétét. Megallapitottak, hogy a kivonatok kiilonbozd zsirsavakat, karoteinoidokat,
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fenolos komponenseket és asvanyi anyagokat (Na, K, Ca, Mg, Fe, Mn, és Zn) tartalmaznak
(DUROVIC et al. 2017).

Szamunkra is fontos informaciot kdzolnek NENCU és munkatarsai, akik azt tapasztaltdk az
analitikai vizsgalataik soran, hogy a novény begylijtésének optimalis ideje a tavaszi idOszak, a
gyogyhatasu anyagok féleg a fiatal novényben talalhatok meg jelentésebb mennyiségben. Orvosi
szempontbol gyodgyhatastiaknak bizonyultak a kovetkezé komponensek: a kéavésav, a
klorogénsav, a ferulasav, rutin (kvercetin-3-rutinozid (szoforin)-flavonoid glikozid), izo-
kvercetin (NENCU et al. 2012).

Ha az egyes kivonatokban az altalunk is hasznalt oldoszerekkel kapott eredményeket tekintjiik
at, akkor a csalan levelek etanolos, majd metanolos kivonatabol KUKRIC és munkatarsai

munkajat érdemes megemliteni, megmérték a kivonat teljes fenol-, flavonoid- és flavonol

tartalmat (KUKRIC et al. 2012).

SOFIC és munkatérsai 50 névény vizes extraktumdban, koztiik a csalanban, annak levelében,
szaraban ¢és viragjaban is vizsgaltdk rutin koncentracidjat, a csaldn levél ebben a sorban az

elokeld 11. helyet foglalta el (SOFIC et al. 2010).

OTLES és YALCIN az Urtica dioica teljes fenol-profiljat analizaltak HPLC modszerrel, 80 %-
os metanolos kivonatban. A novényeket kiillonb6zo kitettségli helyekrdl gytjtotték, amely
nagymértékben meghatarozta az Osszetétel alakulasat. A friss és szaraz novény fogyasztasra
torténd javaslata miatt mindkettobdl a profil meghatarozasa mellett a mintdk antioxidans
kapacitasat is megmérték Folin és DPPH moédszerekkel. A legnagyobb polifenol mennyiséget €s
antioxiddns aktivitast a napfényes, meleg, kellemes éghajlati helyekrdl szdrmazdé mintakban

talaltdk, mind a ndvény fold feletti részében, mind a gydkérben és ennek alapjan javasoltdk a

friss novény fogyasztasat (OTLES & YALCIN 2012).

Az Urtica dioica eddigi legrészletesebb polifenol-profiljat ORCIC ¢és munkatarsai (2014)
publikaltdk. A mintdkat, a csalan levelét, szarat, virdgjat és gyokerét kiilon-kiilon 80%-0s
metanolos oldattal szobahdmérsékleten 48 oOran 4t razattdk, majd az extraktumot LC-MS
modszerrel elemezték. A valasztott 45 ndvényi fenolos sztenderd segitségével 21 fenolos
komponenst mutattak ki. A legfontosabb komponensek koziil a rutin kiemelkedé mennyiségben
van jelen a viragban, szarban, gyokérben és levélben (a levélben 0,02-4,6 mg/g szaraz levél).

Kisebb mennyiségben mutattdk ki a széraz levélben a kvercetin 3-O-gliikozidot (0,0024-1,08
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mg/g sz.1.) és a kempferolt 3-O-gliikozidot (0,070-0,0 mg/g sz.l). A gyokérben csak a rutin volt
kimutathat6 (0,0186-0.0023 mg/g szaraz gyokér) (ORCIC et al. 2014).

Erdemes megemliteni ULLAH és munkatarsai (2017) munkéjat, melyben az Urtica dioica
etilacetatos extraktumabdl 0j benzolszarmazékot -a diocanolt- izolaltak a benne talalhaté az
ismert alkotdelemekkel: B-amyrin, B-szitoszterol, stigmaszterol, és oleanolsav (ULLAH et al.
2017).

Szuperkritikus fluid extrakcioval SAJFRTOVA ¢és munkatarsai csaldn gyokerébol két
gyogyaszatilag értékes fenolos komponenst, a nem polaros P-szitoszterolt és a poldros

szkopoletint tudtak kivonni (SAJFRTOVA et al. 2005).

Gyodgyaszati €s kémiai szempontbdl igen értékes beltartalmi komponensnek szamit a novényben
levé klorofill. HOJNIK és munkatarsai klorofill A-t és klorofill B-t izolaltak az Urtica dioica
levelébdl és szarabol késziilt extraktumaibol, melynek soran egyszerii egyszeri, és tobbszori
extrakcot, valamint Soxhlet és ultrahanggal segitett extrakciot alkalmaztak (HOJNIK et al.
2007).

Végezetiil talan a dolgozat szempontjabol egyik legfontosabb gondolat, a polifenoltartalom és az
antioxidans Kkapacitas kozotti szoros kapcsolatot bemutatdé irodalmak emlitését tartom

sziikségesnek.

GUDER és KORKMAZ (2012) a nagy csalan viragabol, gydkerébdl, magjabol és levelébdl
készitett etanolos keverékek antioxidans kapacitasat hataroztdk meg kiilonb6z6 antioxidans
tesztekkel, ugyanakkor az extraktumok teljes polifenoltartalmat is meghataroztak. Cikkiikben
leirjak, hogy a fenolos vegyiiletek antioxidans tulajdonsdgokkal rendelkeznek, de mérési
eredményeik alapjan a magas antioxidans tulajdonsag -mads antioxidans tulajdonsagt vegyiiletek
jelenléte miatt- nem volt teljesen 0Osszefliggésben a fenoltartalommal. CARVALHO és
munkatarsai (2017) publikaciojukban leirjak, hogy az Urtica dioica-t és mas kevésbé
tanulmanyozott urtica-fajokat gyakran hasznalnak ¢lelmiszer-Osszetevoként. Vizsgaltak az
extraktumok polifenoltartalmat és antioxidans kapacitasat. Azt is megallapitottdk, hogy a
kivonatok egyike sem volt citotoxikus a makrofagokra és a méjsejtekre, ami arra utal, hogy az

extraktumok biztonsagosan felhasznalhatok élelmiszer-adalékként.
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2.7. Szabad gyokok, azok hatasai és az elleniik val6 védelem lehetdségei

Ahhoz, hogy megértsiik azt, hogy miért olyan fontos a gyiimdlcsokben, zoldségekben,
gyogynovényekben, jelen esetben a csalanban levo megfeleld mennyiségli €s mindségi redukald
tulajdonsagokkal rendelkezd (antioxidasns) endogén komponens bevitele és hogy ezeknek a
komponenseknek milyen kedvezé élettani hatasuk van, egy kicsit messzebbrdl kell elindulni.
Az 1960-as évek végén az orvostudomanynak egy hatalmas felfedezése tortént, amikor McCord
¢és Fridovich 1969-ben felfedezték a szabadgyokos reakciok jelentOségét és ezeknek betegségek
kialakulasaval valo szoros kapcsolatat (McCORD & FRIDOVICH 1969).

Mik is azok a szabad gyokok, hogyan keletkeznek, milyen szerepiik van az €l szervezetek
¢letében, milyen védekezési mechanizmusok azok, amelyek a karos hatasok kivédésében részt
vesznek? A novényekben, allatokban és a human szervezetben zajlé biokémiai folyamatokban, a
1égzési lancban, az elektrontranszport folyaman az oxigén vizzé torténd redukcidja valdsul meg.
Ez a redukcios folyamat azonban nem mindig teljes és ekkor toxikus aktiv oxigén formak
keletkeznek, oxidativ stressz alakul ki. Nem szabad megfeledkezni arrol sem, hogy a szabad
gyokoknek mas eredetii, cellularis forrasai is lehetnek (KEHRER & SMITH 1994).

Mindezek mellett az €16 szervezetet érd biotikus (virusok, gombak, baktériumok stb.) ¢€s
abiotikus (fény, ho, UV, kiilonboz6é kdrnyezeti behatasok, stb.) stresszhatasok is szabad gyokok
képzdédését indukaljak. Mik is azok a szabad gyokok? ,,A szabadgyokok olyan reaktiv oxigén-,
vagy nitrogékozpontu molekuldk vagy molekularészletek, amelyek parositatlan elektront
tartalmaznak a legkiilsd elektronhéjukon. Mivel az elektronok parképzésre hajlamosak, a
maganyos elektront tartalmazd molekuldk nagy intenzitassal keresnek mas molekuldkat,
amelyektd]l elektronokat vonhatnak el” (HEGEDUS & STEFANOVITSNE 2012).
Ilyen szabadgyokok lehetnek a szuperoxid gydk (O,"), a perhidroxil gyok (H,O"), a hidrogén
peroxid (H,0,), a hidroxil gyok (OH’), szinglet oxigén (‘O,), a nitrogén-monoxid (NO), a
peroxinitrit (ONOQ), a nitrogén-dioxid (NO;") és dinitrogén-trioxid (N,O3). Ismert, hogy a
szabad gyokok igen nagy reakciokészséggel rendelkeznek, aminek kovetkezményeként sulyos
kéarokat okozhatnak a biomolekuldkban, a lipidekben, a fehérjékben, a szénhidratokban és a
DNS-ben, ami végiil a sejt halalahoz vezethet.

A szabad gyokok okozta karosoddsok koziil a legnagyobb kérokat a lipidekben okozzdk. A
lipidperoxidacé soran a lipidekbdl all6 membranok kilyukadhatnak, a membranok szerkezete

tonkremegy és nem tudja betdlteni a funkciojat.
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Természetesen ezen karos hatasok ellen az €16 szervezet kialakitotta a védelmi rendszerét, mely
tobb részbol all. Az intracellularis, enzimatikus védelmi rendszer, melybe pl. olyan enzimek
tartoznak, mint a szuperoxid-dizmutaz, a katalaz vagy peroxidazok, szamos mas enzim mellett.
Ezeket az enzimeket az €16 szervezet maga el6 tudja allitani. A masodik csoportba tartoznak az
extracellularis védelmet biztositd fehérjék, pl. a coruloplazmin, a transzferrin, aferritin, a piruvat.
A harmadik az Un. kismolekulds védelemi rendszer, melybe beletartoznak a kiilonbdzo
vitaminok, pl. A-, C-, E-, K-vitamin, a kéntartalmu vegyiiletek (cisztein, ciszteamin, glutation
stb.), a nyomelemek (szelén), a karotinoidok, a polifenolos vegyiiletek. Az ebbe a csoportba
tartozo, védelmet biztositd molekuldkat a human szervezet nem képes eldallitani, ezeket be kell

vigye a szervezetbe.

A csaldnban a kismolekulds védelmi rendszert képezé molekulak koziil szinte mindegyik
el6fordul, igy példaul a C-vitamin, a karotinoidok, a polifenolos vegyiiletek stb. Ennek irodalmi
ismertetése az el6zo fejezetben megtortént.

Miutan a dolgozat részét nem képezte az els6ként felsorolt molekuldknak a vizsgalata, ezért csak
az altalam is vizsgalt polifenolos vegyiiletekre, azok antioxidans védelemben betoltott szerepére
térek ki. Polifenoloknak kémiailag azokat a vegyiileteket nevezziik, amelyek egy vagy tobb
hidroxil csoportot tartalmazo aromas gytirivel rendelkeznek. A polifenolok sz6 alatt sokszor a
flavonoid kifejezés is hasznalatban van, ami ezen vegyiiletcsoport sokféleségének koszonhetd.
A polifenolos vegyiiletek a ndvények masodlagos anyagcseretermékei, ¢és azért szintetizaljak a
novények, hogy védelmet biztositsanak szdmukra a kiilonb6z6 stresszhatasokkal szemben.
Ismerten mi nem tudjuk ezeket a molekuldkat szintetizdlni, de a szabad gyokok ellen
védekezniink kell, ezért az ilyen értékes beltartalmi ndvényeket valamilyen formaban el kell

fogyasztanunk.

A polifenolos vegylileteket két nagy csoportra lehet osztani, a flavonoidokra és a fenolos
savakra. A flavonoidokra a C6-C3-C6 (difenilpropéan) alapvaz jellemzd, ahol a két benzolgytiri
egy oxigén atomot tartalmazo piran, vagy piron gylirlin keresztiil kapcsolodik. Jelenleg igen
nagyszamu flavonoidot ismeriink, ugyanis az alapszerkezethez/alapvazhoz, melyet aglikonnak
neveziink, kiillonbozd igen nagy valtozatossagra lehetdséget ado cukormolekuldk kapcsoldodnak a
hidroxil funkciés csoporton keresztiil, amelyeket gliikozidoknak neveziink. A természetben
gyakrabban ezen formak fordulnak eld. A masik csoport a fenolos savak, melyek a benzoesavnak

illetve a fahéjsavnak szdrmazékai.
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A flavonoidokat tobb nagy csoportra lehet felosztani, amelyeken belill az egyes alapszerkezethez
kapcsolodo funkcids csoportok miatt szamos képviseldjiikk fordul eld. Ezek a csoportok: a
flavonok, a flavanolok, a flavonolok, a flavanonok, az antocianidinek és az izoflavonoidok.
Osszességében ezeknek a vegyiileteknek a szerkezetiikbdl adéddan antioxidans/redukald hatdsuk

van, melynek szamos példajaval talalkoztunk eddig is.

Amikor az antioxidansokrdl beszéliink, akkor mindig megfogalmazodik az a kérdés, hogy ezt a
hatast hogyan lehet mérni, meghatirozni, szadmszeriisiteni. Szdmos mérési modszer sziiletett,
amivel a zoldségekben, gylimdlcsokben, tedkban, kész termékekben stb. jelen levd
antioxidansok, redukéld tulajdonsagu komponensek hatdsat kivantdk meghatarozni. Talan a
legjobb csoportositast FRANKEL és MEYER munkaja adja (FRANKEL & MEYER 2000),

melyben két nagy csoportra osztjak fel a mérési modszereket.

A hidrogénatom atmenettel kapcsolatos mérések azt mérik, hogy az adott minta egy adott szabad
gyokkel szemben mennyire bizonyul hatasosnak, ilyen modszerek példaul az ORAC-Oxygen
Radical Absorbance Capacity, a TRAP-Total peroxil Radical Trapping Parameter, a

Kemilumineszcencian alapuldo modszerek és a Béta-karotin elszintelenedésén alapulé modszer.

Az elektronatmenettel kapcsolatos modszerekhez -amely reakcidok soran szinvaltozast lehet
mérni és ennek mértékébdl lehet a minta antioxidans kapacitasara kovetkeztetni- olyan
modszerek tartoznak, mint az altalunk is hasznalt mérések. A vasredukaloképességen alapuld
(FRAP-Ferric Reducing Ability of Plasma) moddszer, az 6sszes polifenoltartalom meghatarozasa
Folin-Ciocalteu reagenssel (TPC -Total Polyphenol Content), a DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) gyok megkdtésén alapulé modszer, de ezeken kiviil még szamos eljaras tartozik
ebbe a csoportba. Példaul a Troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitas, a TEAC —Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity, valamint a rézion redukaloképességen alapuld antioxidans
kapacitas mérés CUPRAC —CUPRIC ion Reducing Antioxidant Capacity modszer. Ez utobbi
csoportba tartozdé mérések spektrofotometrids mérések, altalaban olcsok, gyorsan kivitelezhetok,
de a részletekbe vald bemenetel nélkiil meg kell emliteni, hogy mindengyik modszernek szamos
hatranya is van (nem a fiziologias pH-n torténnek a mérések, a szervezetben jelen nem levd gyok

elleni védelmet mérnek stb.).
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3. Anyagok és mddszerek

3.1. Kisérletek és a mérések helyszinei

o A minta-elokészitést (szarazanyag-tartalom meghatarozast, apritast, szitalast, szemcseméret-
meghatérozast), valamint az extrakciot, beparlast, szlirést és szarazra parlast a SZIE ETK
Elelmiszeripari Miiveletek ¢és Gépek Tanszékén és a Budapesti Miszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem, Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékén végeztem.

o Az analitikai mérések (TPC, FRAP, DPPH) a SZIE ETK Alkalmazott Kémia Tanszékén, a
Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Kémiai és Kornyezeti
Folyamatmérnoki Tanszékén, valamint a SOTE, Gyogyszerésztudomanyi Kardanak
Farmakogndziai Intézetében torténtek.

o A HPLC-s mérések a SZIE Kertészettudomanyi Kar, Talajtan és Vizgazdalkodas Tanszékén,
¢s az MTA Természettudomanyi Kutatokdzpontjaban torténtek.

o A mikrobioldgiai kisérletekre a SZIE ETK Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Tanszékén

kerilt sor.

3.2. Anyagok

3.2.1. Novényi alapanyagok

Alapanyagként a nagy csalan (Urtica Dioica L.) gyokerét és levelét hasznaltam fel (2. abra),
melynek novénytani azonositasa Dr. Radacsi Péter, a SZIE KERTK Gyogy- és Aromandvények
Tanszékének adjunktusa segitségével tortént. Végeztem eldkisérleteket a csalan virdgaval is, de
részben a gytiijtési nehézségek, részben pedig a mikrobioldgiai hatds eldkisérleteinél mutatott

negativ eredmények miatt a tovabbi vizsgalatokat elvetettem.

Korai (aprilisi) csalan Juliusi csalan viraggal Szeptemberi csalan Cs;ﬂe’m gyokér

2. abra: a nagy csalan levele a novény kiilonboz6 fenologiai fazisaiban, és gyokere (Sajat fotok)

28



Anyagok és modszerek

Kisérleteim soran a csalan gyokerébdl és levelébol torténtek vizsgalatok. Ezek igen sokrétiiek és

valtozatosak voltak, ezért tablazatos formaban szemléltetem (1. tablazat).

1. tablazat: kisérletek 0sszegzd tablazata

Helyszin Novényi részek Miiveletek Vizsgalatok

SZIE ETK Elelmiszeripari | sajat gyiijtés szaritas, apritas szarazanyag-tartalom

Miiveletek és Gépek levél, szitalas, vakuum szlrés, = szemcseméret,

Tanszék gyokér extrakcio, beparlas kihozatal

BMGE Kémiai és sajat gylijtés apritas, extrakcio, szarazanyag-tartalom,

Kornyezeti levél, Soxhlet, szuperkritikus | kihozatal

Folyamatmérnoki Tanszék | gyokér

SZIE ETK Alkalmazott sajat gylijtés vizes: 60-80- 100 °C, TPC=teljes polifenol tart.

Kémia Tanszék levél, 3 oras hokezelés FRAP=Ferric Reducing

gyOkér teakészités Ability of Plasma
alkoholos: 20%,70% DPPH=1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil gyok meg-
kotésén alapul

SOTE, sajat gyijtés TPC, DPPH

Gyodgyszerésztudomanyi gyokeér

Karanak Farmakognoéziai

Intézete

SZIE KTK Talajtan és sajat gylijtés HPLC polifenol profil

Vizgazdalkodas Tanszék | levél, gyokér

MTA sajat gyijtés HPLC, rutin,

Természettudomanyi levél, kvercetin

Kutatokozpont gyokér

SZIE ETK Mikrobiolégiai | sajat gyiijtés extrakcio: vizes, antimikrdobas hatés

¢és Biotechnologiai levél alkoholos 96% vizsgalata

Tanszékén g_g,yt')kér

A sajat gyiijtésii mintak szarmazasa: K6z¢ép-Magyarorszag, Val, akacos erdds teriilet (3. 4bra).

A ndvényi mintdkat 4 fenologiai fazisban és ezen a teriileten gyiijtéttem.

3. ébra: részlet az erd6bdl, csalan aljndvényzettel (Sajat foto)
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A talaj 6sszetételének a vizsgalata a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Novény-, Talaj-
¢s Agrarkornyezet-védelmi Igazgatdosag Velencei Talajvédelmi Laboratériumdban tortént

(2016.06.13-4n), ennek adatai a 2. tablazatban szerepelnek.

2. tablazat: az erd¢ talajanak jellemzo Osszetevoi (kapott adatok).

pH(KCI)| KA |Sétratalom | CaCO;| Humusz | NO,#NO;-N| P,0s | K,0 Na Mg Cu Zn Mn | SO,-S
m/m% |m/m%| m/m% mg/kg | mg/kg| mg/kg| mg/kg| mg/kg| mg/kg] mg/kg| mg/kg| mg/kg
7,18 52 <0,02 14 5,12 14 210 339 | 326 | 143 | 1,78 | 283 | 39,6 | 12,1

Kisérleteimhez alapanyagként a nagy csalan (Urtica Dioica L.) gyokerét és levelét (szara

nélkiil) hasznaltam fel.
A Kkisérletek idotartama: kisérleteimet 2013-t61 2019-ig végeztem.
3.2.2. Vegyszerek, sztenderdek

Az analitikai és mikrobiologiai (taptalajok) vizsgalatok soran felhasznalt vegyszerek, a HPLC-
hez hasznalt analitikai tisztasagti sztenderdek (pirokatekin, kvercetin, kvercitrin, rutin, katekin,
epikatekin, klorogénsav, fahéjsav, dihidro-benzoesav, sziringinsav, vanilinsav, ellagsav),
valamint a mikrobiologiai kisérleteknél alkalmazott rutin és kvercetin a Sigma-Aldrich Kft-t61
keriiltek beszerzésre.

Az extrakcios oldoszereket (n-hexan, 96%-os etanol) szintén a Sigma-Aldrich Kft-t1 szereztiik
be.

3.2.3. Szén-dioxid a szuperkritikus extrakciohoz

A szuperkritikus extrakciohoz sziikséges szén-dioxid élelmiszeripari minéségben (999,9 g/kg

tisztasdgban, 64-66 bar nyomason) a Linde G4z Magyarorszag Zrt-t61 keriilt beszerzésre.

3.3. Mintaelokészitések és novényi kivonatok készitése

Ebben a részben eldszor azokat a minta-elokészitéseket -szaritds, apritds- emlitem, amelyek
minden tovabbi mérés elvégzéséhez elengedhetetlenek voltak. Ezutdn targyalom az egyes

mérésekhez kapcsolodd mintael6készitd miiveleteket.

3.3.1. Szaritas

Kisérleteimet frissen szedett- és szdritott ndvényi részekkel végeztem el. A csalan levelét és
gyokerét tarolds céljabol azért széritottam meg, mert célom egyrészrél poritdsa, és
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adalékanyagként torténd alkalmazéasa, masrészrdl a novény teaként torténd felhasznaldsa volt. A
szuperkritikus extrakciés mérések is szaritott novénybol valosulhattak meg. A friss névényi
részek szaritasat -gyokér esetében alapos mosas utan- fénytol védett levegds helyen koriilbeliil
30 °C hémérsékleten végeztem 2-3 hétig.

Extraktumaim szarazra parlasat rotacios vakuum beparld késziilékkel végeztem, illetve
szaritoszekrényben valositottam meg 80 °C-on 24 6ran keresztiil. (Az eldkisérletek alapjan ennyi

1d6 elég a tomegallanddsag eléréséhez.)

3.3.2. Apritas

A friss novényi részeket eldszor metszé olloval durvara apritottam, majd késes daraloval
(BOSCH TSM6AO013B) folytattam a darabolast. A szaritott novényi részek apritasdhoz Retsch
GM 200 Grindomix - laboratoriumi késes apritot (4. abra), illetve laboratoriumi MM 400 razo-

golyos malmot hasznaltam (5. abra). Az apritott minta szaritott csalan levél és gyokér volt.

Az aprito jellemzoi:

e Fordulatszam hatarok: 2000-10000 1/perc
e Apritandé anyag max. szemcsemérete:10...40
mm Végsé finomsag < 0,3 mm

e Maximalis mintamennyiség: 900/1000 ml
e Orlésiidé: 1s-180s

Az apritas jellemzdi:

e 1id6: 30 s;
e fordulatszam: 8000 ford/perc
e végsd szemcseméret: um-ben Kifejezve

4. abra: Retsch GM 200 Grindomix laboratoriumi késes apritod (Sajat foto)

Az aprito jellemzdi:

Betoltheté mintaméret < 6 mm

Végfinomsag ~ 10 pm

Sarzs/betdlthetd mennyiség: max. 2 x 10 ml
Rezgési frekvencia 3 - 25 Hz

Az apritas jellemzoi:

e idd: 8 perc
e Rezgési frekvencia: 25 Hz
e végsd szemcseméret: pm-ben Kifejezve

5. abra: Retsch MM 400 razo-golyds malom. Forras: Manyai Gyorgy, Verder Hungary Kft.
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3.3.3. Extrakciok
Munkam soran 3-féle extrakcios modszert haszndltam: egyszert egyszeri (és egyszerti tobbszori)

szilard-folyadék extrakciot, Soxhlet extrakciot és szuperkritikus fluid extrakciot. A kiilonb6zd

kisérleteknél harom-6t parhuzamos mérést végeztem.

3.3.3.1. Egyszerii egyszeri extrakcio, majd a keverékek szétvalasztdsa mennyiség-
meghatdrozdshoz és analitikai mérésekhez

Az extrakcidkat az analitikai vizsgalatokhoz a SZIE ETK Elelmiszeripari Miiveletek és Gépek
Tanszék termosztattal ellatott keverds duplikatoraban (6. abra) végeztem. A keverékeket az
extraktumok mennyiségi meghatarozasdhoz vakuum szivattyu segitségével szlirtem le (7. abra),
analitikai méréseimhez a keverék szilard és folyékony fazisait MIKRO 22R Hettich tipusu

centrifugaval valasztottam szét.

| f
S <4
i
E = P
6. dbra: extrahald berendezés SZIE ETK Elelmiszeripari 7. dbra: vakuum sziirés (Sajat fotd)
Miveletek és Gépek Tanszék (Sajat foto)
(Az extraktor részei: 1. Duplikator, 2. Termosztat, 3. Keverémotor)

Az extrakciok megvalositasa a kovetkezéképpen tortént:
leirat) készitettem kétszer desztillalt vizzel. Ezt keverds duplikatorban (6. dbra) 60 °C, 80 °C,
100 °C hémérsékleten 3 ora hosszan keresztiil extrahaltam, illetve Memmert vizfiirdében (8.
abra) razogattam. Vizes kivonatként teat is készitettem gy, hogy forrazas utan 24 orat
hagytam allni a keveréket, majd vakuum szivattyu segitségével (7. abra) lesziirtem.

o etanolos kivonat (20 %, 70 %): gyokérbol és levélbdl szintén 100 mg/ml koncentracioj

etanolos keverékeket készitettem (Gyogyszerkonyvi leirat), majd 30 °C-on 20 6ran keresztiil

allni hagytam.
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8. dbra: Memmert vizfiirdo (Sajat foto)

3.3.3.2. Egyszerti egyszeri extrakcié a mikrobioldgiai vizsgdlatokhoz:

o Vizes extraktum: gyokérbol és levélbél (100 mg/ml), 80 °C, 100 °C/ 3 o6ra
o etanolos extraktum (96 %): gy6kérbol és levélbol (100 mg/ml) 30 °C, 20 6ra, 180

ford/perc razatas Gallencamp orbitalis razogép segitségével.

Extrahdlds utan a novényi részeket Thermo scientific SORVALL Evolution RC
szupercentrifugaval tilepitettem (20 perc 8000 ford/perc, 4 °C), a feliiluszot pipettaval szivtam le,
majd 0,45 pm pérusméretii MILLEX-HV PVDF membransziiré (Millipore Syringe-Driven-
Filter-Unit, WATERS Kft) segitségével szlirtem sterilre.

3.3.4. Soxhlet extrakcié
A Soxhlet extrakcio a szilard-folyadék extrakcios eljarasok kozismert modszere. Gyakran

alkalmazzak novényi drogok kevéssé vagy egyaltalan nem illékony 0sszetevdinek kivonasara.

Elénye az egyszerii extrakcidval szemben, hogy lehetdvé teszi az olddszer tobbszori, cirkuldcios
felhasznalasat. A teljes extrakcios folyamathoz altaldban 12-20 ora sziikséges. A Soxlet
extrakcidos modszer vazlatos felépitését a 9. dbra, és maganak a folyamatnak a bemutatasat a 10.

abra szemlélteti.
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9. abra: Soxhlet extrakcio vazlata

(DEVAY 1998)

10. abra: Soxhlet extrakcidé megvalositasa

A Soxhlet eljarassal torténé kioldasokat és azok paramétereit a 3. tablazat foglalja 6ssze.

4., tablazat: Soxhlet extrakcid

Novényi minta Oldoszer Olajfiirdé homérséklete
209 200 ml °c
levél 96 % etanol 140-160
gyokér 96 % etanol 140-160
levél 95 % hexan 120-130
gyokér 95 % hexan 120-130

Az extrakcidkat a csalan levelébdl és gyokerébdl is elvégeztem, 14 ora alatt mindegyik extrakcio

esetében 4 ciklus tortént. Az extrakcid utan az olddszert rotaciés vakuum beparld segitségével

tavolitottam el az oldatbol.

3.3.5. Szuperkritikus fluid extrakcio

A szuperkritikus extrakciot a Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem Kémiai és

Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszéke altal kifejlesztett féliizemi nagynyomasu berendezésben

végeztem. Az extraktort Ausztriaban tervezte és gyartotta a NATEX cég. Jellemzo6i: az extraktor
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trtartalma 5 |, de kb 1 kg-ot lehet csak beletenni, a novénytdl és annak stiriségétdl fiiggden.
Szakaszos miikodésii, az alkalmazhaté maximalis nyomas értéke 500 bar, a maximalis
homérséklet 200 °C. A féliizemi méretli szuperkritikus extrakciés berendezést, amellyel a
kivonast végeztem, a 11. abra mutatja be.

Els6 1épésként az apritott csalan levélbdl illetve gyokérbol 450-1005 g kozotti -kisérletenként
eltér6-mennyiséget mértem az extraktorba. A szén-dioxid tarold tartalybol kilépd szén-dioxid
hiitott vezetéken keresztiil -5 °C koriili hdmérsékleten és 64-66 bar nyomason, egy adagolo
szivattya segitségével folyékony allapotban jutott az extraktorba. Mieldtt a CO;, bekeriilt a
tartalyba, fel kellett melegitenem az extrakcié homérsékletére, ami az én méréseimnél minden
esetben 40 °C volt. Az extraktorban a drog oldhat6 anyagai feloldodtak a szuperkritikus allapota
folyadékban.

Az extrakciét kovetéen az oldott anyagokat tartalmazd szuperkritikus folyadék egy
nyomascsokkentd szelepen keresztiil jutott az els6 szeparatorba (elétte egy kicsit fel kell
melegiteni, hogy a nyomas csokkenése miatt be ne fagyjon a vezeték), ahol 40 bar nyomast és -
termosztat segitségével- kozel 20 °C homérsekletet allitottam be. Ezéltal az eddig szuperkritikus
allapotti oldészer géaz halmazallapotiiva valt és az extraktum (nagyobb slriisége miatt)

kivalhatott.

Melegitd hdcserels . i
Melegitd hécsereld
- Hiitd hécseréld

X

Extraktor

Szén-dioxid térold

L tartaly
1. szeparator 2. szeparator
Melegitd hdcseréld @
o S
Szivattyd Hiit8 héicseréld

11. abra: féliizemi méretli szuperkritikus extrakcios berendezés folyamatabraja

A két szeparatornak akkor van jelentdsége, ha a mintdbdl kinyert extraktumot frakcionalni
szeretnénk -a hémérséklet és a nyomas valtoztatasaval- illo és nem ill6 komponensekre. En az
extraktum teljes mennyiségére voltam kivancsi, ezért nem volt sziikségem a 2. szeparatorra.

A szeparatorban 0sszegyllt extraktumot 20-40 perc idokozonként szakaszosan vettem el, majd a

mennyiségeket 0sszemértem. Az extrakciot addig folytattam, amig az utolso elvett és lemért
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extraktum mennyisége kevesebb lett, mint a bemért mennyiség szarazanyag-tartalomra
vonatkoztatott 1%-a. Az oldodasi sebesség az id6 fiiggvényében csokken, az extrakcid kevésbé
gazdasagos, néhany ora elteltével - esetemben ez 3,5 6ra - az extrakciot le kell allitani.

A hozamokat a bemért szaritott ndvényi részek szarazanyag-tartalma és a kinyert termék
mennyiségének ismeretében szamitottam ki.

A berendezést nyitott lizemmoddban hasznaltam, ezért a CO, egy gazoéran keresztiil a 1égkorbe
jutott. Ek6zben mértem a térfogataramat, melynek fliggvényében meghataroztam a kihozatalt.

A kisérlet soran allanddan figyelemmel kell kisérni -egy Micro Motion RFT 9729 digitalis
méromiiszer segitségével- a kovetkezd paramétereket: a szén-dioxid tomegdramat, ami
megkdzelitéen 7 kg COy/h volt; az oldoszer athaladasa soran annak homérsékletét (°C), a CO;
stirliségét (kg/m®), ami 1,92 kg/m® volt; a CO, $ssztomegét (kg), hogy egy bizonyos idé alatt
mekkora mennyiségii CO, ment at.

A 12. abran a CO; nyomas-hdmérséklet allapotdiagrammja lathatd. A szaggatott vonallal hatarolt
teriileten beliil fluid allapot van. Az altalam alkalmazott 40 °C hémérsékleten és 100 — 450 bar

nyomas értékeken a CO, minden esetben fluid allapotu.

-
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12. abra: a CO, p-T allapotdiagramja (SZEKELY 2012)

A kovetkezd részben elsOként a minden mérési eredmény kiértékeléséhez elengedhetetleniil
szilkséges modszereket kivdnom bemutatni, majd az analitikai mérésekhez kapcsolodo

vizsgalatokat targyalom, ezutan keriil sor a mikrobiologiai médszerek rovid bemutatasara.
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3.3.6. Szarazanyag-tartalom meghatarozasa

A mintdk szdrazanyag-tartalmanak meghatarozasat kétféleképpen, az egyes mérésekhez éppen
rendelkezésre allo késziilékek segitségével végeztem el. Szaritoszekrényben 105 °C-on 24 6ran
keresztiil a szuperkritikus- és a Soxhlet extrakcio elott, KERN MLS 50-3HA160
gyorsnedvességmérével egyszerli egyszeri extrakcio el6tt. (13. abra). Az eredményeket

szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva, sza %-ban adtam meg.

A késziilék jellemzoi

A homérsékleti tartomany 50 °C — 160 °C:

Aktudlis hdmérséklet: 120 °C
Kijelzés nedvesség %-ban

Eltelt szaradasi id6: 12 perc

13. abra: KERN MLS 50-3HA160 gyorsnedvességméro (Sajat fotd)

3.3.7. Szemcseméret meghatarozasa
Az apritott mintdk szemcseméreténk meghatarozasa kétféleképpen tortént, laboratoriumi

szitarazo segiségével, illetve 1ézer-diffrakcios berendezéssel.

3.3.7.1. Laboratoriumi szitardzoval
Apritogéppel darabolt mintdim szemcseméretét laboratériumi szitardzoval hataroztam meg (14.

abra). A legfelsd szitara 100 g szaritott és apritott ndvényi mintat ontdttem, majd a drogot 20
mm-es amplitudon 8 percig szitdltam. Mindkét minta (levél és gyokér) esetében 3-3 parhuzamos

meéreést vegeztem.

_u o | A késziilék jellemzdi

o Alkalmas ¢lelmiszeripari dmlesztett anyagok, porok
. ; frakcionalasara és szemcseméret-meghatarozasara.
A\j« i e Méréstartomany: 20 pm — 2,5 mm

‘ e Frakciok szdma max 9, és 17 kiilonb6z6 lyukméretii szita
{ |

tartozik a berendezéshez

% - A késziilék miikodési elve
— = A szitalas jellemzdi az amplitud6 és az id6, melyek digitalisan
meTTIT Allithatok be.

14. 4bra: Retsch AS 200 sorozatu laboratériumi szitardzé (Sajat foto)
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A szitaanalizis kiértékelését RRSB (Rosin-Rammler-Sperling-Bennet) diagram segitségével
végeztem, az egyes szitakon a szitamaradvany-Osszeg mennyiségét %-ban a szita lyukméret
fliggvényében abrazoltam. A gorbe segitségével meghatdroztam az apritott halmaz atlagos
szemeseméretét (x,=mm), az egyenletességi tényez6iét (n) és fajlagos feliiletét (F=m%/kg). A
szemcseméret-closzlasra tobb modellt is Osszefoglal ALLEN (1981) cikke, igy a Rosin-

Rammler-Bennet 6sszefliggést is leirja.

3.3.7.2. Szemcseméret meghatdrozdsa lézer-diffrakciés berendezéssel

A r1az6-golyds malommal apritott mintdim szemcseméretét 1ézer-diffrakcids berendezés
segitségével allapitottam meg (15. abra). A képen lathatd lézer-diffrakcid elvén mikodo
részecske mérd altalanosan alkalmazhat6 eszkdz a folyadékban vagy gézban 1évd szuszpenziok,

emulzidk vagy aeroszolok részecskeméret-eloszlasanak meghatdrozasara.

15. abra: FRITSCH “analysette 22" 1ézeres részecske mérd (Sajat foto)

A késziilék részei: 1. l1ézerfény-forras, 2. fényfeldolgozo optika, 3. diszperzids egység, 4. mintamérd cella, 5.
detektor, 6. adatfeldolgozo egység.

A késziilék miikodési elve: “A késziilék a hélium-neon lézersugéar elhajlasanak elvén méri a
szemcsedsszetételt. A 1ézer diffrakcios elven torténd mérés Iényege, hogy a mérendd szemcsékre
lézersugarat irdnyitunk, ennek részleges elhajlasa egy jellegzetes, gyliri formdji intenzitds-
eloszlast eredményez a minta mogott, amit egy specialis detektorral mériink. A szemcseméretet

ezen gyurik elhelyezkedése alapjan hatarozza meg” (ALBERT 2018).
Szamitogépes program segitségével az egyenletességi tényezdt ¢és fajlagos feliiletet is

meghataroztam.

3.4. Extrakcios-, analitikai-, és mikrobioldgiai mérési modszerek

3.4.1. Az extrakciok kihozatalainak meghatarozasa
Az egyszerli egyszeri- és Soxhlet extrakciok soran az extraktumokat szarazra paroltam

(szuperkritikus extrakcional erre nem volt sziikség), majd megmértem a mennyiségiiket.
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Az extraktumok szdrazra parlasa kétféle mdédon tortént: szaritoszekrényben, illetve rotacios
vakuum beparl6 késziilék segitségével tomegallandosagig.

A kihozatali értékeket a bemért mennyiség %-ban adtam meg a kovetkezo képlet alapjan:

(Extraktum mennyisége * 100) / (Bemért mennyiség * a ndvényi rész szarazanyag-tartalma)

3.4.2. Analitikai mérések modszerei

3.4.2.1. Az ésszes polifenoltartalom (TPC) meghatdrozdsa

Az Osszes polifenoltartalom meghatarozasa SINGLETON & ROSSI (1965) médszere alapjan,
Folin-Ciocalteu reagens segitségével tortént. A modszer lényege, hogy a Folin-Ciocalteu
reagensben levd sarga szinli Mo(VI) ionok az antioxidansok (redukalé tulajdonsadgti) hatasara
keékszinli Mo(V)-té redukalodnak, mely spektrofotometridsan 765 nm-en mérhetd. A modszer
elénye, hogy gyors, konnyen elvégezhetd €s olcsod. Hatranya, hogy a mérés nem fiziologias pH-
n, hanem lagos pH-n (pH=10) torténik, nem szelektiv a polifenolos komponensekre, hiszen
példaul az aszkorbinsav is redukalja a reagenst, igy ezt a médszert is sorolhatjuk az antioxidans
kapacitast meghatarozo modszerek koz¢ (APAK et al. 2007). Az eredményeket galluszsavbol

késziilt kalibracios gorbe segitségével mM galluszsav egyenérték (GSE)/g sza-ban adtam meg.

3.4.2.2. Antioxiddns kapacitds meghatdrozdsa FRAP médszerrel

A FRAP modszer kidolgozasa BENZIE & STRAIN (1996) nevéhez flizédik. Lényege, hogy a
ferri-ionok (Fe**) az antioxidans, redukalo tulajdonsagu vegyiiletek hataséara ferro-ionokka (Fe*")
redukalodnak, melyek alacsony pH-n (pH 3,6) a tripiridil-triazinnal (TPTZ) komplexet képezve
kék szini terméket adnak, mely 593 nm-en fotometralhato. A modszer elénye, hogy viszonylag
olcsd, konnyen kivitelezhetd és gyors. A mddszer hatranyai kdzé sorolhatd, hogy a mérés nem
fiziologids pH-n torténik, vannak olyan komponensek, melyekre nem érzékeny és egyes
komponensek reakcio ideje hosszabb, mint a modszernél hasznalt 5 perc (APAK et al. 2007).

Az eredményeket aszkorbinsavbdl késziilt kalibracidés gorbe segitségével uM aszkorbinsav

egyenérték (ASE)/g sza-ban adtam meg.

3.4.2.3. Antioxiddns kapacitds meghatdrozdasa DPPH gy6k megkétésén alapulé modszerrel

Az aktivitds mérésének alapjat az 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) gydk 517 nm-en torténd
detektalasa képezi (BLOIS 1958). A DPPH gydk viszonylagos stabilitasa révén megbizhatdan

fotometralhatdo, melynek abszorbancia maximuma 517 nm-nél jelentkezik. Az analitikai
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reakcioban a molekula H-atomok jelenlétében (melyet a vizsgalandd H-donor aktivitassal
rendelkezd vegyiiletek szolgéltatnak) konnyen protonalodik, mely folyamat eredményeként az
abszorbancia csokken.

A mérés eldnye, hogy gyors, egyszer, reprodukalhatd, és a kereskedelmi forgalomban kaphat6
gyok igen stabil (PRIOR & CAO 1999). Hatranya, hogy a mddszer egy a természetben nem
létez6, mesterséges szabadgyokot hasznal, mely a szervezetiinkben fellelhetd szabadgyokokre
nem jellemz6. A kis molekulak -a jobb hozzaférhet6ség miatt- nagyobb in vitro antioxidans
kapacitast mutatnak. Az antocianinok (520 nm) zavarjak az alkalmazott hullamhosszon a mérést
(APAK et al. 2007). Az eredményeket a gyok 50%-os gatlasahoz tartozo koncentracioval

fejeztem ki, amit a troloxbol késziilt kalibracios gorbe segitségével hataroztam meg.

3.4.3. A flavonoidok meghatarozasa HPLC-vel

3.4.3.1. Mintaeldkészités

A felsorolt sztenderdekbdl: pirokatekin, kvercetin, kvercitrin, rutin, katekin, epikatekin,
klorogénsav, fahéjsav, dihidro-benzoesav, sziringinsav, vanilinsav, ellagsav, 0,5 mg/ml-es
metanolos oldat késziilt.

Mintaként az egyszerli egyszeri, mikrobiologiai mérésekhez késziilt mar centrifugalt és sziirt
tiszta kivonatokat hasznaltuk, ezt injektaltuk a HPLC oszlopra. Az eredményeket ng/g-ban adom

meg.
3.4.3.2. HPLC-s mérési moédszer

A flavonoid profil meghatarozasa (SZIE, KTK) WATERS High Performance Liquid
Chromatograph (Waters Co., 34 Maple Street, Milford, MA, USA) késziilékkel tortént.

A késziilék részei: biner pumpa beépitett gazmentesitdvel (1525), oszloptermosztat, autosampler
(717 plus), detektor: két hullamhosszon miikddtethetd spektrofotometrias detektor (2487 Dual
L), software: EMPOWERTMZ, oszlop: KINETEX C18, 150%4.6 mm, 2.6 um szemcseméret.

Miikodési koriilmények:

1. Mozgo6 fazis osszetétele: A: HO:MeOH:H;P0O,=940:50:1, B: MeOH
2. Gradiens: 0-30 min: A 100%-10%,

30-30.1min: A 10%-100%,

30.1-31: A 100%
Aramlési sebesség: 1 cm®min™
Oszlophdmérséklet: 40 °C
Nyomas: 4200410 psi 40 °C-nal (1000psi=68,9 bar)
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Futtatas ideje: 22 perc
Injektalt térfogat: 20 pl,
Injektor hdmérséklete 5 © C
Detektalas: 10 pt/sec mintavételi sebességgel

©oo~Ne

Minden esetben 6t ismétlést végeztem. A statisztikai értékelés a PASW STATISTICS 18.0.
segitségével tortént. A homogén csoportok szétvalasztasat egyvaltozds analizissel, Duncan

teszttel végeztem. A meghatarozas RSD értéke 5% (n=5) volt, EMPOWERTMZ2 software-rel.

A rutin és a kvercetin mennyiségi meghatarozdsa HPLC-vel (MTA TTK) tortént.

A késziilék tipusa: Mass Spectrometer SCIEX 3200Q TRAP

Oszlop: SBC8-as oszlop, Agilent 250*4,6 mm, szemcseméret 5 mikron

Eluens 0,1% hangyasav vizben, illetve 0,1% hangyasav acetonitrilben

Standard: rutin és kvercetin

Aramlasi sebesség 1ml/perc, a minta mennyisége 10 pl.

Koncentracié sorozat: 5, 50, 500, 5000, 50000 ng/ml.

Modszer: hazilag kidolgozott modszer

Az alkalmazott program: Analyst 1.6.2 Software Release Notes — Sciex program.

3.4.4. Mikrobioldgiai vizsgalati médszerek

Kisérleteim soran a nagy csalan (Urtica dioica L.) szaritott és golydos malommal poritott
levelébol és gyokerébdl egyszerli egyszeri extrakcioval késziilt vizes és etanolos kivonatainak
antimikrobas hatéasat vizsgaltam. A csaldn részeket a novény két fenoldgiai fazisaban (&prilisban
¢és szeptemberben) gyljtottem. Két kisérlet sorozatnal vizsgaltam a rutin és Kkvercetin
antimikrobas hatasat is. Végeztem mérést arra vonatkozoan, hogy van-e eltérés a frissen szedett
¢s szaritott novénybdl késziilt extraktum, valamint ugyanezen, de tobb honapja fagyasztoban

tarolt extraktum antimikrobas hatasa kozott.

3.4.4.1. Névényi extraktum- valamint a rutin- illetve kvercetin oldatdanak elkészitése

Az extrakciot 50 ml-es centrifugacsében végeztem a 16. abran lathatd modon. A ndvényi

keverékek koncentracioja 100 mg/ml volt.
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16. abra: egyszer( egyszeri extrakcié megvaldsitasa mikrobiologiai vizsgalatokhoz

Az extrakciot illetve a kivonatok elokészitését a 3.3.3.2 fejezetben leirtak alapjan végeztem el.

Ugyanazzal a mintaval az extrakciot ugyanazon koriilmények kozott még egyszer vagy tobbszor

1s megismételtem, és a vizsgalatok soran kapott adatokat atlagoltam.

Szakirodalmi adatok tobb polifenolos vegyiilet antimikrobas hatasardl is beszamolnak. SOVA
(2012) a fahéjsavval, QIAN és munkatarsai (2019) a vanilia savval, MA és munkatarsai (2019) a
katekinnel végeztek kisérleteket, de a hatas nagy valdszinliséggel vegylilet-csoportoknak
koszonhetd. Kisérleteim soran kontrollként én a rutin és a kvercetin mikroba gatlo hatasat
vizsgaltam, mert a szakirodalom leggyakrabban ezt a két vegyiiletet teszi felelossé az
antimikrobas hatasért (BOBIS et al. 2015), a vélemények viszont ellentmondasosak. A
kvercetinnél valoban talaltak hatast, (JAISINGHANI 2017), de rutin esetében megoszlanak a

vélemények.

crcr

croer

torzsoldatokbdl mikrobioldgiai vizsgalatainkhoz tovabbi steril desztillalt vizes higitassal 40

pg/ml, 20 pg/ml és 10 pg/ml koncentracidju oldatokat készitettem.
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3.4.4.2. Mikrobioldgiai vizsgdlat

Alkalmazott mikroorganizmus torzsek:

Eleszt6 torzsek: Candida albicans MVH, Candida glabrata MVH, Candida parapsilosis MVH,
Saccharomyces cerevisiae S288

Baktériumok: Enterococcus faecalis T1, Escherichia coli ATCC 8739, Listeria innocua CCM
4030, Listeria monocytogenes CCM 4699, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Staphylococcus aureus T1

Az alkalmazott taptalajok

Az élesztOk tenyésztéséhez YPG (Yeast extract-Peptone-Glucose) taptalajt, a baktériumokhoz
pedig TGY (Tryptone-Glucose-Yeast extract) taptalajt alkalmaztam.

YPG tdaptalaj osszetevoi. pepton 0,5%, glikoz 1%, élesztokivonat 0,5%, agar 1,5%

TGY taptalaj osszetevdi: tripton 0,5%, gliikoz 0,1%, élesztékivonat 0,25%, agar 1,5%

A taptalajok Osszetevdit, a rutint és a kvercetint valamint az alkalmazott vegyszereket a Sigma
Aldrich Kereskedelmi Kft-t61 szereztiik be.

Gatlohatas vizsgalata agarlyuk diffiziés moédszerrel

A gatld hatast agarlyuk diffuzios moddszerrel vizsgaltam a kdvetkezOk szerint: 9 cm atmérdji
milanyag Petri-csészékbe 20 ml, az adott mikroorganizmusoknak megfeleld tapkozeget mértem,
majd szilardulas utan ezeken 1 ml 10" sejt/ml (24 6rés) sejtszuszpenziot szélesztettem el. A
felesleget pipettaval szivtam le, majd a feliiletet steril fiilke alatt szaritottam le. A tdpkdzegekbe
steril dugofurd segitségével 8 mm atmérdji lyukakat fartam és a lyukakba 150 ul vizsgalando
mintat pipettaztam steril koriilmények kozott. A csészéket egy éjszakara hiitdszekrénybe (4 °C)
tettem azért, hogy az extraktumok komponensei a taptalajba diffundaljanak. Ezt kdvetden az
¢lesztoket 30 °C-on, a baktériumokat 37 °C-on inkubaltam 48 oOran keresztiil. A lyukak koriil
kialakult zonak atmérgjét lemértem és mm-ben adtam meg. A gétlohatast aszerint is értékeltem,
hogy a zona feltisztult volt-e (teljes gatlas) vagy pedig a zonan beliil kisfoku szaporodas tortént-e

(részleges gatlas).
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A statisztikai kiértékelést a fenologiai fazis hatasanak vizsgalata soran IBM SPSS Statistics
25.0 programmal egytényezds varianciaanalizissel, ANOVA teszttel végeztem. A szoérasokat
minden egyes minta, oldoszer, és extrakciés modszer esetén 6 parhuzamos mérés alapjan
hataroztam meg. Az oszlopdiagramokon lathaté ,,a”, ,)b”, ,.c” és ,,d” betiik az dbrazolt értékek
kozotti szignifikancia kiillonbségre utalnak. Az azonos betiik azt jelentik, hogy az atlagértékek
(oszlopok magassaga) nem kiillonbozik egymastol szignifikdnsan. A varianciaanalizis teljes
polifenoltartalomra vonatkoztatott részeredményeit friss levél esetében példaként a mellékletben

kozlom.
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4. Eredmények

El6szor azokat az eredményeket ismertetem, amelyek adatai megjelennek/sziikségesek a
kisérletsorozat tovabbi eredményeinek kiértékelésénél, ilyenek a szarazanyag-tartalom,
szemcseméret, kihozatali értékek.

Miutan kezdeti céljaim egyike a csalan felhasznalhatosdgahoz kapcsolodoan -az elokisérleteknél
¢s a tovabbi kisérleteknél is- a mikrobiologiai hatashoz kapcsolodo ismeretek megszerzése volt,
ezért eredményeimet ezek bemutatasaval folytatom, melyeknek fontos szerepe van az
eredmények alakulasadban/értékelésében.

A kisérletek szerteagazdsaga miatt egy-egy csokorba teszem az azonos kisérlethez tartozd 6sszes

eredményt, igy az dsszefligések jobban lathatok.

4.1. Az el6készito miiveletek és extrakciok eredményei

4.1.1. Szarazanyag-tartalom meghatarozasa

Munkam elsd Iépéseként meghatadroztam a friss és szaritott csalangyokér és levél szarazanyag-
tartalmat (4. tablazat.)

4. tablazat: a csalan ndvényi részeinek szarazanyag-tartalma %-ban kifejezve
Levél Gyokér

Friss 18,25+0,84 | 22,90+0,90

Szaritott | 90,80+0,02  91,07+0,08

A 4. tablazatbol latszik, hogy a gyokér szarazanyag-tartalma a friss, €s a szaritott mintak
esetében is nagyobb, mint a levéle, de az eltérés csak 1% koriili. Ugyanakkor megallapithato,
hogy a szaritott mintak szarazanyag-tartalma rendre 4-, illetve 5-szorose a friss mintakénak. A
késObbieckben az Osszehasonlithatosaig miatt minden eredményt szarazanyag-tartalomra
atszdmitva adok meg.

Az el6készitdé miiveletek sordn a csalan levelét és gyokerét laboratoriumi késes apritoval
daraltam, majd az apritott mintakat szitaanalizissel elemeztem. A goly6s malommal tovabb 6rolt
mintak szemcseméretét, egyenletességi tényezdjét és fajlagos feliiletét 1ézeres részecskemérdvel
vizsgaltam. A finom Orlésre mikrobiologiai vizsgalataim miatt volt sziikség. Célom az volt, hogy
-az extraktumok készitése eldtt- az értékes hatdanyagok hozzaférhetdsége miatt a részecskeméret

csOkkentésével még jobb kioldast érjek el.
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4.1.2. Szemcseméret meghatarozasa

4.1.2.1. Szemcseméret meghatdrozdsa szitaanalizissel

Az apritott gyokér-, és levélmintadk szemcseeloszlasat a 17. a abra mutatja. A gyokér (barna
szinnel jelolt) és a levél (zold szinnel jelolt) szemcseeloszlasat bemutatd gorbe szinte azonos
lefutast mutat. A jellemz6 szemcseméret 0,5 mm koriili, pontos értékét RRSB (Rosin-Rammler-
Sperling-Bennet) diagram segitségével hataroztam meg és a kovetkezOkben ismertetem. A
gyokér szemcseeloszlasa kevésbé egyenletes, mint a levélé, ami feltehetben az anyag
szerkezetében valo kiilonbségnek tudhatd be. Erre a feltételezésre utal a kovetkezd diagram,
amely a szitdkon maradt anyagmennyiség szazalékos aranyat mutatja meg a szemcseeloszlas

figgvényében (17. abra).
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17. abra: a laboratoriumi apritoval apritott csalangyokér és levél szemcseeloszlasa %-ban
(a barna vonal a gyokérre, a zold vonal a levélre vonatkozik)

A szitanalizis eredményei alapjan az apritott drog szemcseeloszlasat a Rosin-Rammler-Sperling-

Bennet (RRSB) altal kidolgozott szemcseeloszlasi fliiggvénnyel modelleztem:

R(x) = 100 exp[-(x/Xo)"]
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ahol R(X) - szitamaradvany-0sszeg (%)

X - szemcseméret (mm)
Xo - jellemzo6 szemcseméret (mm)
n - egyenletességi tényezo (-)

A fenti képlet grafikus megjelenitésére kidolgozott diagramba berajzolhatok az R(x) ~ x
Osszetartozd mérési pontok, amik egy egyenesen fekszenek (18. dbra) ¢és leolvashatok az x,
jellemzé szemcsméret €s az n egyenletességi tényezd. Kiegészitésként az abra feltlinteti az az F

fajlagos feliilet és x, szorzatat F*x, (m¥/kg)* (mm) dimenzioban.
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18. 4bra: a csalangyokér szemeseméretének meghatarozasa RRSB diagram segitségével

Az diagramokrdl leolvastam az apritott halmaz atlagos szemcseméretét x, (mm), egyenletességi
tényezdjét n (-) és fajlagos feliiletének xo-1al vett szorzatat F*x, (mz/kg)*(mm). A diagramokrol

leolvashato és az abbol szarmaztathaté eredményeimet a 5. tablazatban ismertetem.
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5. tablazat: az apritott mintdk szemcsemérete, valamint a halmaz egyenletességi tényezdje és
fajlagos feliilete szitaanalizissel meghatarozva

Xo (mm) n F (m®/kg)
Levél 0,45 1,45+0,01 33,33+0,01
Gyokér 0,50 1,41+£0,10 32,72+4,80

Mérési eredményeim csalan levél esetében nem mutatnak szordst, és a harom parhuzamos érték
egymastol valod eltérése csalan gyokér esetében is minimdalis. Eredményeim alapjan
megallapithatd, hogy a csalan levél (0,45 mm), és a gyokér (0,50 mm) szemcsemérete kozel esik
egymashoz. A két halmaz egyenletességi tényezdje és fajlagos feliilete is kozel egyenld. Az
egyenletességi tényez0 az RRSB diagram skalaja alapjan koézepesnek mondhatd, amibdl azt a
kovetkeztetést lehet levonni, hogy az anyag zome kozepes szemcsenagysag-kozon oszlik el.
Részeredményeimet a mellékletben mutatom be. Az adatokra mikrobiologiai kisérleteim miatt
volt sziikségem, ugyanis meg akartam hatarozni, hogy a késes darabolds utan golydsmalommal
tovabb apritva a novényi részeket milyen mértékii szemcseméret-csokkenés érhetd el (a novény

sejtfalat a nagyobb mértékii apritas jobban megtori).

4.1.2.2. Szemcseméret meghatdrozdsa lézeres részecske mérével

A lézeres részecske mérdvel a laboratériumi apritoval vagott, majd golyds malommal tovabb
6rolt mintaim (szaritott levél és gyokér) szemcseméretét (X), valamint a halmaz egyenletességi
tényezOjét (n) és fajlagos feliiletét (F) is meghataroztam (6. tablazat) szamitdogépes programmal

(FRITSCH, Program "analysette 22").

6. tablazat: apritott mintaim szemcsemérete, illetve a halmaz egyenletességi tényezdje €s fajlagos
feliilete 1ézeres részecske mérdvel (FRITSCH) meghatarozva

Xo (Mm) n F(mz/kg)
Levél 0,04+0,001 | 3,05+0,16 | 359,37+3,42
Gyokér 0,15+0,001 ' 1,18+0,02 | 119,46+0,27

Ertékeim alapjan (5. és 6. tablazatok) megallapithato, hogy gyokérmintak esetében a golyods
malommal folytatott darabolds utan a szemcseméret kozel 1/3 része lett a laboratdriumi apritoval
daraltnak. A csalan levele esetében mar jelentdsebb eltérést tapasztaltam, a finom halmaz

szemcsemérete kb. 1/10-ed része lett a szitaanalizissel meghatarozottnak.
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4.1.3. Extrakcios kihozatalok eredményei

Extrakcidés eredményeim bemutatasat a mikrobiologiai mérésekhez kapcsolddd extrakcios
eljarassal kezdem.

Els6 kisérleteim a csalan levelébdl és gyokerébdl késziilt extraktumok kihozatalanak
mennyiségi meghatarozasara iranyultak. Lehetéségeim haromféle extrakciés moédszer
alkalmazasat tették lehetdvé: az egyszerii egyszeri extrakciot, a Soxhlet extrakciot, és a modern
szuperkritikus extrakcidt, melyek sordn tobb paramétert is megvaltoztattam azért, hogy a
fogyasztd szamara egészségmeglrzésben is szerepet jatszo hatdsu kivonatokat allitsak eld.
Vizsgaltam a hémérséklet (egyszerii egyszeri: 60-80-100 °C), a nyomas hatasat (szuperkritikus
extrakcio: 100-450 bar), €és az extrahalasi id6 befolyasat (egyszerli egyszeri: forrazat és 3 6ra) a
kihozatal mennyiségére. Mindhdrom modszernél vizsgaltam az extraktumok tomegét. Az
egyes kisérletek/extrakciok soran kiilonbozé oldészerek hatasat is kiértékeltem a kihozatalra

(szuperkritikus allapota CO2, etanol tobbféle koncentracidban, n-hexan és viz).

4.1.3.1. Az egyszerii extrakciok mérési eredményei

Az egyszeru egyszeri extrakciok kihozatalanak eredményeit vizes €s alkoholos kivonatoknal
szarazanyag-tartalomra atszamitva a 7. €s 8. tablazatok szemléltetik. Vizsgalataimhoz a novényi
részeket kora Osszel gyljtéttem, majd szaritottam. Elészor a szaritott mintak kivonatainak

eredményeit mutatom be (7. tablazat).

7. tablazat: a szaritott levél és gyokér vizes kivonatainak kihozatali értékei %-ban

Oldadszer Viz
Extrahalasiidé | Forrdzat (tea) 3 6ra 3 6ra 3 6ra
H6mérséklet 100°C - 25°C 60 °C 80°C 100 °C

Kihozatal tomeg %
Szaritott levél 26,69+0,83 33,02+0,30 | 29,85+0,13 | 31,13+0,49
Szaritott gyokér |  14,18+0,87 17,04+1,74 | 19,41+1,35 | 21,23+0,29

Az adatokbdl latszik, hogy a kiilonb6z6 héfokokon vald kihozatal szaritott levél esetében kozel
azonosnak vehetd, még a 3 oras 100 °C-os extraktum mennyisége is csak 15%-kal nagyobb a
teakivonatai mennyiségéhez képest. Csalangyokérnél a 100 °C-0s 3 oras extrakco eredménye

viszont megkdzelitdleg masfélszeres kihozatalt adott —a tea kivonathoz képest- , ami lehetové
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tette tobb olyan endogén komponens kioldodasat is, ami a késdbbiekben a pozitiv mikrobiologiai
hatéast eredményezhette.

A szaritott gyokerek esetében is a legkisebb extraktum mennyisége a tea készitésekor
jelentkezett. Ebben az esetben a homérséklet emelése kissé javitott a kihozatalon, kiilondsen, ha
a 100 °C-nal kapott eredményeket nézziik.

Az alkoholos kivonatoknal (8. tablazat) az egyes novényi részekbdl torténd kioldasoknal

lényeges kiilonbségek nincsenek, de annyi megallapithato, hogy a levelekbdl torténd kihozatal

jobb volt.
8. tablazat: a szaritott levél és gyokér alkoholos kivonatainak kihozatali értékei, %-ban
Oldészer 20%-os etanol 70%-os etanol
Extrahalasi ido 3 6ra 3 6ra

Homérséklet | szobah&mérséklet szobahdmeérséklet
Kihozatal %
szaritott levél 20,45+0,77 21,1610,27
szaritott gyokér 15,49+0,31 12,87+0,17

A friss csalan gyokeret nem lehetett kellden apritani laboratoriumi apritoval, ezért tovabbi
méréseimet csak friss csalanlevéllel végeztem el, annak apritasat ugyanis meg tudtam oldani
laboratoriumi késes berendezéssel. Levélmintaimat ezutan keverds duplikatorban extrahaltam a
szaraz mintdkhoz hasonlé médon.

Problémat okozott még, hogy az alacsonyabb, 60- és 80 °C-0s kész extraktumokat a sziirGpapir
gyors eltomddése miatt vakuumsziirdvel nem tudtam leszlirni, ezért a kihozatalok mennyiségét
viz olddszer mellett csak a 100 °C-0s extrahalasi hdmérseklet és a teakészités esetében tudtam
pontosan meghatarozni. A kapott friss levélextraktumok mennyiségét a 9. tablazat mutatja be.

9. tiblazat: a friss csaldn levelének vizes és alkoholos kioldasainak kihozatali értékei %-ban

Oldészer Viz Viz 20%-o0s etanol 70%-o0s etanol
Extrahalasi id6 Forrazat (tea) 3 6ra 3 6ra 3 6ra
Hémérséklet 100°C 100 °C szobahdmérséklet | szobahémérséklet

Kihozatal tomeg %
friss levél 42,25+1,19 48,40+3,20 33,55+2,28 32,63+0,64

Megallapithatd, hogy a vizes kioldasok kihozatala 1ényegesen jobb az alkoholnal, ahol az
alkohol toménységétdl fliggetleniil szinte azonos értékeket kaptam. Ennek oka valoszintileg az,

hogy a mintadkban tobb a vizben 0ldd6dé endogén komponens mennyisége.
50



Eredmények

4.1.3.2. Egyszerii tobbszori extrakcio

Két alkalommal végeztem egyszerii tobbszori extrakciot, mindkét alkalommal 3-3 fokozatban, az

egyszerii extrakcidhoz képest Osszességében haromszoros oldoszer mennyiséggel. Egy-egy

fokozat 1 6ra hosszaig tartott.

e Egyik esetben a csalan szaritott levelét vizsgaltam, és az extrakciot magneses keverdvel
ellatott lombikban végeztem. A hémérséklet 40 °C, az oldoszer koncentracidja 50 % etanol
volt. Eredményeimet a 10. tablazat mutatja be.

e Masik esetben a csalan szaritott gyokerét vizsgaltam, és az extrakciot keverdvel ellatott
duplikatorban végeztem 80 °C homérsékleten. Az olddszer bidesztviz volt. Az egyszerli

tobbszori extrakcioval kapcsolatos kihozatali eredményeimet a 10. tablazat foglalja 6ssze.

10. tablazat: szaritott csalan levél és gyokér egyszerli tobbszori kioldasanak kihozatala %-ban

Oldészer 50% etanol-viz elegy viz
Extrahalasi idé 1 6ra 3x 1 6ra 3x
Homérséklet 40°C 80°C

Kihozatal %
szaritott levél 25,4610,74 ;
szaritott gyokér - 20,45+0,24

4.1.3.3. Soxhlet extrakciok kihozatalinak eredményei

A Soxhlet- és szuperkritikus extrakcidikat a Budapesti Miiszaki Egyetemen végeztem, és az volt
a célom, hogy harom kiilonb6z6é olddszer esetén (etanol, hexan és szuperkritikus allapota CO,)
Osszehasonlitsam a szaritott csalan gyokeér-, és levélbol késziilt extraktumok kihozatalat (melyet
szarazanyag-tartalomra atszamitva %-ban adok meg). A Soxhlet extrakcid soran a csalan
gyokerébdl és levelébodl két idépontban (tavasszal és Gsszel) gylijtott mintakbol, tomény etanolos
¢és hexanos extrakciokat végeztem az olddszerek forraspontjan. 14 ora extrakcios id6 alatt 4
ciklus tortént, a kihozatalok mennyiségét a 11. tablazat mutatja be. Mindegyik kisérletet
haromszor ismételtem meg.

A vizsgalatokat a tavaszi levelek extrakcidival kezdtem, aminek eredményeib6l egyértelmiien
latszik, hogy a hexanos kioldas nagyon gyenge hatasfoku. Ez az észrevétel az 6szi mintdknal

egyértelmiivé valt.
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11. tablazat: a gyokér és levél 96%-os etanolos és 95%-0s hexanos Soxhlet extrakcidinak
kihozatalai %-ban kifejezve

Oldészer 96 % alkohol 95 % hexan
Novényi rész Kihozatal %
TAVASZI levél 21,73+1,47 1,94+0,07
0szl levél 18,13+1,57 0,9810,05
TAVASZI gyokér 7,78510,47 0,67+0,12
6szl1 gyokér 14,14+0,34 1,05+0,72

Eredményeim mindkét ndovényi rész esetében azt mutatjak, hogy a kihozatal szempontjabol az
etanol bizonyult jobb extrahalészernek a hexannal 6sszehasonlitva, ami nagy valoszinliséggel az
oldoszerek polaritdsa kozotti kiilonbséggel magyarazhato. Feltehetden mindkét novényi részben
nagyobb mennyiségben vannak jelen a polarosabb vegyiiletek, melyeknek az etanol a jobb
oldoszere. Ezt mar az egyszerli egyszeri extrakciok kihozatalai is bizonyitottdk a viz és alkohol

viszonylataban.

Eszrevehetd tovabba, hogy a levélminték kihozatala mindkét oldoszer esetében nagyobb, mint a
gyokér mintaké, ami a levélmintakban nagyobb mennyiségben eléforduld, és alkoholban jobban
oldodé komponenseknek tudhat6 be. Megallapithatd ezen kiviil, hogy mig a leveleknél az
alkoholban old6d6 komponensek mennyisége csOkken a vegetacido elorehaladtaval, addig a
gyokerek esetében ez novekedést mutat mindkét oldoszer esetében. Ezek az eredmények a
ndvényben zajlo6 masodlagos anyagcserefolyamatok soran termelddé -féleg polifenolos
vegylileteknek- koszonhetd, illetve ezen vegyiiletek felhalmozddéasanak a vegetacio kiilonbozo

1d6szakaban.

Mindezeket az elképzeléseket/feltevéseket a kés6bbieckben egy masik kisérlettel egyértelmiien

ala tudom tamasztani.

4.1.3.4. Szuperkritikus fluid extrakcidk kihozatalinak eredményei

A szuperkritikus extrakciot is elvégeztem mindkét ndvényi résszel. A gyokér extrakcioja soran a
nyomas hatdsat vizsgaltam az extrakcios kivonatokra 100 bar és 450 bar k6zott. Levél mintdim
szuperkritikus extrakcidojat 450 bar nyomason végeztem (annak ellenére, hogy a
leggazdasagosabb extrakcios nyomas 300 bar), mert az volt a célom, hogy a két ndvényi rész

legnagyobb kihozataldnak eredményeit hasonlitsam Ossze.
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Dolgozatomban ¢l6szor levélmintaim kihozatalainak eredményét ismertetem, 450 bar nyomason
bemutatva a szuperkritikus extrakcios részeredményeket is. Elso Iépésként a berendezésrél
leolvasott paramétereket mutatom be a 12. tablazatban, szemléltetve hogyan jutottam el a

maximalis kihozatalhoz és az ehhez felhasznalt CO, mennyiséghez.

A CO, fogyas a CO; palack térfogatahoz (CO, mennyiségéhez) igazodik. Egy palackkal kb. 6
mérést akartam elvégezni, ezért —a tapasztalat alapjan- 25-35 perces id6kozonként kellett
leallitani az extrakciot, majd feljegyezni a felhasznalt CO»- és kapott extraktum mennyis€gét. A
folyamat elején kevesebb CO; is elegendd volt ugyanannyi hatéanyag kioldasahoz, de késébb ez
a mennyiség novekedett. Extraciomat a 7. Iépés utan fejeztem be, mert ekkor mar annyira
lecsokkent az adott fokozatban kapott végtermék mennyisége, -17 perc alatt mindéssze 0,069%

Volt-, ezért az extrakcio folytatasanak nem volt tovabbi értelme.

12. tablazat: a levél extraktum kivonat mennyiségének novekedése a szén-dioxid felhasznalas
figgvényében 450 bar nyomason és 40 °C homérsékleten

Mérések| 1d6 | Extraktum mennyisége | Extraktum mennyisége | Extraktum mennyisége CO, mennyisége
lépései | perc fokozatonként kg fokozatonként % az adott fokozatig % | az adott fokozatig kg CO,/kg sza

1. 26 1,92*10° 0,418 0,418 6,207

2. 30 1,67*10° 0,363 0,781 12,989
3. 26 1,06*10° 0,230 1,011 19,457
4. 35 0,8+107° 0,175 1,186 28,289
5. 35 0,69*10°2 0,150 1,336 37,133
6. 20 0,52*10'3 0,113 1,449 45,791
7. 17 0,32*10°3 0,069 1,518 57,583

Eredményeimet grafikus formaban is megadom (19. dbra), annak szemléltetésére, hogy a CO;
novekvd mennyiségére kapott tendencia a késObbiekben bemutatott gydkér-eredményekhez
hasonloan alakul és az is egyértelmiien lathatd, hogy a kivonat mennyisége a CO, fogyasaval

egyre kisebb mértékben novekszik, ellaposodik a gdrbe.
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19. dbra: szaritott csalan levélbdl készitett extraktum mennyiségének novekedése a felhasznalt
CO; mennyiségének fliggvényében 450 bar nyomason és 40 °C-os hdmérsékleten

A gyokér droggal végzett extrakcidk soran a nyomas hatasat vizsgaltam az extrakcidok

kihozatalanak mennyiségére. Eredményeimet a 20. dbran mutatom be.
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20. abra: a gyokérdrog-extraktum kihozatalanak ndvekedése a nyomas emelésének hatasara
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A csalangyokérrel végzett szuperkritikus extrakcios eredmények alapjan megallapithatd, hogy a
nyomas novelésével -100 bar-r61 450 bar-ra- a kihozatal mennyisége fokozhato.

A 100 és 200 bar kozott a kihozatal 63 %-o0s ndvekedést mutatott, mig ez az érték 200 barr6l 300
barra tortréné emelésnél mar csak 18 % volt. A nyomas tovabbi novelésével jelentds novekedés
mar nem volt elérhetd. A 20. abra gorbéi telitési értékhez tartanak. Ennek oka lehet az, hogy a
folyékony CO, nem képes a tovabbi komponensek kiolddsira, a kioldandé anyagok kotott
allapotban maradnak.

A 20. dbra mért pontjait az

- -b
Mextraktum = @ * (1 —€ X)

Osszefliggéssel lehet kozeliteni, ahol ,,a” és ,,b” konstansok. A kozelitd szamitasokra az Excel
Solver funkcidjat hasznaltam. Az ,a” ¢és ,b” paraméterek értékei az egyes alkalmazott

nyomasoknal a 21. abran lathatoak.

A leirt egyenlet bal oldala, azaz az ,,mexyakwum” NOvekszik, ha mind az ,,a”, mind a ,,b” értéke
novekszik. A 21. dbra alapjan az ,,a” paraméter a nyomas novelésével kismértékli novekedést
mutat. A ,,b” paraméter viszont a 300 bar nyomadst elérve szamottevien nem nd, sét 450 bar

nyomasnal mar csdkken.

0,7

0,5 ® ®

0,4

0,3

0,2 °
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Az"a" és"b" paraméterek értékei
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Nyomas (bar)
ez ebh

21. abra: a gyokérdrog-extraktum kihozatalanak novekedését a nyomas emelésének hatasara
leiré gorbék egyeneleteinek paraméterei
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Az elébbiek alapjan az extrakci6 elvégzéséhez a 300 bar nyomadst valasztottam. Egyrészt azért,
mert az extraktum novekedése elenyészo volt amikor a nyomast 300 bar-r61 400 bar-ra noveltem,

masrészt azért, mert a kisérlet koltségeit nagyon megemeli a nyomas értékének novelése.

Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy a csalan-gyokér szuperkritikus extrakcidjanal 40 °C
extrakcios homérséklet mellett a kihozatal szempontjabol a 300 bar nyomds alkalmazasa a
legmegfeleldbb.

Osszességében megallapithatd (19. és 20. abra), hogy a csaldn levelébdl 450 bar nyomason és 40
°C-os hOmérsékleten tobb mint kétszeres mennyiségli extraktum nyerhetd, mint a csaldn

gyokerébdl ugyanilyen paraméterek beallitasa mellett.

Az egyszerli extrakciok extraktumainak mennyiségeit a szuperkritikus- €s Soxhlet extrakciok
eredményeivel 0sszefoglalva a 13. tabldzatban mutatom be, a Soxhlet extrakciok esetén a tavaszi

gyljtésii mintakat sarga szinli hattérrel, az 6szi mintakat rozsaszin hattérrel jeloltem.

13. tablazat: a vizsgalt extrakciok kihozatalanak mennyiségei eltérd oldoszerek, novényi részek
¢s homérsékleti értékek esetén %-ban kifejezve

Novényi minta

Olddszer Kihozatal %

Szaritott gyokér Szaritott levél Friss levél
szuperkritikus CO, (100 - 450 bar) 0,32-0,61 1,11-1,52 -
Soxhlet n-hexan 0,6710,12 - -
Soxhlet n-hexan 0,77+0,04 1,94+0,07 -
Soxhlet etanol 96% 7,78+0,47 21,73+1,47 -
Soxhlet etanol 96% 8,004£0,48 18,13+1,57 -
etanol 20% egyszer( egyszeri 15,49+0,31 20,45+0,77 +2,28
etanol 70% egyszer( egyszeri 12,87+0,17 21,16+0,27 32,631+0,64
viz forrazas egyszer( egyszeri 14,18+0,87 26,69+0,83 42,25+1,19
viz 60°C 3 dra egyszer( egyszeri 17,04+1,74 33,02+0,30 -
viz 80°C 3 dra egyszerli egyszeri 19,41+1,35 29,85+0,13 -
viz 100°C 3 éra egyszerd egyszeri 21,23+0,29 31,13+0,49 48,40+3,20
etanol 50% egyszer( tobbszori - 25,46+0,74 -
viz 80°C 3 dra egyszer(i tobbszori 20,45+0,24 - -
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Osszegzésképpen a miiveletek tanszékeken végzett kisérleti eredmények alapjan megéllapithato:

o A hémérséklet emelése 60 °C-r6l 80 °C-ra majd 100 °C-ra sem a szaritott csalan levél sem a
szaritott csalan gyokér viz oldoszerrel késziilt extraktumainak kihozatalara nem gyakorolt
hatast. Bar szaritott gyokérnél egyértelmiien latszik, hogy a 3 ora hosszat tarté 100 °C-0s
extrakcid kihozatala a 60 °C-on kapott kivonattol 4,19%-kal, a 80°C-on kapott kivonattol
pedig 6,32%-kal nagyobb.

o Az idé hatisat a kivonat mennyiségére nem vizsgaltam, de készitettem teat a ndovényi
drogokbol -az extrakcio folyamata a forrdzas utdni 24 oOrés allast jelentette- amit a 3 oran
keresztiil 60-, 80-, és 100 °C-on torténd extrakcidkkal ossze lehet hasonlitani. A kihozatal a 3
oran keresztlil torténd extrakciok esetében —hOmérséklettdl fliggetleniil- nagyobb
mennyiséget eredményezett. Levél drognal a tedhoz viszonyitva a legkisebb eltérés is 3,16
%-0s, amibdl egyértelmiien latszik, hogy az id6 novelésével a kihozatal mennyisége is
novelhetd. Az eltérés viszont (3,16-6,33 %) nem jelentds. Ez a tendencia gyokér drog esetén
is megfigyelhetd, de a maximalis eltérés -amit a tea és a 3 o6ran keresztiil tartd forrazas
kozotti kihozatal esetében mértem- csak 7,05 %. Feltehetd tehat a kérdés: ,.érdemes-e a
csalan novényi részeit 3 oran keresztiil tartd forralasnak kitenni?” A kérdésre az analitikai €s

mikrobioldgiai részben adom meg a valaszt.

o Az extrakcios fokozatok szamanak ndvelésével a kihozatal mennyisége is novelhetd. Ez
magatol értet6dd, hiszen ugyanazon bemért mintatomeghez itt nagyobb olddszer mennyiség
tarsul, de egyszerli tobbszori extrakcios kisérleteimmel is igazoltam amikor példaul a
szaritott csalangyokér 80 °C-os 3*1 oOran keresztiil tartd vizes extrakcidjanak kihozatalat
hasonlitottam 6ssze az ugyanilyen koriilmények kozott végzett egyszerli egyszeri extrakciok

kihozatalaival és 4,54 %-kal nagyobb eredményt kaptam. (13. tablazat).

o Az oldészer fajtija jelentésen befolydsolja a kihozatal mennyiségét. Legkisebb értéket a
szuperkritikus allapota CO,-dal tudtam kimutatni, ezt kovette -de csak kozel 10%-0S
eltéréssel- a n-hexan oldoszerrel kapott kivonatok mennyisége, majd az etanolos extraktumok
tomegei, de ezen extrakciok esetében sem volt mindegy, hogy mekkora az etanol
koncentracidja a vizes oldatban. Legnagyobb értékeket ugyanis a vizes extraktumok

vonatkozasdban mértem. Kérdés, hogy mi lehet az oka annak, hogy a kihozatal mennyisége
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CO, és n-hexan olddszerek esetében a legkisebb, és viz oldoszer esetében a legnagyobb. A
valasz nagy valdszinliséggel a polaritas teriiletén kereshetd. Mig a CO; €s a n-hexan apolaros
vagyiiletek, addig az etanol és a viz polarisak. Es bar kis mértékben, de a viz polaritasa
nagyobb, mint az etanolé. Tehat elképzelhetd, hogy a csaldn altalam vizsgalt novényi
részeiben (levél és gyokér) az oldhatdé komponensek nagyobb része polaris vegyiilet, amelyek

kivonasahoz a munkam soran felhasznalt oldoszerek koziil a viz a legalkalmasabb.

A vizsgalt novényi rész is befolyasolta a kapott extraktumok mennyiségét. A csalan szaritott
levelének esetében nagyobb extraktum-mennyiségeket tudtam kimutatni, mint a szaritott
gyokerénél, ami valosziniileg a levélben talalhato -altalam hasznalt oldoszerekkel- oldhatd
0sszetevOk nagyobb hanyadanak tudhato be.

Friss és szaritott levél esetében is jelentds az eltérés a kihozatalban. A friss levél-extraktum
mennyisége tobb, mint madasfélszerese volt a szaritott drogbol késziilt kivonatokénak
fliggetleniil az oldoszer fajtajatol és az extrahdlas idejétdl. Ez a kiilonbség feltehetéen a
hatdanyagok bomlasanak illetve az illékony komponensek eltdvozasanak tudhaté be.

A novény fenoldgiai fazisa is befolyasolhatja eredményeimet, de erre a kérdésre dolgozatom
masik fejezetében -analitikai kisérleteimnél- fogok kitérni. Az itt bemutatott tablazatokban
Soxhlet extrakcios eredményeimnek eltérése utalhat a jelzett felvetésre.

A fagyasztva tarolas idétartama is befolyasolhatja a kihozatalt, mivel a drog hatdéanyag-
tartalma ennél a tarolasi formanal szenvedi a legkisebb hatdéanyag bomlast (STEFANOVITS
2018). Erre utalnak mikrobiologiai kisérleteim eredményei, de méréseket erre vonatkozdan
nem vegeztem.

A nyomas emelése a szuperkritikus extrakcid esetében szintén kedvez a kihozatalnak.
Gazdasagossag szempontjabol viszont érdemes lehet megallapitani azt az optimalis
nyomasértéket, ahol az extraktum mennyisége megkozeliti a maximalis nyoméson kapott
kihozatalt, de az energia-befektetés sokkal kisebb. Esetemben a csalangyokér drog vizsgalata

soran ez a nyomas érték 300 bar.

4.2. Mikrobioldgiai kisérletek eredményei

Az antimikrobas hatas vizsgalatokhoz szdmos elékisérletet végeztem a SZIE ETK

Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszékén azért, hogy megtaldljam azt az extrakcios

modszert, oldoszert és extraktum koncentraciot, amelynél a csalan-kivonatok a legnagyobb

antimikrobas hat4st mutatjak.
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Az elsé elokisérlet-sorozat sordn a szaritott gyokér drog Soxhlet-, és szuperkritikus extrakcioval
késziilt extraktumainak antimikrobds hatdsat vizsgaltam az Anyagok és modszerek fejezetben
felsorolt 10 mikroba faj egy-egy torzsére, agarlyuk-diffuzios modszerrel. A kivonatokat Soxhlet
extrakciok esetében szarazra paroltam (a szuperkritikus extrakcioval nyert kivonatok szilard
halmazallapotuak voltak). Ezutan 96%-0s etanolban oldottam vissza az etanolos Soxhlet-, a
hexanos Soxhlet-, és a szuperkritikus extrakcioval kapott extraktumokat megkozelitden 2,5 mg
drog/ml toménységiire. Ezutan a kivonatokat 5-, illetve 2,5 % toménységiire higitottam, a
kontroll 5-, illetve 2,5 %-0s etanol volt. Az antimikrobds hatas vizsgalata negativ eredménnyel
zarult, gyokér mintak extraktumai nem mutattak antikikrobds hatast.

A masodik elékisérlet-sorozatnal -a szakirodalomban talaltak alapjan (AMINI et al., 2014)-
valtoztattam a csalan mintakon, és frissen szedett és szaritott csalan levél+szar drogjaval
dolgoztam tovabb. Ennek a kisérlet-sorozatnak az volt az indit6 oka, hogy gyokér-extraktumok
esetében nem tudtam antimikrobdas hatast kimutatni. A Kivonatokat etanolos-, és hexanos Soxhlet
extrakcioval készitettem el. Az extraktumok koncentracidja ekkor is 2,5 mg drog/ml koriili volt.
Az antimikrobas hatést agarlyuk-diffuzios modszerrel vizsgaltam. A kisérlet-sorozat szintén
negativ eredmennyel zarult, a levél+szar drogbol készitett mintak extraktumai nem mutattak
antimikrobas hatast.

A harmadik elékisérlet-sorozatnal az el6z6 kisérlet extraktumainak 5-szords koncentraciora
torténd betoményitésével probalkoztam, azaz megkozelitden 7,5 mg drog/ml toménységii
extraktumokkal dolgoztam tovabb és vizsgaltam a kivonatok gétld hatasat szintén agarlyuk-
difftzidés modszerrel. A kisérlet-sorozat szintéen negativ eredménnyel zarult, a levél+szar drogbol
készitett és koncentralt extraktumok nem mutattak antimikrobds hatdst.

A negyedik elékisérlet-sorozatnal valtoztattam a mintakon és a modszeren is. Frissen szedett,
majd szdritott csalan levéllel és viraggal dolgoztam tovabb. A ndvény szarat azért nem
dolgoztam fel az extraktumok készitése soran, mert szakirodalmi adatok alapjan (ORCIC, et al.
2014) a novény szara sokkal kevesebb hatéanyagot tartalmaz, mint a levele. Ujabb modositas
volt, hogy a ndvényi részeket a késes apriton kiviil laboratdriumi golyés malommal is daraltam,
igy az el6z6 részben bemutatott (6. tablazat) kisebb szemcseméreteket értem el (A
tovabbapritasra a novény sejtfalanak alaposabb megtdrése miatt volt sziikkségem). Valtoztattam
mg/ml-es keveréket masfélszeresére kellett higitanom a sziirési nehézségek miatt.) Részben
valtozott az extrahald oldoszer is, mert az etanolos kivonatok mellett vizes extraktumokat is

készitettem. Valtozott az extrakciés modszer is, mert kivonataimat egyszerli egyszeri
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extrakcioval allitottam eld gy, hogy a keveréket egy oran keresztiil 100 °C homérsékleten
extrahaltam (kevergetve). Az agarlyuk diffiziés mddszer mellett korongdiffuzioval is vizsgaltam
az antimikrobas hatast.. Ez a kisérlet-sorozat szintén negativ eredménnyel zdarult, Sem a vizes,
sem az etanolos extraktumok nem mutattak antimikrobds hatast egyik modszer esetében sem.

Elsé sikeres kisérletsorozatom az otodik kisérletsorozat volt, ahol mar 100 mg/ml-es
koncentraciot, 80 °C és 100 °C-0s vizes extrahalasi hémérsékletet és 1 oOra helyett 3 ora

extrahalasi id6t alkalmaztam. Az extrakciot etanollal is elvégzetem.

Az eldkisérletek sikertelenségét tehat tobb okra tudom visszavezetni:

1. Az el6készités soran a laboratoriumi késes apritoval apritott drogokat nem poritottam eléggé
-szemcseméretiik gyokérdrog esetében 500 pum, levéldrog esetében 450 um volt az elsé
harom eldkisérletnél- igy a szaritott ndvény sejtfalat nem sikeriilt eléggé megtérnom.

2. A csalan levelét és szarat egyiitt vizsgaltam (az els6 3 eldkisérletnél), pedig a szar irodalmi
adatok alapjan (ORCIC 2014) kevesebb olyan polifenolos vegyiiletet és asvanyi anyagot
tartalmaz, amely feleldssé tehetd a mikrobioldgiai hatasért.

3. Az elOkisérletek alapjan meghatdroztam az antimikrobas hatast okozo komponensek

kinyeréséhez megfeleld kortilményeket (oldoszer, hdmérséklet, idd). Beigazolodott ugyanis,

hogy az extrahalast nem elég egy oran keresztiil végezni; a viz mikrobiologiai szempontb6l
alkalmasabb olddszer, mint az etanol, valamint kimutathato antimikrobds hatas eléréséhez

legalabb 100 mg /ml toménységii keveréket kell késziteni.

Kisérleteim soran megallapitottam, hogy az eltéré fenoldgiai fazisban gyiijtott mintdk
antimikrobas hatasa kozott is nagy az eltérés, amelyekre vonatkozoan a 14., 15. és 16.
tablazatban talalhatok adatok.

A ndvény két kiilonbozd fenoldgiai fazisaban gyiijtdtt minta antimikrobas hatdsa kozotti eltérést
a tavaszi és Oszi csalan-extraktumok mikrobadlé hatasanak vizsgalati eredményei mutatjak be a
leveleknél (14. ¢és 15. tablazat), és a tavasszal gyljtott gyokereknél (16. tablazat). A
késébbiekben bemutatott polifenolprofil -ezen beliil a rutin és kvercetin- mennyiségi
vizsgalatakor kapott értékek alapjan mikrobiologiai kisérleteim sordn e két flavonoid
antimikrobas hatasat is vizsgaltam. Miutdn a rutin egyetlen esetben sem mutatott antimikrobas
hatést, ezért csak a kvercetinnel kapcsolatos eredményeket tiintetem fel a 16. tablazatban. A
szamadatok 2 ismételt kisérlet 2-2 parhuzamos eredményét mutatjak. A 2,5 %-os, és 5 %-0S
etanolos kontroll oldatok nem mutattak gatlo hatast a lyukdiffaziés modszer koriilményei kdzott

egyik vizsgalt mikroba esetében sem.
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14. tablazat: a tavaszi gytjtésii csalanlevelek 100 mg/ml szarazanyag koncentracioju
keverékeinek antimikrobas hatasa a feltisztuldsi zona 4tmérdje (mm) és mindsége alapjan. Az

agarlyuk atméréje 8 mm volt.

Mikroorganizmus

80 °C-os vizes extraktum

100 °C-os vizes extraktum

5%-0s etanolos extraktum

. . z6na mm
Candida albicans —
gatlas nincs nincs nincs
. zéna mm 18,0+ 2,0 18,0+ 1,0
Candida glabrata — -
gatlas teljes teljes nincs
) o z6na mm
Candida parapsilosis — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. z6na mm
Saccharomyces cerevisiae —
gatlas nincs nincs nincs
. zéna mm 14,0+1,0
Enterococcus faecalis — - -
gatlas nincs nincs teljes
o z6na mm 13,0+ 1,5 14,5+ 3,5 13,0 + 4,0
Escherichia coli — - - -
gatlas részleges részleges teljes
. zéna mm 10,0+ 1,0 11,5+ 0,5
Listeria innocua —
gatlas teljes nincs teljes
o z6na mm 12,0£0,0
Listeria monocytogenes — - - -
gatlas teljes nincs nincs
. z6na mm 28,0+0,0 23,0+ 8,0 10,5+ 0,5
Pseudomonas aeruginosa — - - -
gatlas teljes teljes teljes
zéna mm 20,0 £ 6,5 21,0+ 4,0 9,5+0,5
Staphylococcus aureus
gatlas teljes teljes teljes

15. tablazat: az 0szi gylijtési csalanlevelek 100 mg/ml szarazanyag koncentracioji keverékek
antimikrobas hatasa a feltisztulasi zona atméréje (mm) és mindsége alapjan. Az agarlyuk

atmér6je 8 mm volt.

Mikroorganizmus

80 °C-os vizes extraktum

100 °C-os vizes extraktum

5%-0s etanolos extraktum

. . z6na mm
Candida albicans — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. zébna mm 17,0+ 0,5 16,5+ 0,5
Candida glabrata — - - -
gatlas teljes teljes nincs
. o z6na mm
Candida parapsilosis — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. zbna mm nincs 12,5+0,0
Saccharomyces cerevisiae — - - -
i 2| i
atlas nincs részleges nincs
. z6na mm
Enterococcus faecalis — - - -
gatlas nincs nincs nincs
oo . zéna mm 13,0+ 0,0 13,0+ 0,0
Escherichia coli — - - -
gatlas részleges részleges nincs
. o zébna mm 12,0+ 0,0 12,0+ 0,0
Listeria innocua — . . -
gatlas részleges részleges nincs
o zéna mm 15,0+ 0,0 15,0 £ 0,0
Listeria monocytogenes — - . -
gatlas részleges részleges nincs
. z6na mm
Pseudomonas aeruginosa — - - -
gatlas nincs nincs nincs
z6éna mm 16,0+ 0,0 15,0+ 1,0
Staphylococcus aureus
gatlas részleges teljes nincs
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16. tablazat: a tavaszi gyokér mintak és a kvercetin antimikrobas hatésa a feltisztulasi zona
atmérdje (mm) és mindsége alapjan, 100 mg/ml szarazanyag koncentracioju keverékeiben. Az
agarlyuk atméréje 8 mm volt.

Gyokér
Mikroorganizmus 80 °C-os vizes extraktum 100 °C-os vizes extraktum | 5% etanol-vizes extraktum
. . zéna mm
Candida albicans — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. zéna mm
Candida glabrata — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. o zéna mm
Candida parapsilosis — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. z6na mm
Saccharomyces cerevisiae — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. z6na mm 17,0 17,0
Enterococcus faecalis — - - -
gatlas teljes részleges nincs
o . zéna mm
Escherichia coli — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. zéna mm 18,0
Listeria innocua — - - -
gatlas nincs teljes nincs
o zéna mm
Listeria monocytogenes — - - -
gatlas nincs nincs nincs
. z6na mm 18,0
Pseudomonas aeruginosa — - - -
gatlas részleges nincs nincs
zéna mm
Staphylococcus aureus — - - -
gatlas nincs nincs nincs
Kvercetin
Mikroorganizmus vizes oldat 80 °C (20 pg/ml) etanolos oldat (10 pg/ml)
. z6na mm 13,0+1,0 11,0+ 0,0
Pseudomonas aeruginosa — : -
gétlds teljes teljes

A kvercetin a vizsgalt 10 mikroba torzs koziil csak a Pseudomonas aeruginosa-val szemben
mutatott gatlast, a rutin gatlasat egyetlen mikroba torzs esetén sem sikeriilt kimutatnom.

Megjegyzem, hogy egy-egy agarlyukba 150 pl extraktumot pipettaztam, ami a 4.4 fejezet 17.
tablazata alapjan a 100 °C-os vizes levél extraktumok TPC értékei alapjan koriilbelil 16
mMGSE/g sza. tartalomnak felel meg. A tdbldzat alapjan minden egyes esetben meg lehet
mondani az agarlyukakba pipettazott polifenolok mennyiségét és a vizsgalt extraktumokban

talalhato vegyiiletek antioxidans kapacitasat.

Tavaszi €s 6szi gylijtésii mintdim esetében tehat a kdvetkezd el6készitd miiveletek utan sikeriilt
kimutatnom antimikrobas hatast:
o A frissen szedett levelet és gyokeret 3 hétig padlason széritottam, majd laboratoriumi késes

apritoval, ezt kdvetden pedig golyds malommal poritottam.
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cyoey

vizzel, majd 80 °C-os és 100 °C-os extrahalast végeztem 3 6ran keresztiil kevergetve, illetve
96%-0s etanolos extraktumot készitettem 30 °C-on és 20 6ran kersztiil torténd razatassal. Az
etanolos extraktumot vizsgalat elott 5%-osra, illetve 2,5%-osra higitottam az etanol gatlo
hatasénak csokkentése céljabol.

o Az antimikrobas hatds vizsgalatat agarlyuk diffuziés és Osszehasonlitasképpen korong
diffiziés modszerekkel végeztem. A két modszer Osszehasonlitasdnak, ¢€s egy-egy
eredményemnek fényképét az M3. mellékletben mutatom be.

o Osszegzésképpen a nagy csalan mikrobioldgiai hatdsat vizsgilva elmondhatd, hogy az
antimikrobas hatas mas gyogyndvényekhez - példaul a kamilldhoz (SHARIFI-RAD et al.
2018) - képest viszonylag gyengének mondhatd. A gatld zona nagysaga 100 mg/ml-esnél
higabb extraktumokban (pl. felez6 higitdsnal) a legtobb pozitiv esetben mar nagyon kicsi
volt, ezért a szaporodasra kifejtett hatasat (pl. MIC érték meghatarozasat) folyékony

tenyészetben (pl. mikrotiter lemezekben abszorbancia mérésével) nem lehetett vizsgalni.

Mikrobiologiai kisérleteim alapjan megallapithato:

o A csalanlevél és gyokérextraktumok koziil a novény tavaszi €s 6szi fenoldgiai fazisaban a
levélextraktumok mutattak erdteljesebb gatld hatast. Ezeknél a vizsgélatoknal a feltisztuldsi
zOéna mindsége és nagysaga szempontjabol egyes esetekben eltérés volt a két kiilonb6z6
homérsékleten készitett vizes kivonat kozott, ami az antimikrobas komponensek eltérd
hémérsékleti stabilitdsat mutatja.

o A gombak koziil csak a C. glabrata volt érzékeny a levelekbdl késziilt vizes kivonatok gatld
hatasaval szemben, a tavaszi és 0szi levelekbdl késziilt kKivonatok esetében nem volt 1ényeges
kiilonbség.

o A vizsgalt baktériumok esetében az E. fecalis egyik vizes levélextraktummal szemben sem
volt érzékeny, mig a P. aeruginosa esetében csak a tavaszi levél extraktumoknal volt
Kimutathato (jelentds) gatld hatas. A tobbi négy vizsgalt baktérium érzékeny volt a
kivonatokkal szemben, azonban a tavaszi hatasososabb volt, mivel egyrészt altalaban kissé
nagyobb gatlasi zOonat ereményezett, masrészt a legtobb esetben teljes (feltisztult) gatlasi
zona jott létre. Megjegyzendd azonban, hogy a két Listeria faj esetében csak az 6szi 100 °C-

os kivonatok mutattak gatld hatast.
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o A tavaszi gyokér mintak harom mikroorganizmussal szemben (Enterococcus faecalis,
Listeria innocua, Pseudomonas aeruginosa) mutattak gatlo hatast, de az ¢szi extraktumoknal
ezt mar nem tudtam jra kimutatni.

o Megallapithatd, hogy a két eltéré fenoldgiai fazisban gytjtott levél- és gyokérmintaknal a
nagyobb hatdanyag-kinyeréshez érdemes tavaszi mintdkat alkalmazni, mert feltehetden
néhany gatld Gsszetevd tavasszal még jelen van a ndvényben, de a vegetacios idészak végére
elbomlik.

o Vizsgaltam a rutin és kvercetin antimikrobas hatasat is. A rutin esetében egyaltalan nem
tapasztaltam gatlast, mig a kvercetinnél azt lattam, hogy a 80 °C-0s oldatnak van
antimikrobas hatasa, de magasabb homérsékleten (100°C-on) antimikrobas hatast mar nem
tudtam kimutatni. Ezért mintdim antimikrobds hatisaért a rutin 6nmagaban nem tehetd
felelossé, a kvercetin hatasa viszont érzékelhetd a Pseudomonas aeruginosa baktériummal
szemben.

o Az etanolos kivonatok koziil csak a tavaszi levelek esetében mutattam ki gatld hatdst, ami
egy baktérium (Listeria monocytogenes) kivételével minden vizsgalt baktériumnal
megmutatkozott.

o Az etanolos kivonatok gatldo hatasanak mértéke koriilbeliil fele volt a vizzel készitett
extraktumokénak, jollehet ezt a kivonatot 20-szorosra higitottam a vizsgalat elétt. Az
Enterococcus faecalis baktériummal szembeni gatlo hatasat vizes oldatokban nem sikeriilt

kimutatni.

4.3. Analitikai vizsgalatok

4.3.1. A Soxhlet és a szuperkritikus extrakci6 analitikai eredményei

A 96 %-os etanolos és a 96 %-os hexdnos Soxhlet extrakcioval, valamint a szuperkritikus
extrakcioval késziilt mintdk analitikai vizsgalatara is sor keriilt a Budapesti Miiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem, Kémiai és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékén. Mértem az
Osszes polifenoltartalmat (pirogallollal késziilt a kalibracids gorbe) (22. 4bra), valamint a DPPH
gyok 50 %-s gatlasahoz tartozd koncentracio értékeket (23. dbra).

Az, hogy a BME laboratériumaban mas sztenderdet, jelen esetben pirogallolt hasznaltam a
kalibracids gérbéhez, nem okoz gondot a mintdk egymashoz torténd Osszehasonlitdsa soran. Az
egyszerre, ugyanigy mért eredmények egymassal 0Osszehasonlithatok, a tendecidbol
kovetkeztetések vonhatok le. Mas mérésekbdl szarmazod adatokkal viszont csak ugy

hasonlithatok 6ssze, ha minden koriilmény, igy a sztenderd is azonos. Jelen esetben nem is az
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abszolut értékekre voltam kivancsi, hanem ez egyes mintdk kozotti Osszefliggések

megallapitasara.

Az antioxidans/redukalé tulajdonsag jellemzésére a DPPH gyok semlegesitésén alapuld
modszernél a megszokott 50 %-os gatlas értékeit tiintettem fel. A csalan gyokerébdl késziilt
etanolos, hexanos és szuperkritikus extrakcioval késziilt kivonatok Osszes polifenoltartalménak

értékeit a 22. dbra mutatja be.

1.8
o0
z 16
(]
S £ 1.4
g E 1.2
S v 10
2 % 0.8 —
[J] I
=
= .g 0.6
a §. 0.4
£ 0.2
0.0
Soxhlet etanol  Soxhlet n-hexan SFE 300 bar
F

22. abra: a csalangyokér kiilonboz6 extrakcios kivonatainak teljes polifenoltartalma
szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva

A mérési eredmények alapjan lathatd (22. abra), hogy a Soxhlet extrakcioval késziilt 96%-0s
etanolos kivonatokban a legnagyobb a teljes polifenoltartalom értéke, ami tobb mint kétszerese a
95%-0s hexanban mértnek, illetve a szuperkritikus extrakcid soran kapott értéknek. Meg kell
emliteni, hogy a szuperkritikus extrakcioval 300 bar nyomason készitett extraktumok teljes
polifenoltartalma szinte teljesen megegyezik a 95%-os hexannal készitett kivonatok teljes

polifenoltartalmaval.
Ugyanezen kivonatok gyokfogd kapacitdsit DPPH modszerrel is megmértem. Annak a

koncentracionak az értékét kerestem, amivel a mesterségesen eldallitott gyok 50%-os gatlasat

lehet elérni Trolox ekvivalensre szamolva (23. abra).
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23. 4bra: a csalangyokér extrakcios kivonatainak DPPH-gydkre kifejtett 50 %-os gatlasa.

Az eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy amig a jelentds polifenoltartalommal rendelkezd
etanolos Soxhlet extrakcioval kinyert gyokér kivonatnak kisebb koncentracioja is elég a gyok 50
%-os gatlasahoz, addig a kisebb polifenoltartalmii hexanos Soxhlet, vagy a szuperkritikus
extrakcioval kinyert extraktumoknak nagyobb koncentracioja fejti ki ugyanazt a gatlast. Ezen
gyokfogd képesség abraja szinte teljesen az el6zd gorbe forditottja, jelezve, hogy a polifenolos

vegyliletek jelentds szerepet jatszanak a szabadgyokok fogasaban/semlegesitésében.

4.3.2. Teljes polifenoltartalom és antioxidans kapacitas meghatarozasa
Minden vizes és alkoholos kivonatbol (szaritott levélbol és gyokérbol) elvégeztem az analitikai
vizsgalatokat. A mintdkbdl az analitikai vizsgalatok soran teljes polifenoltartalmat és antioxidans

kapacitast mértem. El0szor a tavaszi mintak eredményeit mutatom be (24. abra).
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24. abra: a csalan tavasszal gyijtott levél és gyokér mintainak teljes polifenoltartalma
80 °C-os és 100 °C-o0s vizes extraktumokban
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A teljes polifenoltartalomra vonatkozé eredmények alapjan a vizes kioldas bizonyult jobbnak.

A levelekben a 80 °C-os extrahalashoz képest (43,28 mMGS/g sza.) a 100 °C-on torténd
extrahalas jobb eredményt (47,38 mMGS/g sza,) adott. Hasonlo Osszefiiggést kaptam a gyokerek
eredményeinél is.

A gyokerekben -a tavasszal zajlo anyagcserefolyamatok miatt- jelentésen Kisebb a
polifenoltartalom mennyisége (millimol galluszsav/g szarazanyag mértékegységben Kifejezve) a
levelekhez képest, bar a ndvekvo tendencia a homérséklet emelésével ugyanugy jelentkezik
(80 °C-on 6,26 mMGS/g sza., mig 100 °C-on 7,53 mMGS/g sza.), mint a leveleknél.

Az alkohollal kioldott polifenol mennyiségek rendre alatta maradtak a vizes kioldasnal
mértekhez képest, leveleknél ez a kiilonbség kozel 10-szeres, mig a gydkereknél kb. 2,5-szeres.

A teljes polifenoltartalom eredményeit az dszi szedésli mintdkban a 25. dbran mutatom be.
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25. abra: a csalan Osszel gyiijtott novényi részeinek teljes polifenoltartalma 80 °C-os és
100 °C-os vizes extraktumokban

A teljes polifenoltartalom értékeit a tavaszi és Oszi gylijtésii mintdkban a 24. dbra és 25. dbra
mutatja. JO1 kitlinik, hogy a novény fenologiai fazisanak vége felé masok lesznek az
anyagcseretermékek. A levelekben a polifenolos vegyiiletek csokkenését, mig a gydkerekben a
novekedését figyelhetjik meg. A hdmérséklet emelése 6szi gylijtésii mintaknal is a polifenolos
vegyiiletek nagyobb mennyiségii kioldasat eredményezte.

A tavaszi és az Oszi mintdkbol FRAP modszerrel meghatiroztam a levelek és gyokerek

extraktumainak antioxidans kapacitasat is (26. és 27. abra).
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26. abra: a csalan tavasszal gyiijtott novényi részeinek antioxidans kapacitdsa FRAP modszerrel
80 °C-os €s 100 °C-os vizes extraktumokban

A tavaszi mintdk antioxidans kapacitdsat DPPH mddszerrel is megvizsgaltam (26. abra), és

hasonlo tendenciat tapasztaltam, mint a FRAP modszernél.
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27. abra: a csalan tavasszal gyiijtott novényi részeinek antioxidans kapacitdsa DPPH modszerrel
80 °C-os ¢és 100 °C-os vizes extraktumokban

A tavaszi mintak esetében megallapithatd, hogy lényeges eltérés van a levélben és gydkérben
mért antioxidans kapacitas kozott. A levelekben mindkét hdomérsekleten nagyobb értéket
mértem, az eltérés FRAP modszer esetén kb. 6tszords volt. Az is megallapithatd, hogy a
homérséklet emelése mindkét novényi résznél kedvezd hatast volt az antioxidans kapacitas
ndvekedése szempontjabol.

Az 0Osszel gylijtott levél és gyokér mintdk antioxidans kapacitdsat FRAP modszerrel mértem
meg, eredményeimet a 28. dbran mutatom be. A mérés soran megéllapitottam, hogy a vegetacios
id6szak végére -az iddszak elejéhez viszonyitva- a levelekben a csokkend polifenoltartalom miatt

kisebb lett az antioxidans kapacitas értéke millimol aszkorbinsav/g széraz anyag
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mértékegységben kifejezve. A gydkerekben észlelt kisebb értékek feltételezhetéen a masodlagos
anyagcsere folyamatokban nagyobb mennyiségben képz6dé olyan polifenoloknak koszonhetdk,

amelyek antioxidans kapacitasa kisebb.
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28. abra: a csalan 6sszel gyiijtott novényi részeinek antioxidans kapacitasa FRAP modszerrel 80
°C-os és 100 °C-0s vizes extraktumokban

4.3.3. HPLC-s mérések

Mikrobiolégiai €és analitikai méréseimhez kapcsolodéan HPLC-s méréseket is végeztem. Els6
méréseim (MTA TTK) célja a rutin és kvercetin mennyiségének meghatarozasa volt a kiilonb6z6
extraktumokban.

Eredményeimet a 29. abran Osszegzem. Méréseim alapjan a levélben lényegesen nagyobb
mennyiség fordul el6 mindkét vegyiiletbdl, mint a gydkérben. A rutinndl a levelek és a gydkerek
kozott 80 °C-on a kiilonbség tobb mint 10-szeres. Kvercetinnél ez az eltérés mar kisebb,
koriilbeliil 7-szeres. A rutin és kvercetin mennyiségének 100 °C-on mért értékei minden esetben
kisebbek, mint a 80 °C-on mértek, ami magyardzata lehet a 14. tablazatban bemutatott
mikrobiologiai hatasnak, miszerint a 80 °C-os vizes extraktumoknal jelentdsebb gatlast tudtunk
elérni. Ez igazolasa lehet, annak a feltételezésnek is, hogy a kvercetin a polifenolos vegyiiletek
koziil valoban beleszdlhat az antimikrobas hatas alakulasaba. A rutin bar jelentés mennyiségben
van jelen a ndvényben, antimikrobas hatdsa nem mérhetd. Az alkoholos kivonatban a rutin és a

kvercetin mennyisége megkozeliti a vizes kivonatokban mért értéket.
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A rutin mennyisége a tavaszi extraktumokban
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29. abra: a HPLC-vel mért rutin €s kvercetin tartalom a csalan levél és gyokér extraktumokban

A polifenolprofilra (SZIE KTK) vonatkozo Osszesitett eredmények alapjan (30. abra) a
sztenderdként hasznalt 12 polifenolos vegyiilet koziil egyediil az ellagsav nem volt kimutathato
mennyiségben sem a levél sem a gydkér vizes kivonataiban, de az alholos extraktumokban mar
jelen volt. A vizes kivonatoknal a hdmérséklet emelése a legtobb komponensnél jobb kioldast
eredményezett. Elmondhat6 az is, hogy a levél 100 °C-o0s vizes extraktumaiban a polifenolos
vegytiletekb6l nagyobb mennyiséget tudtam kimutatni, mint a 80 °C-0s extraktumokban.

Ugyazon kivonatokbol a két kiillonboz6é laboratériumban a rutinra és kvercetinre hasonld

eredményeket kaptam.
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Polifenolos vegyiiletek jelenléte a tavaszi csalan-extraktumokban
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30. abra: a levél és gyokér vizes és alkoholos kivonatainak polifenolprofilja

4.4. A fenologiai fazis hatasanak vizsgalata a névény teljes polifenoltartalmara
és antioxidans kapacitasara

Mar a mikrobiologiai kisérleteknél is lattam, hogy érdemes lenne megvizsgéalni mind a gyokér-,
mind a levélextraktumok esetében, hogy melyik az a fenologiai fazis, amelyben gyiijtve a
legtobb polifenolos vegyiilet nyerhet6 ki az adott extraktumbol, amelyek ismerten a legnagyobb
antioxidans/redukalé tulajdonsaggal €s egészségvédd hatassal rendelkeznek. A koncentracio

diagramokon feltlintetett szorasok az egy éven beliili eredményekre vonatkoznak.

Az analitikai vizsgalatok sorédn friss és szaritott ndvényi részek vizes és etanolos extraktumainak

teljes polifenoltartalmat és antioxidans kapacitasat hataroztam meg.

Az eredmények bemutatisat eldszor a friss levélmintak teljes polifenoltartalmanak (31. abra),
majd a friss gyokérmintak teljes polifenoltartalmanak (32. &bra) ismertetésével kezdem, ezt
kovetden ugyanezen mintdk antioxidans kapacitdsat (33. és 34. dbra) targyalom. A teljes
polifenoltartalmat millimol galluszsav egyenérték / g szarazanyag-tartalomban, az antioxidans

kapacitast millimol aszkorbinsav egyenérték / g szarazanyag-tartalomban adom meg.
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31. abra: a friss csalan levél teljes polifenoltartalmanak valtozasa vizes extraktumokban a
vegetacids iddszak sordn (a kiilonbozd betlik a szignifikdns kiilonbséget jelzik)
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32. abra: a friss csalan gyokér teljes polifenoltartalmanak valtozasa vizes extraktumokban a
vegetacios iddszak folyaman (a kiilonb6zo betiik a szignifikans kiilonbséget jelzik)

A teljes polifenoltartalom a friss levél-mintakbol készitett vizes extraktumok esetében 30-50%-
kal bizonyult nagyobbnak a friss gyokér mintak polifenoltartalmanal (32. abra). A friss levelek
vizes extraktumainak 6sszes polifenol mennyisége (31. abra) a vegetacios idoszak alatt csokkent.
A legnagyobb aprilisban volt, mig a legkisebb oktoberben. A vizes gyokér extraktumok teljes
polifenoltartalmat nem befolyasolta a mintavétel ideje, allando volt szinte az egész vegetacios

1d6szakban.

A homérséklet emelése altalaban a teljes polifenoltartalom enyhe ndvekedését eredményezte. A
levélmintaknal viszont az lathatod, hogy mig a vegetacidés iddszak elején és a kora nyari
id0szakban az extrahdlasi id6- illetve homérséklet emelésével nagyobb polifenoltartalom
értékeket tudtam kimutatni, addig a vegetacids iddszak végére ez a tendencia megfordult. Ez az
eredmény valdsziniileg annak koszonhetd, hogy oktoberben mas polifenolok szintetizalodtak,
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ezek pedig héérzékenyebbek, annak ellenére, hogy ez a polifenolokra altaldban nem jellemzo.
Az abrakon lathato, hogy a szokasosan készitett tea oldattal (100 °C-os forrazas utan 24 ora
allas) Osszehasonlitva a 3 oran keresztill tartdo extrakciokat, a polifenolok kinyerésének az
extrahalasi id6 novelése kedvez.

A friss csalan levelek és gyokerek vizes kivonataiban a legnagyobb teljes polifenoltartalmat

aprilisban lehetett kimutatni. Az antioxidans kapacitds mérési eredményeit a 33. és 34. abrakon

mutatom be.
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33. abra: a friss levél vizes extraktumainak antioxidans kapacitdsa a vegetacios id6szak soran
(a kiilonboz6 betiik a szignifikans kiilonbséget jelzik)
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34. dbra: a friss gyokér vizes extraktumainak antioxidans kapacitdsa a vegetacios idészak soran
(a kiilonboz6 betlik a szignifikans kiillonbséget jelzik)

A friss levél vizes kivonatainak antioxiddns kapacitdsat befolydsolta a mintavételi id6. A

legnagyobb az aprilisban 6sszegytijtott friss leveleknél volt, hasonléan a polifenoltartalomnal

kapott eredményekhez. Majusban és juniusban kozel egyforma (100 °C-os extraktumokban 15

UMASE/g sza.) értéket mértem, ami 1ényegesen kisebb, mint a vegetacio kezdetén. A legkisebb
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antioxidans kapacitdst az Osszel betakaritott leveleknél kaptam. A fenologiai szakasznak a

gyokér-kivonatok antioxidans képességére azonban nem volt hatésa.

Az extrakcios homérséklet és az extrahalasi id6 a friss levelek antioxidans kapacitdsat csak a
kora tavaszi ¢€s az Oszi szedéskor befolyasolta, azaz 3 oOras extrakcidknal és magasabb
homérsékleten kaptam nagyobb értéket. Majusi és juniusi mintadim antioxidans kapacitasa
azonban alacsonyabb volt a 3 6ras vizes kivonatokban, mint a tea extraktumokban, a hdmérséklet
emelése pedig alig befolyésolta az antioxidans kapacitas értékeit. Ezt a megallapitast 60 °C-0s €s
80 °C-os extraktumok esetében a varianciaanalizis eredményei is alatamasztjak. A friss gyokerek
vizes extraktumainak antioxidans kapacitasa majus kivételével nagyobb volt 80- és 100 °C
homérsékleten 3 oran at torténo extrakcid esetében, mint 60 °C-on és a tea kivonatnal.

A vegetacio soran a friss mintakbol késziilt etanolos extraktumok polifenoltartalmat €s

antioxidans kapacitasat a 35. és 36. dbran mutatom be.
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35. 4bra: a friss csalan levél és gyokér teljes polifenoltartalmanak valtozasa etanolos
extraktumokban a vegetacids idoszakban (a kiilonb6z6 betiik a szignifikans kiillonbséget jelzik)
Tavasszal és nyaron a friss levél etanolos kivonataiban mért Gsszes polifenoltartalom (35. abra)
nagyobb volt, mint a friss gyokérbdl készitett etanolos oldatokban. Oktoberben azonban a gydkér
kivonatokban mértiink a nagyobb 0Osszes polifenoltartalmat. Az antioxidans kapacitas
tekintetében ugyanezt a tendenciat lehetett kimutatni (36. abra). Ennek oka lehet, hogy a
vegetacios idoszak vége felé a levél kezd elhalni, értékes komponenseinek mennyisége csokken,
mig a gyokér elraktarozza a fontos, a szervezetben keletkezett, azon belill megjelend

komponenseket.
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Mérési eredményeim alapjan a friss levelek vizes Kkivonatainak teljes polifenoltartalma
mindegyik szedési iddszakban nagyobb volt, mint az etanolos kivonatokban. A gydkerek

esetében hasonlo értékeket talaltunk mind a két olddszerrel készitett kivonat esetén.

szint kozel 20-30%-kal csokkent, a 20%-0s alkoholos kivonathoz képest kiilondsen aprilisban és
Juniusban, mig majusban ¢és oktdberben nem volt kimutathato kiilonbség a két kiillonbozo

koncentracioju etanolos kivonat kozott.
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36. abra: a friss csalan levél (zold szin) és gyokér (barna szin) antioxidans kapacitdsanak
valtozasa alkoholos extraktumokban a vegetacids idészak folyaman
(a kiilonboz6 betlik a szignifikans kiilonbséget jelzik)
Fenoldgiai fazissal kapcsolatos statisztikai szamitdsaim alapjan a vizes mintak ugyanazon
honapban gyiijtott, de eltéré6 homérsékleten készitett extraktumainak teljes polifenoltartalma

kozott sok esetben nincsen szignifikans kiilonbség. Ugyanezt a tendenciat latjuk az antioxidans

kapacitas esetében is.

Az etanol nagyobb koncentracioja -a teljes polifenoltartalomnal latott tendenciaval ellentétben- a
vegetdcids iddszak minden egyes szakaszdban nagyobb FRAP értéket eredményezett, ami
feltételezhetéen annak tudhaté be, hogy ugyan a 20 %-0s alkohollal kioldott polifenolok
mennyisége nagyobb volt, de ezen komponensek koziil nem mindegyiknek ardnyosan nagyobb
vagy kisebb az antioxidans kapacitasa.

Kisérleteim sordn vizsgéltam a széritott levelek és gyokerek kivonatainak teljes polifenol-
tartalmat ¢és antioxidans kapacitasat is a vegetacid kezdetén és végén levd mintakbol.

Eredményeimet az 17. tablazatban foglalom dssze.
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17. tablazat: a szaritott levél -és gyokér mintakbol készitett vizes és etanolos kivonatok teljes
polifenoltartalma és antioxidans kapacitasa.

oktéber aprilis oktéber
TPC FRAP

MMGSE/g sza UMASE/g sza

aprilis

99,42+3,34

50,42+1,34

10,28+0,78

11,02+0,07

28,42+0,60

25,42+0,60

9,01+0,28

8,52+0,07

97,23%1,70

29,20+0,94

10,86+0,18

11,87+0,06

20,87+0,52

12,23+0,47

10,43+0,45

6,79+0,03

99,06+1,65

36,30+0,41

21,89+0,77

19,71+0,07

23,80+1,20

13,48+0,34

13,71+0,71

8,55+0,06

106,64+4,21

38,37+0,53

28,57+0,52

25,32+0,13

20% etanol

28,79+1,06
66,21+5,43

18,78+0,35
18,46+0,50

15,32+0,57
12,29+0,57

10,89+0,03
7,27%0,07

25,00+0,42

10,21+0,58

12,27+0,57

4,90+0,09

70% etanol

34,82+1,86

11,28+0,55

10,38+1,59

10,67+0,11

24,14+0,41

15,59+0,37

11,68+0,85

5,80+0,09

Kapott értékeim alapjan az aprilisban gylijtétt mintdkban a szaritott levelek teljes polifenol-
tartalma nagyobb volt, mint az oktoberi mintdkban. Ez a tendencia minden extrakcids
modszernél megmutatkozott. Az aprilisban gyiijtott, majd szaritott gyokerek szintén nagyobb
polifenoltartalmat mutattak, fliggetleniill a hdkezeléstdl -vizes oldatokban- és az etanol
koncentraciojatol. Ugyanakkor mindegyik extrakcios modszerrel tortént vizsgalat esetében igaz,
hogy a levélmintak teljes polifenoltartalma nagyobb, mint a gydkereké.

A szaritott novényi részek esetében az extrakcidos modszernek jelentds hatasa volt a mintak
polifenol szintjére: a vizes kivonatok nagyobb Gsszes fenoltartalommal rendelkeztek, mint az
etanolos extraktumok. Az extrahalasi hdmérsékletnek és idonek viszont sokkal kisebb hatésa
volt, mint a friss mintaknal.

Az antioxidans kapacitas vizsgalatandl azt tapasztaltam, hogy az dprilisi mintaknal mért értékek
nagyobbak az oktoberi mintdkénal mind a szaritott levelek-, mind pedig a gyokerek esetében. A
két gylijtési 1d6 kozotti kiilonbség azonban nem volt olyan nagy, mint a teljes fenoltartalom
vizsgalatanal. A levél- és a gyodkérkivonatok antioxidans kapacitdsa a nagyobb extrakcids
homérséklet hatasara egyarant megemelkedett. A leghatékonyabb extrakciés modszer a 100 °C
hémérsékleten torténé 3 oOran keresztiil tartd extrahalas volt. A nagyobb etanol-koncentracid

csokkentette az antioxidans kapacitast mind a levelek, mind a gydkerek esetében.
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A friss-, és szaritott aprilisi mintak teljes polifenoltartalmanak 6sszehasonlitasakor (18. tablazat)
lathat6, hogy mind a levél, mind a gyokér széritott mintdinak teljes polifenoltartalma nagyobb,
mint a friss mintaké, az egyes novényi részek eltérd szarazanyag-tartalma miatt.

18. tablazat: a friss és szaritott levél aprilisi €s oktoberi extraktumai teljes polifenoltartalmanak
Osszehasonlitisa mMGSE/g sza mértékegységben

aprilis (tea) = 60°C = 80°C  100°C
friss levél 59,02 = 6500 | 6801 @ 70,99
szaritottlevél = 99,42 | 97,23 99,06 106,64
friss gyokér 20,01 | 19,80 @ 22,28 @ 24,21

szaritott gyokér 28,42 20,87 23,80 28,79

oktober (tea) 60 °C 80°C 100 °C
friss levél 42,11 41,05 35,62 31,65
szaritott levél 50,42 | 29,20 @ 36,30 @ 38,37
friss gyokér 20,69 19,38 | 22,89 | 23,63

szaritott gyokér 25,42 12,23 13,48 18,78

Kisérleteimhez tobb éven keresztiil gyijtdttem csaldn levelet, és gyokeret. Az egyes évek
id6jarési viszonyai hatassal voltak a novény Osszetevoinek alakuldsara. Mikrobiologiai
kisérleteim soran 2017-ben, a fenologiai fazis vizsgalatanal pedig 2018-ban mértem meg a teljes
polifenoltartalom és antioxidans kapacitas értékét. A két egymast kovetd év analitikai
eredményeit nagyon eltérnek egymastol, amit a teljes polifenoltartalom eredményeinél és az
antioxidans kapacitas értékeinél is meg lehet figyelni. Ennek oka valdszinlileg a szedést
megel6zé éghajlati viszonyok kiillonbozdségében keresendd. A napsiitéses idében gyiijtott
novény hatoéanyag-tartalma mindig magasabb, az esds id6 utan gyjtétt ndvény hatdanyag-
tartalma viszont alacsonyabb az atlagosnal. Az sem mindegy, hogy a gyiijtés melyik napszakban
tortént. A hatéanyagok legnagyobb mennyiségét teljes virdgzasban és délutan szedett ndvényben
lehet Kimutatni. Az aprilisi szedésii novény fejlettségi allapota is kiillonbozhet egymastol két
eltérd évben. Analitikai eredményeim eltérésére konkrét valaszt csak mindezen tényezOk
ismeretében lehetne adni, de ilyen jellegli vizsgalatokat nem végeztem. A tendenciak viszont

mindkét évben megegyeznek. Osszehasonlitisaim a 19. tablazatban mutatom be.
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19. tablazat: a teljes polifenoltartalom és antioxidans kapacitas értékeinek valtozasa két egymast

kovetd évben

levél gyokér
aprilis 2017 2018 aprilis 2017 2018
80°C 26,42+0,36  90,06+1,65 80°C 6,79+0,11  23,80+1,20
100°C 40,66+0,85 106,64+4,21 100°C 14,42+0,42 28,79+1,06
TPC TPC
szeptember 2017 2018 szeptember 2017 2018
80°C 43,28+0,62 36,30+0,41 80°C 6,27+0,03  13,48+0,34
100°C 47,38+0,69 38,37+0,53 100 °C 7,54+0,16  18,78%0,35
aprilis 2017 2018 aprilis 2017 2018
80°C 133,16+1,66 21,89+0,77 80°C 20,53+0,18 13,71+0,71
100°C 275,64+0,80 28,57+0,52 100°C 52,12+0,20 15,32+0,57
FRAP FRAP
szeptember 2017 2018 szeptember 2017 2018
80°C 15,56+0,04 19,71+0,07 80°C 3,20+0,02  8,550,06
100°C 18,95+0,08 25,32+0,13 100 °C 4,15+0,02  10,89+0,03

Analitikai kisérleteim alapjan megallapithato:

©)

Mind a teljes polifenoltartalom, mind az antioxidans kapacitas tekintetében (ezt a Kivonatok
DPPH-gyokre kifejtett 50 %-os gatlasanak értékei bizonyitjak) igaz, a hogy csalangyokér
extraktumai esetében a legmagasabb értéket a Soxhlet extrakcid etanolos kivonataiban
tudtam Kimutatni. Ezt kovették a n-hexan és szuperkritikus CO,-dal készitett Kivonatok
analitikai eredményei.

Megallapitottam, hogy a csalanlevél 80-, és 100 °C-os extraktumainak teljes polifenol értékei
minden esetben magasabbak a gyokérnél meghatarozottaknal.

A hémérséklet emelése kis mértékben (2-15%) kedvez a polifenoltartalom kinyerésének.
Méréseim alapjan a legnagyobb polifenoltartalmat és antioxidans kapacitast viz oldoszerrel
lehet elérni. Ezt koveti az etanol, majd az apoldros n-hexan, és szuperkritikus allapotu CO».
Megallapitottam, hogy a csalan levelét a kora tavaszi iddszakban, mig a gyokerét az Oszi
id0szakban érdemes gylijteni ahhoz, hogy az értékes antioxidans/redukald hatast
vegylileteket minél nagyobb mennyiségben tudjuk kinyerni.

Két egymast kovetd évben végzett kisérleteim alapjan lathaté, hogy mind a teljes

polifenoltartalom mennyisége, mind az antioxidans kapacitas évjarat-fiiggo.
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4.5. Osszegzés

o A csalandrog késes apritoval elérhetd fajlagos feliilete (F) kb. 33 m? kg. Golydsmalommal
Iényegesen kisebb szemcseméreteket (ezaltal nagyobb fajlagos feliiletet) lehet elérni. Ez levél
esetében kb. 10-szerese, gyokér esetében kb. 4-szerese a késes apritoval kapott eredménynek.
A golydosmalommal is apritott drogok esetében sikeriilt jobban megtortni a ndvényi részek
sejtfalat és olyan kicsi szemcseméretet elérni, amely nagy valoszinliséggel hozzajarult a
ndvényi extraktumok pozitiv mikrobioldgiai hatdsanak eléréséhez.

o A polifenolok kinyeréséhez a legjobb oldoszer a viz, ezt kdveti az etanol majd a hexan és a
hexanhoz kozeli hatékonysagu szuperkritikus allapotit CO».

o Az extraktumokban mért antioxidans kapacitas értékei szintén jelentdsen fliggnek az oldoszer
megvalasztasatol, de a sorrend ebben az esetben is az eldbb leirt.

o Az ugyanazon id6szakban gyiijtott és szaritott levél-, és gyokérmintak extraktumainak teljes
polifenoltartalma és antioxidans kapacitasa jelentdsen eltérhet egymastol két kiilonb6zé
évben gyljtott minta esetén. Szeptemberi mintdimnal nincs szdmottevo eltérés.

o Koriilbeliil 20%-kal kaptam nagyobb értéket a 2017-ben gytijtott levél mintakban és 2018-as
évben betakaritott levél-mintak vizes extraktumai teljes polifenoltartalmahoz képest, aprilisi
mintaimnal viszont a 2018-ban mért értékeim bizonyultak sokkal nagyobbnak. Az évenként
valtoz6 iddjarasi viszonyok, a napsiitdtt orak szama, a mintavételi idéjarasi korilmények
lehetnek ennek okai.

o A csalan levelei a vegetacid soran a polifenol-vegyiileteket nagyobb mennyiségben
halmozzak fel, mint a gyokerek. Ezt az extrakcios olddszertél fliggetleniil meg lehet
megallapitani. A legmagasabb polifenoltartalmat a vegetacios idészak elején Gsszegytijtott
friss levelek vizes kivonataiban mértem.

o Az extrahalasi hdmérséklet emelése az Osszes polifenoltartalom és az antioxiddns kapacitas
jelentds novekedését eredményezte.

o A levelek teljes polifenoltartalma tavasztol 6szig csokkent. A gydkérzetben azonban a
vegetacid végén enyhe ndvekedés mutatkozott.

o A vizes kivonds az etanolos extrakciohoz képest a vizben jobban oldodo redukalo aktivitasu
polifenol-vegyiiletek felszabadulasat teszi lehetévé. A polifenolok kioldasa -és az antioxidans
kapacitds novelése- érdekében a tea készités modszerével ellentétben sokkal jobb, ha a

kivonat készitésekor 100 °C-on legalabb 3 6ran keresztiil végezziik az extrakciot.
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legajanlottabb tavasszal, a vegetacids idoszak elején betakaritani a friss csalan levelét.

4.6. Uj tudomanyos eredmények-Tézisek

1. Kisérletekkel igazoltam, hogy a nagy csalan levelének és gyokerének extrakcidja soran a

kiilonb6z6 extrakcios modszerekkel elérhetd kihozatal szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva

¢és tomeg%-ban megadva nagysagrendi eltéréseket mutathat elsdsorban az olddszer, valamint

kisebb mértékben az extrakcios id6, a hdmérséklet és a nyomas fliggvényében. A kihozatali

értékeket tablazatos formaban kozlom.

Szuperkritikus Soxhlet Soxhlet Egyszerii egyszeri Egyszerli egyszeri
co, n-hexan etanol etanol viz
Levél 1,1-1,5 1,8-1,9 18,1-21,7 20,5- 21,2 26,7-31,1
Gyokér 0,3-0,6 0,7-0,8 7,8-8,0 12,9- 15,5 14,2-21,2
Megjegyzés| 100 bar - 450 bar 95% 96% 70% - 20% (tea) 60-80-100°C

Megallapitottam, hogy a polifenolok kinyerése és az abbol kdvetkezd antioxidans/redukalo

kapacitas oldoszerfiiggd, legjobb olddszer a viz, ezt koveti az etanol majd a hexan és a

hexanhoz koézeli hatékonysagu szuperkritikus allapota CO,. A teljes polifenoltartalom

értékeit egyszerii extrakciok esetén mMGSE/g sza mértékegységben adom meg. A viz és

etanol hatékonysaga kozotti eltérést levél és gyokérmintak esetében és egyszerli egyszeri

extrakcioknal a kovetkez6 két tablazatban szemléltetem.

Egyszerli egyszeri Egyszerli egyszeri
Levél etanol viz
30,1-19,1 71,0- 30,0
Megjegyzés| 2018. apr-okt, 70% | 2018. apr-okt, 100 °C
Egyszerii egyszeri Egyszerii egyszeri
Gyokeér etanol viz
239-154 25,3-23,4
Megjegyzés| 2018. dpr-okt, 70% | 2018. apr-okt, 100 °C
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Az etanol-, n-hexan-, és szuperkritikus allapoti CO,-dal készitett extraktumok teljes
polifenoltartalma kozotti eltérést gyokérmintak esetében mMpirogallol ekvivalens/g
szarazanyag mértékegységben Soxhlet- és szuperkritikus extrakcioknal a kovetkezd

tablazatban szemléltetem.

Soxhlet Soxhlet Szuperkritikus
Gyokér etanol n-hexan co,
1,6 0,7 0,7
Megjegyzés 96% 95% 300 bar

A csalan teljes ¢letciklusaban -aprilistol oktoberig- végzett kisérletsorozozattal kimutattam,
hogy a teljes polifenol tartalom mMGSE/g sza dimenzidban kifejezve a koratavaszi
novényben a legnagyobb. A vegetacios id6 végére a polifenoltartalom a levélben fokozatosan
csokken. A gyokérben ez a valtozas kevésbé érzékelhetd, s6t egyes esetekben a vegetacios

1d6észak soran enyhe novekedés tapasztalhatd, amit a kovetkezd tdblazatban mutatok be.

Aprilis Majus Janius Oktober
tea 60°C 80°C 100°C| tea 60°C 80°C 100°C] tea 60°C 80°C 100°C| tea 60°C 80°C 100°C
Levél 59,0 650 680 71,0520 500 579 603|461 481 51,4 526|400 390 338 300
Gyokér 20,0 19,8 22,3 242200 20,7 245 253|200 220 22,2 243|200 21,0 22,0 234

Az extrakcios koriilmények koziil a hdmérséklet ndvelése és az extrakciod idOtartama a teljes
polifenoltartalom és az azzal Gsszefliggésbe hozhatd antioxidans kapacitds ndvekedését
eredményezte.

A polifenolos vegyiiletek mennyisége a levelekben 1ényegesen nagyobb, mint a gyokerekben.
Az antioxidans kapacitds szintén a levélben nagyobb, mint a gyokérben, de a vegetacids
iddszak végére mindkét esetben csokkenést mutat.

Az egészségvédd hatas szempontjabdl tehat a gylijtésre, felhasznalasra, fogyasztasra a tavaszi

levelek ajanlatosak.

Mikrobiologiai kisérletekkel bizonyitottam, hogy a nagy csalan levelének 80 °C-os és 100
°C-os vizes extraktumai egyarant antimikrobas hatast fejtenek ki a kovetkezé mikrobatorzsek
szaporodasara: Candida glabrata, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Pseudomonas aeruginosa és a Staphylococcus aureus. A pozitiv eredmény
eléréséhez sziikség van -az extraktumok készitése el6tt- a novényi részek 0,15 mm

szemcsenagysag alatti apritasara.
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Kimutattam, hogy a ndvény gyijtésének ideje (aprilis és oktober) -a feltisztulasi zona
nagysaga ¢s mindsége alapjan- jelentOsen befolydsolja az antimikrobds hatas alakulésat.
Tavaszi levélmintaknal a feltisztulasi zona nagysaga alapjan atlagosan 20-30%-kal nagyobb
antimikrdbas hatasat tudtam kimutatni, mint az 6szi mintaknal.

A levél vizes extraktumainak -a gyokéréhez viszonyitva- tavasszal is és Gsszel is erdsebb a
gatlo hatasa.

Etanolos extraktumok esetében csak a tavaszi levélmintaknal tudtam gatlast kimutatni.
Szakirodalmi adatok alapjan az antimikrobas hatasért nagymértékben felelds a rutin és a
kvercetin. A két anyag antimikrobas hatasat vizsgalva megallapitottam, hogy a rutinnal nem
mérthet6 gatld hatas, a kvercetinnél pedig csak a 80 °C-0s extraktunoknal, mert a 100 °C-0s

hékezelés -méréseim szerint- valdsziniileg inaktivalja a vegyiiletet.
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

Munkam célja a nagy csalan (Urtica dioica L.) levelébdl és gyokerébol kiilonb6z6 extrakcios
modszerek-, oldoszerek-, és paraméterck beallitasa mellett egy olyan termék eléallitasa volt,
amely kedvezd antimikrobéas és redukald hatdsanak koszonhetden tinktara illetve por alakban
alkalmas lehet ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol is funkciondlis élelmiszerként, élelmiszer-
Osszetevokeént, illetve a kiilonbdzd technoldgiai/feldolgozasi eljarason keresztiil esett termékek
természetes adalékanyagaként, ugyanakkor az élelmiszerfeldolgozas soran a mikrobiologiai

védelemben is fontos szerepet jatszhat.

Eredményeim alapjan elmondhat6, hogy mind csalankivonat készitése szempontjabol, mind
kornyezetszennyezés (ebbdl a szempontbdl a CO; jobb olddszer) szempontjabdl a viz a
legalkalmasabb olddszer, melybdl az értékes bioaktiv hatdéanyagokat/polifenolos vegyiileteket
legalabb 3 oran keresztiil torténé és legalabb 60 °C-0s extrakcidval célszer(i kinyerni, ugyanis
ezen vegyiiletek kinyerésének kedvez a magasabb homérséklet. Tehat ha nem egy vitamindus
frissen készitett ital eloallitdsa a célunk, hanem szeretnénk a szervezet szamara karos
szabadgyokoket megkotni egy méregtelenitd karaval, akkor a drogbol az elébb leirt modon kell

kivonatot késziteniink.

Kisérleteim alapjan az is elmondhatd, hogy a ndvényt a vegetacids idoszak kezdetén (aprilisban)

érdemes gytijteni, majd szaritani.

Megallapitottam, hogy a 3 6ran keresztiil és magasabb hdmérsékleten (80 °C-on és 100 °C-on)
végzett vizes extrakciok az antimikrobds hatasu vegyiiletek szempontjabol is kedvezdek, hiszen
az antimikrobds hatas Osszefliggésbe hozhaté a polifenolok jelenlétével. Kisérleteim soran
sikeriilt egy olyan moddszert kidolgoznom, hogy csalanlevélbdl egy hdaztartdsi vizforrald
segitségével barki készithet maganak otthondban méregtelenité/szabadgydk-megktd hatdsu

italt filléres aron.

De a csalankivonatokat be is lehet parolni, és szilard por alakjdban a technoldgiai eljarasainak
részeként élelmiszerek adalékanyagaként vagy tartdsitdo hatdst kivaltdé csomagoléanyagokban,
felhasznalni. A mediterran orszdgoknal mar bevalt modszerek szerint ajanlom még a ndvény
friss levelének salataként torténd fogyasztasat, vagy szaritott formaban fiiszerkeverékekben

torténd felhasznalasat.
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Kisérleteim soran vizsgaltam a rutin €s a kvercetin antimikrobéas hatdsat is, illetve ugyanezen
komponensek jelenlétét extraktumaimban. Megéllapitottam, hogy a kvercetin hozzajarul az
oldatok gétl6 hatdsdhoz, de a rutinnak nincsen hatasa a vizsgalt mikroorganizmusokra. Felmeriil
tehat a kérdés, hogy pontosan mely polifenolos vegyiilet vagy vegyiiletek, ¢és milyen
osszetételben feleldsek a novény adott fenologiai fazisaban az antimikrobas hatasért? Erdemes
lenne tehat a csalan-extraktumokban vizsgalt 12 polifenolos vegyiilet antimikrobas tulajdonsagat
-a kvercetin és a rutin mintdjara- kilon-kiilon vagy 2-es, 3-as csoportokba rendezve
megvizsgalni. Javaslom, hogy a rutin tobb csoportban is szerepeljen, mert -méréseim alapjan, €s
az irodalmi adatok alapjan iS- ez a vegyiilet ugyan elég nagy mennyiségben van jelen a
novényben, antimikrobds hatasa Onmagaban nincs, mas vegyiiletek hatasat viszont képes

novelni.

Ugyancsak érdekes lehetne megallapitani hogyan valtozik az egyes komponensek mennyisége a

ndvény teljes fenologiai fazisa alatt.
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6. Osszefoglalas

Munkam soran a nagy csalan (Urtica dioica L.) extraktumainak és bioaktiv komponenseinek
vizsgalata volt a célom, melynek kapcsan 3 kiilonboz6 extrakcids moddszerrel (egyszeri-,
Soxhlet-, és szuperkritikus extrakcio) készitettem kivonatokat. Ezeket miveleti-, analitikai- és

mikrobioldgiai szempontbodl is vizsgaltam.

o A BME ¢s SZIE Miveletek tanszékein végzett méréseim soran az eldkészitd folyamatok
utan a csaldn-kivonatok kiilonboz6 extrakcidos modszerekkel -illetve eltérd miveleti
paraméterek beallitasa mellett- kapott mennyiségeinek szarazanyag-tartalomra vonatkoztatott
Osszehasonlitasat végeztem el. E16készitd miiveleteim sordn szitaanalizist is végeztem.

o Analitikai méréseim soran egyrészrdl a valtozé miiveletei paraméterek mellett (hdmérseklet,
oldoszer, oldat-koncentracid), és eltérd fenoldgiai fazisban gyiijtott csalanextraktumok teljes
polifenoltartalmat és antioxidans kapacitasat hasonlitottam 0Ossze és az eredményeket
statisztikailag is kiértékeltem, masrészrél osszefliggést kerestem ndvényi kivonataim teljes
polifenol tartalma/antioxiddns kapacitasa €s antimikrobas hatas kozott. Harmad részrdl
HPLC-s méréseket végeztem 12 fenolos vegyiilet jelenlétére a csalan-extraktumokban. A
rutin és kvercetin jelenlétét HPLC-s mérésekkel kiilon is vizsgaltam, €s ezen két vegylilet
antimikrobas hatasat is megprobaltam kimutatni.

o Mikrobioldgiai kisérletem soran extraktumaim antimikrobas hatdsat vizsgaltam 10

mikroorganizmus torzsre.

Kisérleteim soran szitaanalizist végeztem ¢€s megallapitottam, hogy mind a laboratériumi késes
apritoval, mind a golydos malommal 6rolt ndvényi részek szemcseeloszlasa a Rosin-Rammler-
Sperling-Bennet diagrammal abrazolhat6 és a Rosin-Rammler-Bennet 6sszefliggéssel leirhatd. A
halmaz jellemz6 szemcsemérete jelentdsen csokkent a golyds malommal torténd apritas soran,
levél mintdk esetén kb. 1/10 részére. Ez a novény sejtfalanak intenzivebb megtorése miatt

hozzajarulhatott az extraktumok antimikrobas hatasu 6sszetevoinek feltarasahoz.

Megallapitottam, hogy az extrakciok kihozatalanak mennyiségére legnagyobb mértékben az
olddszer fajtaja gyakorol hatast. Az altalam vizsgalt olddszerek koziil vizzel értem el a legjobb

hatést, ezt kovette az etanol. A hexdn Soxhlet extrakcidja és szuperkritikus extrakcidja soran
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kozel egyforma kihozatalt értem el. Szuperkritikus extrakcios kisérleteim sordn megallapitottam,
hogy csalangyokér-extraktumok esetében az alkalmazand6é nyomas optimalis értéke 300 bar, e
folott az érték f616tt nem lehet elérni szamottevo novekedést az extraktum mennyiségében.

Az 0sszes polifenoltartalom és az antioxidans kapacitas spektrofotometriasan kapott eredményei
alapjan megallapithatd volt, hogy a polifenolok kinyeréséhez a legjobb oldoszer a viz. A vizes
extraktumok teljes polifenoltartalma és antioxidans kapacitasa minden esetben nagyobb értéket
mutat, mint az etanolos, hexanos ¢és a szuperkritikus allapoti CO; extraktumokeé.

A polifenolok mennyiségét befolydsolja, hogy a névényi anyag gyiijtése annak melyik fenoldgiai
fazisdban tortént. Analitikai méréseimmel igazoltam, hogy a gyljtésre legalkalmasabb id6pont
az aprilis, a novény fenologiai fazisanak eleje. Ezt az eredményt kiilonosen a levél-mintak
analizisével tudtam alatdmasztani. Fenologiai fazissal kapcsolatos statisztikai szadmitdsaim
alapjdn a vizes mintak ugyanazon hoénapban gyljtott, de eltérd homérsékleten készitett
extraktumainak teljes polifenoltartalma és antioxidans kapacitasa kozott sok esetben nincsen

szignifikans kiilonbség.

Mikrobioldgiai kisérleti eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a nagy csalan levelének
80 °C-os és 100 °C-o0s vizes extraktumainak egyarant gatld hatasa van a kovetkezd
mikroorganizmusokra: Candida glabrata, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Pseudomonas aeruginosa és Staphylococcus aureus.

A novény gytijtésének ideje (aprilis €és szeptember) is jelentdsen befolyasolja az antimikrobas
hatas alakulasat. Tavaszi levélmintak esetében még a Pseudomonas aeruginosa antimikrobas
hatasat is ki tudtam mutatni. Etanolos kivonatok esetében csak a tavaszi levélmintaknal tudtam
gatlast kimutatni. A levél vizes extraktumai a gyokéréhez viszonyitva mindkét fenologiai
fazisban er0sebb gatlo hatast fejtettek ki. A rutin és kvercetin antimikrobas hatasat vizsgalva
megallapitottam, hogy a rutinnak 6nmagéban nincs antimikrobds hatdsa. A kvercetinnek viszont
van, ami a Pseudomonas aeruginosa 80 °C-0s vizes extraktumaban mutatkozott meg tavaszi
levél-, és gyokérmintakban. Igy az is feltételezhetd, hogy ezek a polifenolos vegyiiletek az egyes
novényi részekben a sajat fenologiai fazisuknak megfelelden bomlanak (levél) vagy

felhalmozodnak (gyokér) a vegetacids iddszak végére.
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7. Summary

The role of food has considerably changed in recent decades. Consumers not only look for tasty
nutrients, but also pay attention to the health protection and disease prevention effects of foods. |
chose one of the most well-known herbs, the stinging nettle (Urtica dioica L.) as the topic of my
research, because, according to scientific literature, this plant has been efficiently employed for
centuries as an important herb in folk medicine. In the course of my research, | aimed at
obtaining natural extracts from the stinging nettle (Urtica dioica L.) by extraction, so to this end,
| gained extracts from the prepared drugs using 3 different extraction methods (conventional,
Soxhlet and supercritical extraction), and then I also investigated them in operational, analytical

and microbiological aspects. The main chapters of my doctoral dissertation:

1. Preparatory operations. The plant parts of the nettle (leaf, root, flower, fruit) need proper
preparation so that they should be suitable for extracting active ingredients from them. I picked
the plant parts of the nettle, leaf, root (and flower) in our own forest, then I dried and chopped
them in two different ways. After having chopped them, | determined the typical particle size of
the drugs and the characteristics of the heap of chopped plants with the help of RRSB model.
The reduction of the particle size, thereby the intensified break-down of the plant cell wall, may
have contributed to the analysis of antimicrobial components of the extracts.

2. Extraction measurements that | performed on fresh as well as dried leaves and roots of the
nettle. I completed the supercritical, Soxhlet and conventional extractions with setting different
operation parameters (temperature, pressure, operation time), with different solvents (distilled
water, ethanol, hexane and supercritical CO;) and solvent concentrations. | determined the
amount of the extracted material and made comparisons regarding the dry matter. | found that
the amount of extraction yield was most influenced by the type of solvent. Out of the solvents |
used, water proved to be the best, and ethanol the second-best. Both the Soxhlet extraction with
hexane and the supercritical CO, extraction completed on drugs resulted in similar — low — yield.
In the course of supercritical extraction experiments, | also found that in the case of nettle root
extracts, the optimum value of the pressure to be applied was 300 bar, exceeding this value |
could not reach significant growth in the amount of extract.

3. Analytical measurements, in the course of which, on the one hand, | compared the total
polyphenol content and antioxidant/reducing capacity of extracts from nettles picked in different

phenological phases, setting different operation parameters (temperature, solvent, solvent
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concentration) and, on the other hand, | looked for a connection between the total polyphenol
content/antioxidant capacity of my plant extracts. Beyond determining the total polyphenol
content of nettle extracts, | also performed HPLC measurements for analysing the presence of 12
phenolic compounds in the extracts. | investigated especially the presence of rutin and quercetin
with help of HPLC and | also tried to prove the antimicrobial effect of these two compounds.
Based on the spectrophotometric results of the total polyphenol content and the antioxidant
capacity, water was found to be the best solvent for the extraction of polyphenols. The total
polyphenol content and antioxidant capacity of aqueous extracts were always higher than that of
ethanolic, hexane and supercritical CO; extracts.

4. Investigation of the effect of phenological phase was carried out with a series of
measurements during a complete vegetation period. | found that the amount of polyphenol
depended on the phenological phase in which the plant material had been picked. My analytical
measurements proved that the most suitable date for the picking was April, at the beginning of
the plant’s phenological phase. I could confirm this result especially by the analysis of leaf
samples. Based on my statistical calculations in relation to phenological phase, in many cases,
there was no significant difference between the total polyphenol content and the antioxidant
capacity of the aqueous extracts picked in the same month but gained at different temperatures.

5. Microbiological experiments, in the course of which I investigated the antimicrobial effect of
the extracts on 10 strains of microorganism. Based on my measurement results, | found that the
80°C and 100°C aqueous extracts of the stinging nettle’s leaves equally had inhibitory effect on
the following microorganisms: Candida glabrata, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. The picking period of
the plant (April to October) also significantly influenced the development of antimicrobial effect.
In case of spring leaf samples, | could even prove the antimicrobial effect of Pseudomonas
aeruginosa. In the case of ethanol extracts, inhibition could only be detected in spring leaf
samples. Compared to the root, the aqueous extracts of the leaf showed stronger inhibitory
activity in both phenological phases. Examining the antimicrobial activity of rutin and quercetin,
| found that rutin alone had no antimicrobial effect. On the other hand, quercetin had such effect,
which was detected in the 80°C aqueous extract of Pseudomonas aeruginosa in spring leaf and
root samples. Therefore, it is also supposed that these polyphenolic compounds would
decompose (leaf) or accumulate (root) in the individual plant parts according to their own

phenological phase by the end of the growing season.
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A szitaanalizishez bemért mennyiség minden esetben 100 g volt, ezért a maradvany és
maradvany % értékek megegyeznek.

Levél mintdim szemcsemérete (3 parhuzamos mérés)

1. mérés Csalan levél
Szita sorszama | Szita lyukmérete (x)| Ures szita témege Anyag és szita témege Fennmaradt anyag témege | Maradvany (R)
um gramm gramm gramm %
1. 800 288,10 294,26 6,16 6,16
2. 630 313,04 328,19 15,15 21,31
3. 500 303,67 322,08 18,41 39,72
4, 425 301,68 311,00 9,32 49,04
5. 315 257,62 272,84 15,22 64,26
6. 250 249,04 258,49 9,45 73,71
7. 125 273,01 287,56 14,55 88,26
8. 45 231,86 238,70 6,84 95,10
9. 0 351,22 354,63 3,41 98,51
2. mérés Csaldn levél
Szita sorszama |Szita lyukmérete (x)| Ures szita tdmege Anyag és szitatdmege Fennmaradt anyag tdmege | Maradvany (R)
um gramm gramm gramm %
1. 800 288,10 292,61 4,51 4,51
2. 630 313,04 330,14 17,10 21,61
3. 500 303,67 322,72 19,05 40,66
4. 425 301,68 312,32 10,64 51,30
5. 315 257,62 272,52 14,90 66,20
6. 250 249,04 257,82 8,78 74,98
7. 125 273,01 286,47 13,46 88,44
8. 45 231,86 238,11 6,25 94,69
o. 0 351,22 355,21 3,99 98,68
3. mérés Csaldn levél
Szita sorszama | Szita lyukmérete (x)| Ures szita tdémege Anyag és szitatdmege Fennmaradt anyag tdmege | Maradvany (R)
um gramm gramm gramm %
1. 800 288,10 292,33 4,23 4,23
2. 630 313,04 329,74 16,70 20,93
3. 500 303,67 322,23 18,56 39,49
4. 425 301,68 312,58 10,90 50,39
5. 315 257,62 273,09 15,47 65,86
6. 250 249,04 257,91 8,87 74,73
7. 125 273,01 286,94 13,93 88,66
8. 45 231,86 238,37 6,51 95,17
9. 0 351,22 354,87 3,65 98,82
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1. mérés Csalan gyokér
Szitasorszama |Szita lyukmérete (x)| Ures szita tdmege  Anyag és szita tdémege Fennmaradt anyag tomege | Maradvany (R)
um gramm gramm gramm %
1. 800 288,10 297,68 9,58 9,58
2. 630 313,04 331,23 18,19 27,77
3. 500 303,67 321,93 18,26 46,03
4, 425 301,68 312,49 10,81 56,84
5. 315 257,62 271,54 13,92 70,76
6. 250 249,04 256,92 7,88 78,64
7. 125 273,01 284,39 11,38 90,02
8. 45 231,86 237,98 6,12 96,14
9. 0 351,22 355,06 3,84 99,98
2. mérés Csalan gyokér
Szitasorszdma |Szita lyukmérete (x)| Ures szita témege ~ Anyag és szita tdmege Fennmaradt anyag témege | Maradvany (R)
um gramm gramm gramm %
1. 800 288,10 298,95 10,85 10,85
2. 630 313,04 332,46 19,42 30,27
3. 500 303,67 320,08 16,41 46,68
4. 425 301,68 312,56 10,88 57,56
5. 315 257,62 271,15 13,53 71,09
6. 250 249,04 257,08 8,04 79,13
7. 125 273,01 283,71 10,70 89,83
8. 45 231,86 237,34 5,48 95,31
9. 0 351,22 355,04 3,82 99,13
3. mérés Csalan gyokér
Szitasorszdma |Szita lyukmérete (x)| Ures szita tdmege  Anyag és szita tdmege Fennmaradt anyag tomege | Maradvany (R)
pum gramm gramm gramm %
1. 800 288,10 296,68 8,58 8,58
2. 630 313,04 329,30 16,26 24,84
3. 500 303,67 322,14 18,47 43,31
4. 425 301,68 311,75 10,07 53,38
5. 315 257,62 271,22 13,60 66,98
6. 250 249,04 257,43 8,39 75,37
7. 125 273,01 285,62 12,61 87,98
8. 45 231,86 238,14 6,28 94,26
9. 0 351,22 356,19 4,97 99,23
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M3. Mikrobioldgiai vizsgalatok agarlyuk-, és korongdiffuzios modszerrel

1. ébra. Levél- (1), és gyokér- (2) kivonatok agarlyuk diffizios vizsgalata inkubalas el6tt

A B

80 °C 80 °C

100 °C
100 °C

2. abra. A levélkivonatok antimikrobas hatasa A/ Candida glabrata és B/ Staphylococcus aureus
mikroorganizmusokra 80 °C-on és 100 °C-on készitett vizes extraktumok esetében

3. abra. Levélkivonat hatasa a Staphylococcus aureus baktériumra A/ korong-diffazios és B/
agarlyuk-diffuzios modszerrel
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M4. Statisztikai elemzés ANOVA teszttel a friss levél vizes extraktumainak
teljes polifenoltartalom mérésének példajan bemutatva

Friss levél aprilis TPC Multiple Comparisons
Dependent Variable: adat
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I) csoport (J) csoport (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
tea 60 °C -5,98017 1,15100 ,000 -8,3811 -3,5792
80 °C -8,99400" 1,15100 ,000 -11,3949 -6,5931
100 °C -11,97283° 1,15100 ,000 -14,3738 -9,5719
60 °C tea 5,98017 1,15100 ,000 3,5792 8,3811
80 °C -3,01383" 1,15100 ,016 -5,4148 -,6129
100 °C -5,99267 1,15100 ,000 -8,3936 -3,5917
80 °C tea 8,99400° 1,15100 ,000 6,5931 11,3949
60 °C 3,01383 1,15100 ,016 ,6129 5,4148
100 °C -2,97883" 1,15100 ,018 -5,3798 -,5779
100 °C tea 11,97283° 1,15100 ,000 9,5719 14,3738
60 °C 5,99267 1,15100 ,000 3,56917 8,3936
80 °C 2,97883 1,15100 ,018 ,5779 5,3798
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Friss levél majus TPC Multiple Comparisons
Dependent Variable: adat
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
() csoport | (J) csoport (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
tea 60 °C 2,00017 ,60901 ,004 , 7298 3,2705
80 °C -5,93367 ,60901 ,000 -7,2040 -4,6633
100 °C -8,25267 ,60901 ,000 -9,5230 -6,9823
60 °C tea -2,00017" ,60901 ,004 -3,2705 -, 7298
80 °C -7,93383" ,60901 ,000 -9,2042 -6,6635
100 °C -10,25283 ,60901 ,000 -11,5232 -8,9825
80 °C tea 5,93367 ,60901 ,000 4,6633 7,2040
60 °C 7,93383 ,60901 ,000 6,6635 9,2042
100 °C -2,31900° ,60901 ,001 -3,5894 -1,0486
100 °C tea 8,25267 ,60901 ,000 6,9823 9,5230
60 °C 10,25283" ,60901 ,000 8,9825 11,5232
80 °C 2,31900° ,60901 ,001 1,0486 3,5894
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Friss levél junius TPC Multiple Comparisons

Dependent Variable: adat

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(1) csoport (J) csoport (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

tea 60 °C -2,13233 ,21901 ,000 -2,5892 -1,6755
80 °C -5,38350" ,21901 ,000 -5,8404 -4,9266
100 °C -7,52550" ,21901 ,000 -7,9824 -7,0686

60 °C tea 2,13233 ,21901 ,000 1,6755 2,5892
80 °C -3,25117 ,21901 ,000 -3,7080 -2,7943
100 °C -5,39317 ,21901 ,000 -5,8500 -4,9363

80 °C tea 5,38350° ,21901 ,000 4,9266 5,8404
60 °C 3,25117 ,21901 ,000 2,7943 3,7080
100 °C -2,14200° ,21901 ,000 -2,5989 -1,6851

100 °C tea 7,52550 ,21901 ,000 7,0686 7,9824
60 °C 5,39317 ,21901 ,000 4,9363 5,8500
80 °C 2,14200 ,21901 ,000 1,6851 2,5989

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Friss levél oktober TPC Multiple Comparisons

Dependent Variable: adat

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

() csoport | (J) csoport (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

tea 60°C 1,05483 ,64171 ,116 -,2837 2,3934
80 °C 6,48983" ,64171 ,000 5,1513 7,8284
°C 10,45667* ,64171 ,000 9,1181 11,7952

60°C tea -1,05483 ,64171 ,116 -2,3934 ,2837
80 °C 5,43500 ,64171 ,000 4,0964 6,7736
°C 9,40183 ,64171 ,000 8,0633 10,7404

80 °C tea -6,48983 ,64171 ,000 -7,8284 -5,1513
60°C -5,43500" ,64171 ,000 -6,7736 -4,0964
°C 3,96683" ,64171 ,000 2,6283 5,3054

°C tea -10,45667 ,64171 ,000 -11,7952 -9,1181
60°C -9,40183 ,64171 ,000 -10,7404 -8,0633
80 °C -3,96683" ,64171 ,000 -5,3054 -2,6283

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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