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JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

e ACN —acetonitril

o ANOVA - varianciaanalizis

e CD - circular dichroism spectroscopy, cirkularis dikroizmus spektroszkopia

o DAD - diddasoros detektor

e DPPH - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

e ESI - electrospray ionisation, elektrospray ionizacio

o EtAc - etil-acetat

e EtOH - etanol

e FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations, Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi
Vilagszervezet

o g/ttkg — gramm/testtomeg kilogramm

e Hex—n-hexan

e HPLC - high performance liquid chromatography, nagy hatékonysagu folyadékromatografia

o M/z—tomeg/toltés

e MeOH — metanol

e NMR - nuclear magnetic Resonance, magneses magrezonancia spektroszkopia

e Rf—retention factor, retencios faktor

e RNS —reactiv nitrogen species, reaktiv nitrogéngyokok

o ROS -reactive oxigen species, reaktiv oxigéngyokok

e rpm - fordulat/perc

e Rt - retention time, retencios 1do

e SPE - solid phase extraction — szilard fazisu extrakcio

e Sz.a. —szarazanyagtartalomra vetitve

e TLC —thin-layer chromatography, vékonyréteg kromatografia

e TOF-MS — time of flight, repiilési id6 tomeganalizator

e Tol —toluol

e TPC - total phenolic content, dsszfenoloid-tartalom

e UV — (ultraviolet) ultraibolya fénytartomany

A gombafajok megnevezésekor az Index Fungorum (CABI, 2017) oldal adatbazisaban talalhato ma
érvényes fajneveket hasznaltam fel. A disszertacioban szerepld vegyliletek szerkezeti képleteit a Royal

Society of Chemistry altal gondozott www.chemspider.com -r6l toltéttem le. A kiilon nem jelolt szerzoi

fotok, sajat felvételek.


http://www.chemspider.com/
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1. BEVEZETES

A gombak, legyenek azok mikroszkopikusak vagy makroszkopikusak, a torténelem soran
az ember életével teljesen Osszefonddtak. Mar dseink is ismerték a termdtestes nagygombakat,
melyek szamos funkciot toltottek be, gondoljunk csak a Hauslabjochi emberre vagy kdzismertebb
nevén Otzire, a jégemberre, akinél nyirfataplo gombat (Piptoporus betulinus (BULL.) P. Karst.
1881) és biikkfataplot (Fomes fomentarius (L.) Fr. 1849) talaltak, melyeknek vagy gyogyaszati,
vagy tlizgytjtasi célja lehetett (PEINTNER et al., 1998).

A gombakrol szo6lo, koriilbeliil 2000 évvel ezelottre tehetd elsé irasos emlékek arrdl
tantskodnak, hogy nemcsak taplalkozasi, hanem gyogyaszati célokat is szolgaltak. Ezen
szervezetek felhaszndldsa (gyogyaszati célra) kiemelkedd jelentdségli a tradicionalis kinai
orvoslasban. A gombakat elsésorban a vadon termd példanyok gytijtésével szerezték be (CHANG
& MILES, 2008). A bizonyitott gombatermesztés a XVI. szazadra keltezheté (kb.: 1650-re),
helye: Franciaorszag. A termesztésbe vont elsé faj, a kétsporas csiperkegomba (Agaricus bisporus
(J. E. LANGE) Imbach 1946) volt, amelyet a laskagomba (Pleurotus ostreatus (JACQ.) P. Kumm.
1871) kovetett. A csiperketermesztés mellett Azsidban a shiitake (Lentinula edodes (BERK.)
Pegler. 1976) extenziv termesztése indult el (PEGLER, 2003). A nagyiizemi termesztéssel
parhuzamosan e gombak kutatasai is elindultak, mivel a kutatashoz eddig nem allt rendelkezésre
elegend6 alapanyag, illetve els6sorban a mérgez6 gombak vizsgdlatara helyezték a hangsulyt. A
kutatasok gerincét a gazdasagi érdekek — a gombak beltartalmi értékeinek megismerése, illetve a
termesztés potencialjanak novelése — adtak (CHEUNG, 2010).

Az azsiai orvoslas modszereinek terjedésével viszont egy merdben 1j irany is meghatarozta
az akkori tudomanyos érdeklédést. Az 1930-as években a mikrobiologiai kutatasoknak is
koszonhetden megindult az intenziv gombatermesztés, mivel ekkor mar megteremthetdek voltak
azok az clengedhetetlen feltételek (pl.: paratartalom szabalyozas, nagy mennyiségli alapanyag),
amelyek a minéségi és nagymennyiségii gombatermesztéshez sziikségesek. Mindezek nyoman az
orvosi kutatasok a termétestes nagygombak gyogyaszati hatasaival is elkezdtek foglalkozni,
elsésorban a keletr6l importalt shiitake gombaval (HoBBs, 2000).

Napjainkra a mikologiai biokémia egy teljesen (ij tudomanyteriiletté nétte ki magat, kozel
100 gombafaj vizsgalataval (FERREIRA et al., 2009). Altalanossagban elmondhatd, hogy a
vizsgalatok a termdtest (esetlegesen a kalap és tonk) kivonatainak hatdsaira fokuszalnak. A XX.
szazad végén a termesztés elterjedésével parhuzamosan a hifak szovedékével, a micéliummal is
kisérletek kezdddtek. Ekkor kezdték el vizsgalni azokat az anyagokat, amelyek nem az

onfenntartashoz sziikséges anyagcsere termékei, hanem mas, idéleges funkciokat segitenek.
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Ilyenek példaul a kelatképzo vegyiiletek (fémekkel komplexet alkotnak), a spora csirazasat, illetve
a hifa novekedését serkentd anyagok vagy melyek bizonyos anyagcsere szakaszokban a
szubsztrat-felesleg tovabbalakitasat célozzak (GRIFFIN, 1994).

A vizsgalatok szamos bioaktiv anyagot mutattak ki a gombak esetében, melyek hatasai
szerteagazoak, ilyenek tobbek kozott: az antioxidans, az antibakterialis, az antiviralis, a
gyulladascsokkentd, az immunstimulans, a tumorgatld, a koleszterin-csokkent és az egyéb
specifikus hatasok (WASSER, 2011). A terapias célokat is szolgald vegyiiletek altalaban kis
molekulaju peptidek vagy makromolekuldk (pl.: poliszacharidok). A gombékban kimutatott
fenoloid és flavonoid szarmazékok a prevencioban (az egészség meglOrzésében, illetve a
betegségek megel6zésében) jatszhatnak szerepet. Ilyen vegyiileteket mind a termesztett, mind
pedig a vadon termé fajokban kimutattak mar (ALVAREZ-PARRILLA et al., 2007; GEOSEL et al.,
2009; Liet al., 2012).

Alapvetd tendencia, hogy egyre tobb ilyen anyagot ismeriink meg az évek soran. Az azsiai
orszagokban (dontéen Kindban, Dél-Koreaban €és Japanban) élen jarnak a gombak gyodgyaszati
célu bioaktiv anyagainak feltérképezésében. Jelenleg is egyre t6bb olyan gombafajt
(Ganoderma lucidum (CurTis) P. Karst. 1881, G. tsugae MURRILL. 1902) termesztenek
nagylizemileg (nem étkezési célra), amelyek kivonata preventiv vagy terapias célokat szolgalod
vegylileteket tartalmaz. A gombak masodlagos anyagcseretermékeit még mindig nem sikeriilt
teljes mértékben feltdrni, még egy adott faj esetében sem. A gombdk hatdéanyagait elemzd
kutatasok mai iranyzatai éppen ezeket az anyagokat célozzak meg.

A témanak — tudomanyos érdekességei €s sokszinlisége mellett — van egy masik fontos €s
nem elhanyagolhaté vonatkozasa is. Egyes gombak ma mar por, kapszula és tabletta formajaban
is elérhetéek, fogyaszthatdak. A kedvelt és igy is fogyasztott gombak kozé sorolhatd a
pecsétviaszgomba (Ganoderma lucidum), a siingomba (Hericium erinaceus (BuLL.) Pers. 1797)
¢s a shiitake (Lentinula edodes). Az ilyen termékek minéségbiztositasat nem lehet kelloképpen
megvalositani, irdnyadd hatoanyag-tartalom értékek nélkiill. A fogyasztok egyre inkabb a
természetes anyagokat keresik, mivel ezek a kivonatok, kapszuldzott termékek ¢és tedk jelentds és
jotékony egészségligyi hatasuak, viszont nincs komolyabb zavard vagy karos mellékhatasuk.

Napjainkban a kiilonleges gombak, illetve a felfedezett 0j vegyliletek szama napr6l napra
nd, a mikoterapia (a gombahatéanyagok gyogyaszati felhasznalasa) egyre nagyobb teret kap, ami
az internetnek, a globalizalt kereskedelemnek és az egészséges életre valdo torekvésnek is
kdszonhetd. A témakort érintd tovabbi kutatdsok hozzdjarulhatnak a taplalkozasunkban egyre
jelentdsebb, manapsag gyakran ,super food”-nak emlitett gombdk jobb megismeréséhez ¢és

tudatosabb hasznositasukhoz.
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A doktori munka célkitiizései

A doktori munkam targyat az egyes gombak antioxidans hatasu anyagai és ezen anyagok
Osszmennyisége, illetve a termdtesten beliili eloszlasanak megismerése képezi. A gombdk
antioxidans vegyiiletei koziil a fenoloidokat vizsgaltam behatdbban.

Céljaim egyike a gombakra vonatkozo, altalanosan alkalmazhatdé mintavételi és minta-
elokészitési modszertan kidolgozasa volt. A szakirodalomban leirt kiilonféle extrakcids eljarasok
kozotti kiillonbségeket is vizsgaltam a mérhetd paramétereken keresztiil.

Az eddigi hagyomanyos tagolas (kalap-tonk) helyett, a gombakalapokat tovabbi
morfologiai részeire osztottam fel, hiszen a kalap bdrre, hiisra és termdlemezekre bonthato. A
kalapb0r és a termdlemezek kiilon kezelése és vizsgalata varhatoan 1) hatoanyagok felfedezéséhez
is vezethet. Az Osszfenoloid-tartalom mellett az Osszflavonoid-tartalmat, illetve az antioxidans
aktivitast (szabadgyok-kotoképesség révén) is mértem a gombdk termdtesteiben €s azok
kiilonb6z6 részeiben egyarant. Vizsgalataim célja volt még a teljes termdtestek és primordiumok
kozotti kiillonbségek feltarasa is.

A tovabbi kutatasi célok kozott szerepelt ezen anyagok mennyiségének meghatarozasa
kiilonb6zo termesztett gombatdrzsek esetében. A vizsgalatokhoz szamos fajt és termesztett torzset
sikeriilt beszereznem.

A kiilonboz6 tarolasi €s tartositd modszerek hatdsat is vizsgaltam, mely az antioxidans
anyagok mennyiségének mérését jelentette, kiemelve az élelmiszeriparban gyakran alkalmazott
eljarasokat: a kiilonb6zo homérsékleten torténd szaritast; a kiilonb6zo idotartamu hiitve tarolast és
fagyasztast; sos, ecetes és natur konzervalast, illetve a mikrohullamu melegitést.

Terveim kozott szerepelt a kismiliszeres méréseket kovetd, vékonyréteg kromatografids
vizsgalatok elvégzése. Ezzel a modszerrel, az antioxidans aktivitassal rendelkezd vegyiiletek
feltérképezése volt a célom. Nagymiiszeres analitikai mérések segitségével az antioxidansok
kimutatasat, az aktiv anyagok jellemzését és mennyiségi dsszehasonlitasat is terveztem. Egyes
aktiv anyagok izolaldsat is megkiséreltem, melyhez szildrd fazisi extrakcids protokollt
fejlesztettem, majd ezt kovetden kiilonb6z0 nagymiiszeres vizsgéalatok segitségével az adott
vegyiilet szerkezetének meghatarozasara is sor kertilt.

A kisérletek soran mért adatok egységesitését és egy adatbazis 1étrehozésat is célul tiiztem
ki, amely lehetdvé teszi a gylijtés, termesztés és felhasznalas orientdlasat a legértékesebb fajok

(fajtak, hibridek) felé.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gombak helye az élévilagban

A gombak (Fungi) az ¢lovilag jelent6s méretii csoportjat alkotjak, a tudomanyosan leirt
fajok szama csupan szazezer koriili, a feltételezetten létez6, de még nem ismert fajokkal egyiitt
szamukat egy-két millidsra becsiilik (XU, 2016). A gombakat ma az alabbi négy kiilonboz6 térzsbe
soroljuk:

e Zygomycota (a jaromsporas gombak),
e Ascomycota (a tomldsgombak),
e Basidiomycota (a bazidiumos gombak),

e Deuteromycota (a konidiumos gombak).

Ezekben a rendszertani egységekben szamos morfologiai, Okologiai, fiziologiai
kiilonbségeket mutatd csoport talalhato meg (pl.: a penészgombak, az élesztok, a termdtestes
nagygombak, a rozsdagombak és a taplogombak is (BLACKWELL et al., 2006). Sikeresen
alkalmazkodtak a legszélsdségesebb kornyezeti koriilményekhez is, egyes fajok a magas so
koncentraciot (pl.: Debaryomyces hansenii (ZoPF) Lodder & Kreger-van Rij 1984) vagy a savas
pH-t (pl.: Hortaea acidophila, M. Hofer & de Hoog 2004), s6t az etanol jelenlétét
(pl.: Saccharomyces nemzetség) is elviselik (HOLKER et al., 2004, GUNDE-CIMERMAN et al., 2009).
Az er6sen szennyezett teriileteken is képesek termotestet fejleszteni (pl.: Boletus és Russula
nemzetség fajai), mivel a nehézfémeket sokuk képes megkotni (WONDRATSCHEK et al., 1993).

A gombak valddi sejtmaggal rendelkezd, eukaridta élolények. Z51d szintesteket nem, viszont
a novényekhez hasonldoan vakudlumokat fel lehet fedezni a sejtekben, masik ,,n6vényi”
tulajdonsaguk, hogy sejtfaluk is van.

A gombak heterotrof (kilotrof), kemoorganotrof taplalkozasu, parazita, szaprobionta vagy
szimbiotikus (mikorrhizas) életmodot folytatd szervezetek. Aerob és fakultativ anaerob, s6t
szigortian anaerob (pl.: Neocallimastix nemzetség) fajokat is leirtak (ORPIN, 1975).

Sejtjeik fonalakat, az n. hifakat alkotjak, melyek szévedéke az in. micélium, ezek egyes
fajok (taxonok) esetében termoétestet is képeznek. A sejtfal jellemz6 alkotoeleme, a Kitin (B-1,4-
N-acetil-gliikozamin polimer) és tovabbi poliszacharidok, mint pl. a gliikanok (BARTNICKI-
GARCIA, 1968). A hifak valaszfalai a szeptumok, melyeken porusok helyezkednek el, ezek a
képletek lehetnek egyszeriiek, mint az Ascomycetesekben, mig a Basidiomycetesek esetében a
porusok Osszetettek és csOszerliek (un.: doliporusok). Megjegyzendd, hogy a bazidiumos
nagygombak termdteste dikariotikus (két sejtmagvu) hifakbol, micéliumokbol all (WESSELS,
1994).
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A gombak szaporodasa a legvaltozatosabb, életciklusukban ivaros és ivartalan folyamatok
egyarant fellelhetéek, egyes csoportjainak szaporodasi ciklusa (Fungi Imperfecti —
Deuteromycota) napjainkban sem tisztazott, illetve csak részben ismert (KENDRICK, 1971). A
bazidiumos nagygombak ivaros szaporodasa (mely ciklust szomatogamianak nevezziik) primer
hifakkal (sporakbol kifejlédé him és ndi jellegeket mutatd hifa) valésul meg. A primer hifdk
Osszeolvadasa soran, sejtmagfiziora nem keriil sor, ellenben a sejtplazma egyesiil. Az
Osszeolvadas végére két sejtmagvas sejtekbol allo, un. szekunder hifak figyelhetéek meg. A
szekunder hifak szovedéke a micélium (SzARVAS, 2002; 2003). A termdtest képzddés folyamata
soran a micéliumok rendezddése utan kialakulnak a primordiumok (termétest kezdemények), majd

a tovabbi fejlodés soran 1étrejonnek a kifejlett termdtestek.

2.2. A vilag gombatermesztése

A gombatermesztés napjainkban az egyik legdinamikusabban fejlodé élelmiszertermeld
agazat a vildgon, melyhez az elmult években megfigyelhetd fogyasztas novekedés is jelentdsen
hozzajarult, 1 kg/fo/év értékrdl, 4 kg/f6/év értékre ndtt a gombafogyasztas (ROYSE, 2014). A
novekedéshez hozzajarult a vegan életmodd térhoditasa illetve, az egészséges €s organikus ételek
novekvd fogyasztasa. (FRUITVEB, 2017) A vildg gombatermesztése 6t gombanemzetség koré

szervezddik (%-os eloszlasban):

e 30% - Agaricus nemzetség (foként az A. bisporus, illetve az A. blazei),

e 27% - Pleurotus nemzetség (P. citrinopileatus, P. djamor, P. eryngii,
P. ostreatus hibridjei),

e 17% - Lentinula edodes,

e 6% - Auricularia nemzetség,

e 5% - Flammulina nemzetség,

o 15% - egyéb gombafajok.

A legnagyobb gombatermeszté orszagok: Kina, az Egyesiilt Allamok, Japan, Hollandia,
Lengyelorszdg, Spanyolorszag, Franciaorszag, Olaszorszag, Irorszdg, Kanada és az Egyesiilt
Kiralysag. A harom legnagyobb termesztd orszdg koziil, Kina kiemelkedd potenciji, mivel a
teljes mennyiség koriilbeliil 76%-at itt allitjak eld. Osszehasonlitasképpen Magyarorszag a
megtermelt mennyiségével (30-32.000 tonna), csak a vilagon termelt mennyiség 0,3 %-at teszi Ki
(FRUITVEB, 2017).

Azsiaban a legfontosabb termesztett fajok a laskagomba-félék, a shiitake, a judasfillgomba
és a téli filloke, ezt koveti a csiperketermesztés. Eurépaban viszont még mindig a csiperkegomba

(Agaricus bisporus) a piacvezet6 faj (ROYSE, 2014).
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A FAO statisztikai alapjan, a vilagon kozel 11 millid tonna friss gombat termesztettek
2016-ban (1. abra), a termesztés folyamatosan évi 8%-kal novekszik.
A vildg gombatermesztési volumene (2006-2016)
10,0
8,0

6,0

Tonna (millio)

4,0

2,0

0,0 e e
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1. abra — A vilagon termesztett gomba 6sszmennyisége (2006-2016)
(Forras: http://faostat3.fa0.0rg)

Az EU-ban az el6allitott gombamennyisége 1,119,600 tonna (2016-0s adat), melynek nagy
részét friss gombaként értékesitették (GEPC, 2016). Europaban a piacvezetd gombatermeszto,
Lengyelorszag (a teljes mennyiség kozel 26%-at allitjak eld), mely Hollandiat utasitotta maga
mogé az utdbbi években, ettdl eltekintve Hollandia gombaipari szerepvallalasa (a technologia és
szaktudas tekintetében) vitathatatlan (GEOSEL, 2018). A csiperke mellett egyre nagyobb az
érdeklodés és a kereslet az egzotikus gombak (a kiilonboz6 laskagomba-félék és a Flammulina
velutipes) irant is, jelenleg az egzotikus gombafajok aranya az eurdpai piacon kortilbeliil 15-20%
(FRUITVEB, 2017).

A gombak termesztése hazankban két adott faj koré szervezddik, a teljes termelés 90-91%-
at a csiperkegomba és annak valtozatai (fehér és barna), illetve a laskagombafajok (7-8%) adjak.
A fennmaradd 1-2%-ot az egyéb gombafajok (pl.: shiitake, pecsétviaszgomba) termesztése
szolgaltatja. A megtermelt hazai gomba jelentds része (30-40%) exportra keriil a kornyezd
orszagokba (FRUITVEB, 2017).

A hazai fogyasztas az utobbi idészakban jelentdsen ndvekedett, de igy is alacsonynak
mondhaté (kb. 1,5 kg/f6/év). Az egzotikus gombak fogyasztasa hazankban is kezd elterjedni és a

vadontermé gombak gyiijtése és fogyasztasa is egyre népszeriibb (FRUITVEB, 2017).
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2.3. A gombak taplalkozasbioldgiai jelentosége

Az ember mar 6sid6k 6ta foglalkozik a vadon termd gombak gytijtésével és fogyasztasaval.
A termdtestes nagygombdk egyes kultirdkban alapvetd élelmiszerforrasnak tekinthetdek
(COOKE, 1977). A gombak fogyasztasa, az els6 civilizaciok kialakulasa utan hattérbe szorult,
mivel a mezégazdasag és az allattenyésztés adta taplalékforras jelentOs részét. A gombak, igy csak
gasztronémiai csemegéknek — foleg izesitéként — szamitottak az emberek hétkdznapi étkezésében.
Napjainkban mar nem ez a helyzet — a gombatermesztés elterjedésével — napi étkezési cikként

tekinthetiink a gombakra.

Az cheté gombak termébtestei legtobbszor atlagosan 90% vizet és 10%-nyi szarazanyagot
(a vizsgalatokat altalaban poritott gombaval végzik) tartalmaznak (CRISAN & SANDS, 1978). A
természetben €16 sok tizezer nagygombafajnak csak toredékét hasznaljuk fel emberi fogyasztasra.
Ezt a szamot még becsiilni sem konnyi, de a nyugati vilagban 20-25 olyan gombafaj van, amely
széles korben elfogadott és élelmiszerként is hasznosul (LINDEQUIST et al., 2005). A vadon termd
gombak kozott szamos fajt hasznositanak, aromaanyagként poritva, ételek (fleg levesek)

adalékaként felhasznalva (CAGLARIRMAK, 2007).

Mindent egybevetve, a vadon termdé gombak is egyre nagyobb szerepet jatszanak a
taplalkozasban, ez f6leg a valtozatos iziik, illetve a szezonalitasuk miatt kovetkezett be (MANZI et
al., 1999; FRAATZ & ZORN, 2010). A taplalkozas egyre inkabb tudatos tevékenységgé valik, igy
mar nem mindegy mit, mikor és milyen mennyiségben fogyasztunk. Az iz, az illat ¢és allag
elsddlegesek a taplalkozasban, de emellett eldtérbe keriiltek a jotékony bioaktiv hatasti anyagok is
(CAGLARIRMAK, 2007). A gombak kivalo taplalkozasbiologiai paraméterekkel rendelkeznek
(alacsony zsir-, és Na-tartalom illetve, magas esszencialis aminosav, K-, P- és mikroelem-tartalom
jellemzi 6ket), melyet a kovetkezd fejezetben bdvebben kifejtek. A bazidiumos gombak (akar
vadon termd, akar termesztett) tdpanyagai, beleértve az antioxidansokat is, teljes mértékben

megfelelnek a modern taplalkozas kovetelményeiknek.

Egyes vizsgalatok szerint a gombaszaritmanybol eléallitott étrend-kiegészitOk
fehérjealkot6i hasonld minéségiiek. mint a tiszta allati eredetiické (GRUEN & WANG, 1982). A
taplalék-kiegészitok napi szedése és a fogyasztok igényei miatt kialakult versenybdl adodoan, a
gomba alapu taplalék-kiegészitok vizsgalata és ellendrzése elengedhetetlen lenne, ennek ellenére
a standardizalasi lehetdségek még kezdeti stadiumban vannak (WASSER, 2011). A kdvetkezdkben
ismertetett tényezOk az élelmiszeripari felhasznalast és az alacsony kaloriatartalmi étrendek
kialakitasat teszik lehetdvé, amely a gombafogyasztast egyre népszeriibbé tette €s teszi, erre a

letermesztett gombamennyiség folyamatos novekedésébol is kovetkeztethetiink.
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A bazidiumos gombak szénhidrat és rosttartalma

A vadon termd és termesztett bazidiumos gombak energiatartalma igen alacsony, de
szarazanyagra vetitett szénhidrattartalmuk nagyon jelentds, fajtol fliggden 16-75% kozott mozog
(KALAC, 2009). A szénhidrattartalmat taplalkozasbiologiai szempontbol tobb funkcionalis részre
oszthatjuk.

A D-glik6z mellett az oligoszacharidok és a poliszacharidok (~15-35%) jelentds
mennyiségben vannak jelen (CHEUNG, 2013). A gombak szamos specialis cukorszarmazékot is
tartalmaznak, tobbek kozott glikogént, cukoralkoholokat (SANMEE et al., 2003). A cukrok tipusa
¢s mennyisége is valtozd az egyes gombakban, pl.: a mannitolt és a trehal6zt a legnagyobb
mennyiségben a csikos bocskorosgomba (Volvariella volvacea (BuLL.) Singer 1951) és a kései
laskagomba (Pleurotus ostreatus) tartalmazza (MAU et al., 1997).

A poliszacharidok emészthetd és emészthetetlen rost formajaban vannak jelen, a
legfontosabb képvisel6i a gliikanok és a kitin (MANzI et al., 2001). A kitin olyan nitrogéntartalmu
poliszacharid, melynek alapegysége az N-acetil-D-gliikozamin és amely B-1,4 kotésekkel
egymashoz kapcsolt homopolimer. Az Oomycetes osztalyon kiviil (melyek sejtfalanak f6 alkotdja
a celluloz), valamennyi gombacsoport sejtfala tartalmaz Kitint, ennek feladata a sejtfal szilarditasa
¢s stabilizalasa (BARTNICKI-GARCIA, 1968). A gliikanok koziil a legfontosabbak: a B-gliikanok, a
homo-, illetve a heterogliikanok (MANZzI & P1zzOFERRATO, 2000). Kémiai szerkezetiikben
meghatarozoak a B(1-3), B(1-4) és B(1-6) glikozidos kotések (2. abra).

OH OH

2. abra — A lentinan (B-1,3-1,6-gliikan) szerkezetének részlete

(Forras: http://www.chemspider.com)

A gombakbol szarmazd poliszacharid frakciokkal szamos bioaktivitast vizsgald kutatas
foglalkozik. Meghataroztak egyes gombakban a poliszacharidok mennyiségét (VETTER, 2007;
Siu et al., 2014), igazoltak a majvéd6 (CHEN et al., 2011) és az antioxidans (SHUANG et al., 2012)

hatasukat.

13



10.14751/SZIE.2018.063

A B-gliikanokat bevontdk a rakellenes kutatasokba is, s6t prebiotikus aktivitdst is kimutattak a
laskagombak esetében (SYNYTSYA et al., 2009). A gombak poliszacharidjainak kutatasa egyre
sokrétiibbé valt, mert az immunstimulalé €s preventiv hatdsai mellett az egyes poliszacharidoknak
az antioxidans hatasat is vizsgalni kezdték (KozARsKI et al., 2011). Az aktivitasukat sokrétiien
fejtik ki, mivel szabadgyokfogoként, kelatorként, lipidperoxidacio gatloként és az antioxidans
enzimrendszer aktivalojaként is miikodhetnek (ZHANG et al., 2007).

A legjelentésebb poliszacharid frakciok a sejtfal glikanjai. A B-glikanok monomerjei
kozotti kotések és egyéb szerkezeti eltérések hatnak a kiilonboz6 gliikkanok vizoldékonysagara és
bioldgiai aktivitasukra (VOLMAN et al., 2010). Az Agaricus bisporus agaritinje, a Lentinula edodes
lentinanja, a bokrosgomba (Grifola frondosa (Dicks.) Gray 1821) D-frakcidja és a Ganoderma
lucidum ganoderanja a legismertebbek és a feltart szerkezeti gomba poliszacharidok szama

naprol-napra né.

Fehérjék a bazidiumos gombakban

A fehérjék az emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlen tapanyagok, mivel a test
megfeleld miikddése és a felépitd folyamatok elképzelhetetlenek nélkiiliik. Egy atlagos feln6tt napi
fehérjeigénye 0,8-2,2 g/ttkg kdzott mozog.

A gombak kivald fehérjeforrasnak szamitanak aminosav Osszetételiik alapjan, a
szaraztomegik kb. 10-44%-at a fehérjék teszik ki. A fehérjetartalom meghatarozasahoz altalaban
a mérhetd nitrogéntartalmat szorozzak meg egy klasszikus faktorral, ami egységesen 6,25 volt
minden biologiai objektumra (KJELDAHL, 1883). A gombak esetében viszont kideriilt, hogy ez a
faktor nem alkalmazhato, mivel a nem fehérje alkotd nitrogén mennyisége magasabb, mint a tobbi
vizsgalt szervezetben, igy a 6,25-0s faktorral irredlisan magas nyersfehérje tartalom szamithat6. A
magasabb nitrogén-tartalom a kitinbdl szarmazik, igy a nitrogén mennyiségéhez tartozo faktort
aranyosan 30 %-kal, 4,38-ra csokkentették (KURKELA et al., 1980; VETTER, 2010).

Az esszencialis aminosavak (az emberi szervezet szamdra: Phe, His, Ile, Leu, Lys, Met,
Thr, Trp, Val) az 6sszfehérje-tartalomra vonatkoztatva kiugréan magas aranyban vannak jelen,
annak kozel 25-40%-at teszik ki (BANO et al., 1981; ALETOR, 1995). Természetesen tartalmaznak
nem esszencialis aminosavakat (pl: Gly, Arg, Pro, Ser) is, melyek szintén fontosak a
novekedéshez és a regeneraciohoz (LEON-GUZMANN et al., 1997).

FRIEDMAN (1996) kutatasai soran a fehérjetartalom meghatarozasanak kérdéseit vizsgalta
¢s a kiilonbozo fehérjeforrasok Osszehasonlitasat végezte el. A gombak fehérjetartalmat és
Osszetételét, a novényi fehérjékhez képest jobbnak itélte meg, emellett a gombdk esszencidlis

aminosav 0sszetétele az allati fehérjékhez kozelit.
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A fehérjetartalmat szdmos tényezd befolydsolja a vadon termd gombak esetében:

e atermOhelyi sajatossagok,

e atermoOtest fejlodési fazisa,

e arendszertani hovatartozasa,

e termesztett gombafaj esetében a torzs (WEAVER et al., 1977),
e aszubsztratum tipusa (BISARIA et al., 1987) és

e atarolas koriilményei is (HAMMOND, 1980).

A foldalatti gombak (pl.: szarvasgombak) esetében kiugréan magas a lizin és a kéntartalmt
aminosavak aranya (CoLl et al., 1988). A gombak szamos peptidet, fehérjét és fehérjeszarmazékot
tartalmaznak, azonositasuk és jellemzésiik folyamatosan kutatasok targya. Szamos
gombaspecifikus (gombak altal termelt) peptidet talaltak, melyek erds antifungalis (WANG & NG,
2004) ¢és antibakterialis hatasuak (ERJAVEC et al., 2012).

A legtobbet vizsgalt gombafehérjék az un. lektinek, vagyis a szénhidratokhoz kapcsoldédni
képes fehérjék. Ezen vegyiiletek szerkezete ¢és glikozilaltsaguk foka igen kiilonb6zd
(NIKITINA et al., 2007). Elettani jellemzdik is igen véltozatosak. Gyogyaszati jelentdsége van még
az elézéekben felsoroltakon kiviil, az immunmodulald fehérjéknek (FIP) is (EL ENSHASY &
HATTI-KAUL, 2013).

A bazidiumos gombak zsirsavtartalma és egyéb zsirsav szarmazékai

Zsirsavaknak hivjuk azokat a karbonsavakat, melyek hosszabb, nyilt 1ancu, el nem dgazo,
telitett vagy telitetlen alifas szénlancot tartalmaznak, melyek a névényi olajok és allati zsirok o
alkotoelemei (IUPAC, 1997). A zsirsavak altalaban kotott formaban vannak jelen, mint példaul a
foszfolipidek (foszforsav észterei) vagy a trigliceridek (a glicerin és kiilonb6zo zsirsavak észterei).
A zsirsavak a sejtmembranok legfontosabb alkotoelemei.

A zsirsavak vizsgalata, szamos termdtestes nagygomba esetében is fontos a biokémiai, a
taxonémiai ¢és a tdplalkozdstudomanyi aspektusai miatt. A zsirsav-Osszetétel fontos
hatarozobélyege is lehet egy-egy gombafajnak (DIEz & ALVAREZ, 2001). A gombak lipidjeinek
feltérképezése és aranyuk meghatarozasa szamos tudomanyos munka témaja, termesztett és vadon
term0 fajokat egyarant vizsgaltak (ABUGRI et al., 2012). A gombak szaraztomegre vetitett zsirsav-
tartalma kifejezetten alacsony, 2-8% kozott valtozik (BARROS et al., 2007a).

A gombak sejtfalaban és sejtjeiben talalhatoak olyan zsirsavszarmazékok, melyek a
sejtmembranok épitékovei is. A kis mennyiségli zsirsav-frakcio viszont igen diverz, mivel

kiilonboz6 zsirsavakat (jelentdsebb mennyiségben: linolsav, palmitinsav és sztearinsav), emellett
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szamtalan zsirsav szarmazékot (mono-, di- és trigliceridek, szterinek, szterin-észterek ¢és
foszfolipidek) tartalmaz (MANzI et al., 1999). A linolsav az Gsszes zsirsav jelentds, kozel 65-75%-
at adja (LONGVAH & DEOSTHALE, 1998). A vadon termé gombakban kifejezetten magas a
tobbszordsen telitetlen zsirsavak aranya, de linolénsavat nagyon kis mennyiségben mutattak ki
kiilonb6zé gombakban (YILMAZ et al., 2006).

A zsirsav szintézis biokémiai utvonalan képzodnek azok a prekurzorok, melyek
végtermékeként a gombak jellegzetes aromaanyagait kapjuk, pl.: 1-oktén-3-olt, amelyet 0n.
,gomba alkoholként” definidl a szakirodalom (MAGA, 1981). Ezen komponensek aranya
bizonyitottan csokken a tarolas, f6zés és feldolgozas soran (LEE et al., 2009). A zsirsav-Osszetételt
a termesztés soran is befolyasolhatjuk, mivel a termesztési hdmérseklet hatassal van a kiilonb6z6
telitett és telitetlen zsirsavak képzodésére és aranyara (PEDNEAULT et al., 2006). Emellett az adott
gombafaj fejlédési fazisa soran mérhetd zsirsavaranyok is igen valtozatosak, pl.: a tejelégomba
(Lactarius spp.) fajok fejlédése soran a telitett zsirsavak aranya erésen csokken, mikdzben az

egyszeresen és tObbszordsen telitetlen zsirsavak aranya megnd (BARROS et al., 2007c¢).

Asvanyi anvagok a bazidiumos sombakban

Az els6 ismert tudomanyos kozlés ebben a témaban 1907-re datalhatd, melyet ZELLNER
kozolt konyvében, ezt kdvetden csak 1929-ben jelent meg a kovetkezd cikk, amely a tarka
feny6tinoru (Suillus variegatus (Sw.) Richon & Roze 1888) nyomelem Osszetételével és a
kiemelked6 Fe-tartalmaval foglalkozott (FRIESE,1929). A makrogombak asvanyi Osszetételével az
1970-es évek masodik felében kezdtek el behatobban foglalkozni, mivel a gombak asvanyi
anyagainak fiziologiajarol kevés ismeret allt rendelkezésre (DRBAL et al., 1975).

A gombak fémakkumulacidja tobblépcsds €s sokrétli mechanizmus, a baktériumok
antibiotikumokkal szembeni védekezéséhez hasonl6. A nehézfém-megkotés a kornyezeti
feltételekhez valo adaptacionak foghat6 fel, mert genetikailag szabalyozott, tobb enzim és fehérje
részvételével 1étrejovo bioakkumulacios folyamat (GADD, 1993).

A nehézfém ionok megkdtése fizioldogiai szempontbol kiemelt jelentéségli, mert a
nehézfém ionok az enzimeket és egyéb fehérjéket nem specifikusan géatoljak, igy a micélium
novekedés is gatlodna. A gombasejteken talalhatéak tigynevezett fémkotd-receptorok, melyek
aktivalasaval kiilonb6z6 fémkotd fehérjék termelodése indukalodik. Ezek egy része a sejtfalhoz
kototten helyezkedik el (a fémionok egy része a sejtfalban raktarozodik), a masik résziik pedig az
extracellularis enzimmekkel egyiitt miikodik, mivel a nehézfém ionok a lebontéenzimek
miikodését is gatolnak. Az extracellularis enzimrendszer védelmét szolgalja tovabba a szerves
savak termelése is (pl.: az oxalsav vagy citromsav), mert erds fémion-kotd tulajdonsagaik vannak,

de e mechanizmus fajfiiggé (MEHARG, 2003).
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Ha a nehézfém ionok bejutnak a sejtbe, a legegyszeriibb esetben efflux-pumpa segitségével
kilokédnek a kornyezetbe (CLEMENS & SIMM, 2003). Ha ez nem torténik meg, un. fitokelatin kezd
szintetizalodni (fitokelatin-szintaz segitségével), illetve a glutation (GSH) és a metallotioneinek is
képesek a fémionok megkdtésére. A megkotott fémionok a fitokelator és glutation molekulakrol a
vaku6lumba keriilnek és itt raktarozodnak. Ezen folyamatok teszik lehetdvé, hogy a termétestek
szervezeti karosodas nélkiil legyen képes nehézfémeket felhalmozni (GADD & SAYER, 2000;
SEREGIN & IVANOV, 2001; Pocsi et al., 2004).

A termdétestes nagygombak jelentés mennyiségben tartalmaznak kiilonféle mikro- és
makroelemeket (atlagosan 60-120 mg/g), de a kiilonb6z6 elemek koncentracidja a termétestekben
fajspecifikus (1. tablazat). Az elemosszetétel fligg tovabba a termbtest méretétdl és koratdl, illetve

az éghajlati viszonyoktol és a talaj elemdsszetételétdl is (DEMIRBAS, 2001).

1. tablazat — A gombak egyes makro és mikroelem-tartalma (ug/g sz.a.)

Mennyiség Jelent6s mennyiséget

Vegyjele (ng/g) tartalmaz6 gombafaj Hivatkozds
Makroelemek
Ca - kalcium 600 - 5000 Ganoderma lucidum
K - kalium 4000 - 51.000 Agaricus bisporus
Mg - magnézium 500 - 2000 Pleurotus ostreatus KALAC, 2013; VETTER, 2010
Na - natrium 100 - 500 Agaricus bisporus
P - foszfor 5.0-10.0 Lepista spp.
Mikroelemek
Co - kobalt 0.1-3.0 Agaricus arvensis
Cr - krom 0.88-5.8 Coprinus comatus GARCIAET AL, 2013
Cu-réz 10.0- 70.0 Macrolepiota procera
Fe - vas 30.0 - 150.0 Suillus spp. FALANDYSZ & BOROVICKA, 2013
Mn - mangan 5.0-60.0 Agaricus spp.
Se - szelén 0.01-20 Agaricus bisporus REZANKA & SIGLER, 2008
Zn - cink 25-240 Leccinum scabrum FALANDYSZ ET AL., 2007
Nehézfémek
Al - aluminium 8.5-365.0 Amanita rubescens RUDAWSKA & LESKI, 2005
As - arzén 0.26 - 15.9 Thelephora terrestris SLEJKOVEC ET AL., 1997
Cd - kadmium 0.16 - 101.0 Agaricus macrosporus
Hg - higany 0.08 - 8.05 Agaricus bitorquis CoccHIET AL, 2006
Ni - nikkel 1.0-15.0 Laccaria amethystina KALAC, 2013
Pb - 6lom 0.54-10.6 Calvatia utriformis COCCHI ET AL., 2006

A jelentds fémakkumulaciés képesség, a gombak kiilonleges tulajdonsdga, melynek
hasznossaga (fontos nyomelemek, pl.: Se, Cr, Fe) mellett a veszélyei (mérgezd fémionok, pl.: Cd,
Pb, Hg, As) is fennallnak (VETTER, 1994). A vadon termé gombafajok mikroelemtartalma
altalaban magasabb a termesztettekénél, viszont szdmos és jelentés mennyiségli nehézfémet is
tartalmazhatnak (a nehézfémmel szennyezett teriileteken gyiijtott termétestekben ez altalanos)
(Koita et al., 2012). Meglep6 volt, mikor ZRODLOWSKI (1995) vizsgalatai soran a nehézfém
mennyiség csokkenésrdl (kdzel 30-40%) szamolt be a gombatermdtestek mosasat és tisztitasat

kovetden.
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A gombak kiemelkedé makroelem tartalmuak, jellemzéen a kalium (K), a magnézium
(Mg), a kalcium (Ca), a foszfor (P), illetve a réz (Cu), a vas (Fe), a cink (Zn) mikroelemek
mennyisége jelentds, ezek adjdk a hamutartalom 65-70%-at vagy akar nagyobb részét is
(MATTILA et al., 2001). A kalium tartalom kKiemelkedik a csoportbol, mivel a hamu 45%-at teszi
Ki. A natrium és kalcium-tartalom kdzel azonos mennyiséget tesznek ki a gombakban.

Egyes mikro- és nyomelemek (pl.: a szelén — Se; a vas — Fe, a réz — Cu) a gombakban
nagyobb koncentracidban vannak jelen, mint a zoldségekben és gyiimolcsokben. Kiemelkedd a
mangan (Mn), a cink (Zn), a krom (Cr) és szelén (Se) tartalom, hiszen e nyomelemek rendkiviil
fontosak az emberi anyagcsere normalis milkodéséhez. A napi ajanlott beviteli mennyiség
manganbol 2-4 mg, cinkbdl 15 mg, krombol 200 pg és a szelénbdl 100 ug (RAYMAN, 2008).
Megallapithatod, hogy a rendszeres gombafogyasztdssal minden mikroelemet és nyomelemet

biztosithatunk a szervezet szamara.

A bazidiumos gombak vitamin-tartalma

A kutatasok alapjan a gombakra vitaminforrasként is tekinthetiink, mert szamos olyan
vitamint tartalmaznak megfeleld6 mennyiségben (kiilondsen B-vitaminokat), amelyeket kiilsd
forrasbol kell bevinni az emberi szervezet szamara (BREENE, 1990). A korabbi kutatdsok csak az
egyes vitaminok jelenlétének kimutatasara korlatozodtak, majd a technikai hattér fejlddésével a
kis mennyiségben jelen 1évd fontos vitaminok kvantitativ mérése is lehetové valt.

A vitaminok egyes képviseldi antioxidansok is, a C-vitamin a szabadgyokok lekotését
végzi, az E-vitaminnak a lipidperoxidacié gatlasaban van szerepe (CHEw, 1995; LU et al., 2008).
Az egyes vitaminok mennyisége a gombakban igen sok tényezd fliggvénye: fajspecifikus és
term6helyi adottsagok is er6sen befolyasoljak.

A gombak és a zoldségek kozott a csiperkének és a laskagombénak a legkiemelkeddbb a
riboflavin-tartalma (FURLANI & GODOY, 2008). A gombak legnagyobb mennyiségben B2- és Bs-
vitamint, illetve folsavat tartalmaznak, melyek mennyisége 1,8-5,1 mg/g (B:); 31-65 mg/g (Bs) és
0,3-0,64 mg/g (folsav) kozott valtozik (MATTILA et al, 2001). A Ba-vitamin elsdsorban a
szénhidratok energiava alakitasaban jatszik jelentds szerepet, de hozzajarul a redox-homeosztazis
fenntartasahoz is. A glutation redukcié koenzimjeként fejti ki hatasat, ezaltal a glutation-reduktéaz
aktivitasat segiti; amennyiben riboflavin-hiany 1ép fel, a vorosvérsejtek antioxidans védelme
csokken (ASHOORI & SAEDISOMEOLIA, 2014).

Az egyik legtobbet kutatott a vizoldékony C-vitamin, jelenlétét szamos ehetd gombafajban
kimutattak. A vadon termé sarga rokagomba (Cantharellus cibarius Fr. 1821) kozel 1 mg/g-ot

tartalmaz (szaraztomegre vetitve).
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Egyes szakirodalmak ennél is magasabb értékeket emlitenek, de ezek kiilonbozd, nem
cheté szaprotrof és mikorrhizas fajokra vonatkoznak (GRANGEIA etal., 2011). A gombak C
vitamin-tartalma friss tomegre vetitve elenyészonek mondhato, atlagosan 16,5 pg/g-ot
tartalmaznak (MATTILA et al., 2001). A zoldségfélékben ennek a sokszorosa talalhatdo meg, a
legkisebb C-vitamin mennyiséggel biro zoldségek is béven a duplajat tartalmazzak
(pl.: a csicsoka 40 pg/Q).

A gombék a B-vitamin csalad nagy mennyiségli tagjain kiviil, jelentds koncentracioban
tartalmaznak D- ¢és E-vitamint. Mindkettd zsirban old6d6 vitamin, igy els6sorban a
membranlipidek védelmét hivatott szolgalni. Az ,,E-vitamin” kifejezés nem fedi le kelléképpen
ezt az anyagcsoportot, de gyakran hasznaljuk a kiilonb6zd tokoferolok és tokotrienolok leirasara.
Jellemzden kromangytriit és izoprén oldallancokat tartalmaznak (KAMAL-ELDIN & APPELQVIST,
1996). Kiilonbozé gombakbdl (pl.: Agaricus bisporus, Paxillus involutus (BATSCH) Fr. 1838,
Pisolithus arhizus (Scopr.) Rauschert 1959, Boletus edulis (BuLL.) Fr. 1782, Cantharellus
cibarius, Marasmius oreades (BOLTON) Fr. 1836) sikeresen izolaltak és kvantifikaltak kiilonb6z6
tokoferolokat (a-, B-, vy-, 8-), de jelenlegi ismereteink szerint e fajok tokotrienolokat nem
tartalmaznak (BARROS et al., 2008a; 2008b, HELENO et al., 2010). A gombak atlagos tokorefol
tartalma 0,002-2 pg/g kozott valtozik. A kiilonb6zé tokoferolok aranya valtozd egyes
nemzetségeken beliil is, de altaldban az a- és y-tokoferolok mennyisége nagyobb (GRANGEIA et
al., 2011). Az ember szamara az egyik legfontosabb vitamin, a D-vitamin (kolekalciferol, D3),
mely szamos létfontossagu anyagcsereutat befolyasol, illetve a Ca-forgalmat is szabalyozza

(3. abra). UV-sugarzas hatasara termelédik 7-dehidrokoleszterin jelenlétében.

HO™ HO™"

3. abra — Az ergocalciferol (D.-vitamin) és a kolekalciferol (Ds-vitamin) molekulak

és szerkezetiik kiilonbsége (Forras: http://www.chemspider.com)

A ndvények nem tartalmaznak D-vitamint, a legjobb forrasa a halak, a maj és a gombak. A gombak
az ergoszterolbol szintetizdloddo D»-vitamint (ergocalciferol) tartalmazzak, melynek szintje
UV-sugarzassal — akar leszedés utan is — ndvelhetd. A vadon termd fajok atlagosan 3-7 mg-ot

tartalmaznak szaraztomeg grammonként (KALAC, 2009; SZABO et al., 2012).
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A Do-vitamin tartalom a gombékban szamos tényez6é fliggvénye, meghatarozo a faj és a
fejlettség valamint az, hogy az adott gombafaj termesztett vagy vadon termé-e (MATTILA et al.,
1994). A gombak D,-tartalmat UV besugarzassal nagymértékben lehet novelni, féleg, ha az adott
gombafaj magas ergoszterol tartalmia (TEICHMANN et al., 2007). A D»-vitamin a vas-ionnal
katalizalt lipidperoxidaciotél védi a sejteket ¢és kdlcsonhatasban van a membranalkoto

ergoszterolokkal és koleszterinnel (WISEMAN, 1993).

A bazidiumos gombak bioaktiv anyagai

Az azsiai kultaraban (pl.: Kina, Korea, Japan) kitiintetett helye van gombak termesztésének
¢és fogyasztasdnak, ismerték és hasznaltdk a kiilonb6zd gombakat gydgyhatdsaik miatt iS. A
gombak kettds célt szolgaltak, tdpanyagaik révén értékes taplalekként fogyasztottdk, illetve
gyogyhatasu anyagaikat a gyogyaszatban alkalmaztak (CHANG, 1996). A gombak ilyen célu
felhasznalasa egyedi volt a vildgon, manapsag a tradicionalis gyogyaszat, a gyogyndvények €s
gyogygombak felhasznalasa a reneszanszat éli (CHANG & MILES, 2008).

A Basidiomycetes osztalyban szamos olyan nagygombafaj talalhat6, melyeknek
gyogyhatasu komponensei ma is kutatasok targya, pl.: a shiitake (Lentinula edodes) lentinanja
vagy az ilé gyaszos-csészegombabol (Pseudoplectania nigrella (PERS.) Fuckel 1870) izolalt
plectasin (MYGIND et al., 2005; INA et al., 2013). A gombak hatalmas potencialjat éppen a
masodlagos metabolittermeld képességiik jelenti. Kutatasok igazoltdk, hogy biokémiai iton foként
ezek a szervezetek képesek ilyen specialis anyagok (toxinok, antibiotikumok, kelatorok, stb.)
eléallitasara (KELLER et al., 2005).

A szekunder metabolitok termelése elsGsorban kompeticiés elényt jelent mas
mikroorganizmusokkal szemben, emellett olyan hasznos vegyiiletek, mint az antioxidansok, a
stressztlirést, illetve a nehézfémkelaciot segithetik. Szamos biologiailag aktiv komponenst
tartalmaznak a termétestek, a tenyésztett micéliumok és a folyadékkulturas tenyészetek egyarant.
A nagygombak micéliumai, folyadékkultiraban tenyésztve folyamatosan képesek szekunder
metabolitok eldallitdsdra, melyek mindségét és tipusat a koriilmények valtoztatdsaval lehet
beallitani, egyfajta bioreaktoros tenyésztés formajaban (HATVANI, 2007).

Gyogyaszati szempontbol a legnagyobb érdeklédés a gombak kiilonb6z6 poliszacharid
szarmazékai irant van, ezek hosszii lanci és nagy molekulatomegii glilkdnok és konjugalt
szarmazékaik. Kifejezett és bizonyitott immunmodulalé hatastiak, melyek szamos immunhidnyos
allapot (pl.: diabétesz, allergia, asztma) esetében bizonyultak hatékonynak (SMITH et al., 2003; Kim
et al., 2005; RouPAs et al., 2012). WASSER 2002-ben publikalt dsszefoglaldo cikkében 182
nemzetségbdl szarmazo 651 gombafaj poliszacharid frakcidjara vonatkozd adatokat gytjtotte

0ssze.
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A bemutatott f0 irany mellett a gombdkban talalhaté valtozatos szerkezetii egyéb szekunder
metabolitok (tobbek kozott kis molekulasilyd aminosav szarmazékok, fenoloidok,
flavonoidok, szteroidok, triterpenoidok, poliketidek) iranti érdeklédés is folyamatos, mivel
szamos koziiliik hasznos bioaktivitasi (DE SILVA et al., 2013). Ezen anyagok vizsgalata és

hatasmechanizmusuk megismerése a jelen, de foként a jovo feladata.

Bazidiumos gombak gyogyhatasu készitményei

Napjainkban a Fold lakossaganak kozel 80%-a hasznal valamilyen novényi alapanyagi
gyogyszert vagy taplalekkiegészitdt az egészségének megdrzése érdekében (RAMARATHNAM et
al., 1995). Az ilyen készitmények fogyasztasa egyre novekvoé piacot jelent, mind Eurdpaban, mind
pedig az USA-ban (CHANG & MILES, 2008).

A gombakkal torténd gyodgykezelés (mikoterapia) viszonylag 0j jelenség a nyugati
orszagokban, az korabban emlitett tavol-keleti orvoslasban a gombak gyodgyszerként torténd
hasznositasa mindennapos volt (LELLEY, 1999; VETTER, 2000). A novényi készitmények felfutasat
természetszeriileg kovette a gombakbol késziilt gyogykészitmények hasznalata is, mivel

»egzotikus” mivoltuk és egyre konnyebb beszerezhetdségiik vonzo volt a fogyasztok szdmara.

A gombakivonatok és porok alkalmazasa évrél évre novekvo tendenciat mutat, melyet az
cladasi statisztikak is megerdsitenek, 1999-ben megkozelitéleg 6 milliard $ volt a forgalom, mely
2010-re kozel 2,5-szeresére nott (CHANG & WASSER, 2012). A gombak 700 fajardl bizonyosodott
be, hogy gyogyhatasu, emellett 20-25 nagygombafajrol deriilt ki, hogy alkalmasak egyes
betegségek kezelésére, s6t termesztésiik is megoldott (WASSER, 2004; CHANG & WASSER, 2012).

A szakirodalmban szamos kiilonb6z6 bioaktiv hatasrol szamoltak be, tobbek kozott:

e antibakterialis (HATVANI, 2007),

e antiviralis (GREGORI et al., 20007),

e tumorgatld (ZHANG et al., 2007) és

e antioxidans (LI et al., 2012 ) hatasokrol.

A bioaktiv hatasok kozott kell emliteni az un. sporaallergiat is, mely leginkabb a
termesztett gombaknal fordulhat el6. Ez foként a Pleurotus fajok termesztését érintd probléma,
bar mas fajok esetében is leirtak (pl.: Agaricus bisporus, Lentinula edodes), de a steril
szubsztratum nem okozott eddig ilyen tiineteket (TARVAINEN et al., 1991; CHANG & MILES, 2008).
A Basidiomycetes osztaly makroszkopikus tagjaibol még szamos bioaktiv anyagot lehet a jovében
IS izolalni, mivel a feltételezetten a 1étez6 makrogombafajoknak csupan kisebb részét ismerjiik

(HAWKSWORTH, 2001).
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A gyogyhatas altalaban tapasztalati Gton torténé megismerése akar veszélyeket is rejthet,
hiszen sok vegyiilet egyeseknél allergias tiineteket okozhat, mar akar 0,1 mg-os mennyiségben is.
Ezért a gombak bioaktiv anyagainak kutatdsa nem csak mikologiai, de egészségiigyi szempontbol
is nagy jelent6ségli (HEGDE et al., 2002) .

A tradicionalis gyodgyaszatban leginkabb hasznalt gombanemzetségek: Auricularia,
Flammulina, Ganoderma, Grifola, Hericium, Lentinus (Lentinula), Pleurotus, Trametes
(Coriolus), Schizophyllum és Tremella. Szamos ehet6 faj gyogyhatast, de sok gyogyhatasi faj
ehetetlen (Ganoderma spp. Inonotus spp.), igy azok csak tea vagy por formajaban fogyaszthatoak
(MizuNo, 1995).

2.4.Szabadgyokok és antioxidansok

Az oxidativ stressz és a szabadgyokok tipusai

Az oxigén (O2) minden aerob szervezet szamara l1étsziikséglet, az oxigén felhasznalasa és
szerepe igen sokrétli, a baktériumoktol a ndovényeken at az emberig. Az O.-alapt élet a
mozgatorugdja a redox-homeosztdzis (szabadgyok-antioxidans egyensuly) kialakulasanak
(4. MELLEKLET), mely az ¢él6 szervezeteket védi a szabadgyokok karos hatdsaitol. A redox-
homeosztazis, sok elembdl felépiild, tobb anyagcsereutat érintd, kiilsé forrasokbdl is szarmazo,

egymast kiegészitd és egyensulyi allapotban tarto molekuldk Gsszessége.

Az oxigén szamos biokémiai folyamat mitkodésének kulcsa is. A fiziologias koriilmények
kozott keletkezé szabadgyokoket (mas néven prooxidansok) természetes enzimatikus és nem
enzimatikus (kornyezetb6l felvett antioxidans) vegyiiletek szabalyozzak. A szabadgy6kok olyan
molekulak vagy molekularészletek, melyekben parositatlan elektron vagy elektronok vannak,
legfobb jellegzetességiik, hogy erds elektron akceptorok, ebbdl adodik a magas redoxpotencialjuk.
A szabadgyokok tobb kiilsd, illetve fiziologias forrasokbol keletkezhetnek (HALLIWELL ES

GUTTERIDGE, 1984).

crer

peroxiszomakbol, a citokrom Paso-bdl és egyéb sejtkomponensek miikodése soran képz6do tun.
reaktiv oxigéngyiokok (ROS). A légzési lancban felhasznalt O, 1-4%-a alakul at Gn. szuperoxid
anionna (O2"), mely tovabbi utvonalakon, mas szabadgyokok képzOodését is indukalhatja
kiilonb6z6 reakciok soran (VALKO et al., 2007). A szuperoxid anion lehetséges tovabbalakulasait

a 4. abran mutatom be.
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0,° +2H - 0, + H,0, (SOD katalizis)
0,°"+H,0, 2> 0, + OH® + OH- (Haber-Weiss reakcid)
0,"" 0, + Hem Fe*? > 0,°-+ Hem Fe*®* (Hem oxidaci6)

0,° -+ H,0, + M™ 2 0O, + OH* + OH-+ M"*! (Fenton-reakci6)
M™ (Cut, Fe?, TP?*, Co?*); M™! (Cu?*, Fe?*, Ti**, Co®*)

0,° + NO* - 20NOO" (Peroxi-nitrit képzédés)
4. abra — A szuperoxid anion tovabbalakulasai (Forras: CANO-EUROPA et al., 2015)

A masik csoportba tartoznak a RNS-ek (nitrogén eredetii szabadgydkok), melyet az
endotelialis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) termel (az érmiikodésben van jelentds szerepe). Az
RNS termelést az eNOS enzim kofaktoranak hianya indukalja, mivel ilyenkor szuperoxid-aniont
(0O27) termel. A nitrogén-monoxid képes reakcioba 1épni a szuperoxid-gyokkel és peroxinitrit gyok
(ONOO™) képzodik. A peroxinitrit is igen reakcioképes, ezaltal lipidperoxidaciot, DNS
mutaciokat, fehérje szerkezeti valtozasokat indukalhat. Veszélyessége abban nyilvanul meg, hogy

nagyobb koncentracioban nekrézist okoz (HUIE & PADMAJA, 1993).

A harmadik csoportot alkotjak azok a molekulak, amelyeknek nincsen parositatlan
elektronjuk, de igy is nagyon reaktivak. Ide tartoznak a hidrogén-peroxid, a kiilonb6z6 szerves-

peroxidok, az 6zon és a hipoklorsav is.

Az eddigiek alapjan korvonalazodik, hogy a szervezet belsé szabadgyokképzodése és a
kiils6 forrasokbol (UV sugarzas, dohanyfiist, kipufogdgazok, xenobiotikumok, egyéb mérgezo
anyagok, stb.) szarmazé szabadgyokok jelentOsen terhelik a redox-homeosztazis fenntartd

rendszerét (YOUNG & WOODSIDE, 2001).

A redox-homeosztazis oxidativ folyamatok felé valo eltolédasat hivjuk oxidativ stressznek,
ekkor a védekezd mechanizmusok nem képesek ellatni a védelmi funkcidikat (nem megfeleld
taplalkozas — vitamin tuladagolas, Met-, Cis-hiany) vagy nagyon nagymértékii a ROS és RNS
termel6dés (SIES, 1997). Ennek egyik kovetkezménye lehet az un. lipidperoxidacio, melynek
hatasara a sejtek membranja kilyukadhat és ezzel parhuzamosan a lancreakcioszerii folyamatok
DNS mutaciokhoz és fehérje karosodashoz vezetnek. Mindezek végiil a kiilonb6zé raktipusok,

érrendszeri és idegrendszeri rendellenességek kialakulasat segitik el6 (FOYER & NOCTOR, 2005).
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A szabadgyokok azonban nemcsak karosak, hanem hasznosak is, mivel szamos fiziologiai
folyamatot szabalyoznak. Tobbek kozott a jelatviteli folyamatokat (BOYD & CADENAS, 2002), a
sejtmiikodést (DROGE, 2002), a sejtosztodast (BURDO, 1996), az egyes gyulladasos folyamatokat
(WARD et al., 1988), s6t a sejthalalt (CHEN et al., 2007) is. A novények Gn. oxidativ ,,robbanassal”
védik magukat a ndvényi patogénekkel szemben és az immunrendszeriink egyes sejtjei pedig

szabadgyokok termelésével védekeznek a baktériumok és virusok ellen (ROSEN et al., 1995).

A lipid peroxidacio

A fennallo fiziologias oxidativ stressz egyik lehetséges kovetkezménye a membranlipidek
szabadgyokok altali karositasa, melyet lipidperoxidacionak neveziink (emellett kdozvetlen DNS
mutalodas és fehérje karosodas Iéphet fel, mely végiil a szovet karosodasahoz vezet). A
lipidperoxidacié azért fontos témakor, mivel normal fiziologias koriilmények kozott is végbe
megy, de igen lassu folyamatként (6regedés) (RIKANS & HORNBROOK, 1997). A szabadgyokok
legkdnnyebben a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat képesek megtamadni, emellett a folyamat
lancreakcioszeri szabadgyok képzddéssel is jar. A lipidperoxidacio harom jol elkiilonithetd

szakaszbol all (HALLIWELL & CHIRICO, 1993).

Az elsé szakasz az inicidcio, amelyen a szabadgyokos tamadast értjiik, ahol a lipid
molekulabodl lipidgyok képzddik, ez torténhet szabadgyokos reakcioval vagy atmeneti fémek (Cu,

Fe) hatasara is.

A masodik szakaszban (propagacié) a Iétrejovo lipidgyokok az oxigén molekulakkal
1épnek kapcsolatba és lipid-peroxilgyokok keletkeznek, ami tovabbi gyokok képzodését indukalja

egy lancreakciohoz hasonloan.

A terminacié szakaszaban a lipid-peroxilgyok egy hidrogént von el a kdzeli molekulatol
¢s lipid-hidroperoxidok képzédnek. Ezek a molekulak csak latszolagosan stabilak, bomlasuk soran
szamos citotoxikus anyag képzddik, pl: aldehidek, 8—epiprosztaglandin, arachidonsav ¢&s

kiilonbdz6 szénhidrogének.

A lipidperoxidaciot a taplalkozés befolyasolja leginkabb, a bevitt antioxidansok, vitaminok
mind segitik a lipidperoxidacid6 megakadalyozasat, de ugyanugy novelhetjiik is a kockazatot az
elenyész6 fehérjebevitel (f6leg a kén-tartalmi aminosavak hidnya), valamint a telitetlen zsirsavak

tulzott aranya révén (YIN et al., 2011).
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Antioxidansok

HALLIWELL ES GUTTERIDGE (1995) megfogalmazasa szerint, minden olyan anyag, amely a
célmolekula oxidaciojat késlelteti, megakadalyozza vagy a fellépd karosodast helyredllitja,
antioxidansnak tekinthet. A szabadgyokok okozta karosodasokkal szemben Osszetett, integralt
védelmi rendszer alakult ki a szervezetben, mely biztositja a biomolekuldk védelmét. Ez teszi
lehetévé, hogy a fiziologidsan sziikséges szabadgyokos reakciok kontrollalt koriilmények kozott
mehessenek végbe. Ennek egyik alapfeltétele a szovetek alacsony O»-tenzioja (BENZzIE, 2000). A

védelmi rendszer harom részb6l all:

e azelsd, olyan antioxidansokat jelent, melyek képesek megeldzni a szabadgyok képzddést;

e amasik csoport, olyan vegyiileteket jelol, melyek képesek a szabadgyokoket lekotni, illetve
a lancreakcidkat megszakitani,

e aharmadik csoportba pedig azon vegyiiletek sorolhatoak, melyek a karosodott molekulakat
képesek helyreallitani.

Az antioxidansok szamos szempont alapjan csoportosithatdak, mint példaul a polaritas (hidrofil-
hidrofob), a forras (endogén-exogén), a tipus (enzimes-nem enzimes), stb. A csoportositasok
részben atfeddek, igy egy-egy antioxidans vegyiilet tobb helyen is szerepelhet. Az altalam is
hasznalt felosztasban (5. abra) - a tipus szerinti osztalyzas - lehet legjobban bemutatni a védelmi

rendszer legfontosabb tagjait.

[ Antioxidansok ]
Kis molekulastlyu
/\ antioxidansok
(glutation, hugysav,
billirubin)

Enzimatikus Nem-enzimatikus
antioxiddnsok antioxidansok

Karotinoidok
(B-karotin, likopin, lutein,

zeaxantin)
Antioxidans kofaktorok

(koenzim-Q)
Szerves kénvegyiiletek
Elsédleges enzimek Mdsodlagos enzimek
(SOD, kataldzok, glutation-|  (gliikéz-6-foszfat, dehidrogendzok, Vitaminok
peroxiddz) glutation-reduktaz (A-, C-, E-, K-vitamin)

Asvényi anyagok
(Zn, Se)

Fenoloidok
Flavonok 7 Flavonoidok — \
K ‘ Fenolos savak

Antocianidinek és antocianinel

Flavonolok - 7
Flavanolok g :

Flavanonok

Fahéjsav szarmazékok || Benzoesav szarmazékok

5. abra — Az antioxidansok felosztasa (Forras: IANNITTI & PALMIER, 2009)
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Az enzimatikus antioxidansok a védelmi rendszerben az elsddleges (lanc-megszakitd) és
mivel elséként 6k 1épnek kapcsolatba a szabadgyokokkel. Ilyenek a glutation-peroxidaz (GPx), a
katalaz (CAT), a szuperoxid-dizmutaz (SOD) a glutation-reduktaz, a glutation-S-transzferaz és a
gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz enzimek, melyek a NADPH regeneralasaval tartjak fenn a redox-
homeosztazist (PANDOLFI et al., 1995; MATES, 2000). Ezen enzimek mindegyike a szuperoxid
anion és az ebbdl szarmazo toxikus intermedier termékek lekotését végzi. Az ehhez sziikséges
katalitikus aktivitasukat fém kofaktorok segitségével érik el. Ilyen kofaktorok a Cu, Fe, Mn, Se,
Zn. Ebbdl addédik, hogy a nem megfeleld dsvanyi anyag ellatottsdg oxidativ stresszhez vezethet
(ROBERTS et al., 2006). A glutation (tripeptid: Gly-Cis-Glu) is e rendszer fontos része, bar nem
enzim, de a fent nevezett glutation-enzimek ezt a vegyiiletet redukaljak. A glutationnak a
legfontosabb szerepe a xenobiotikumok lebontdsaban van, a lipidperoxidaciot kozvetleniil képes
megszakitani, emellett a xenobiotikumok megkotésével a majsejtekben csokkenti az oxidativ
stressz faktorokat. A glutation C-vitamin segitségével képes lekdtni a szabadgyokoket is
(ARMSTRONG, 1997). Az extracellularis tér védelmét egyes fémkelator fehérjék transzferrin,
laktoferrin, hemopexin, haptoglobulin, céruloplazmin, albumin, illetve az extracellularis SOD
latjak el. A mitokondrium els6dleges védelmét a koenzim-Q és a liponsav biztositja (SHAY et al.,
2009).

A masodlagos antioxidansok kozé szamos exogén (kiilsé forrasbdl szarmazo) vegyiiletet
sorolhatunk. Ilyenek a vitaminok, a kéntartalmu aminosavak, a nyomelemek, a fenoloidok, a
flavonoidok, a terpenoidok és a karotinoidok. A taplalékként szolgalo és egyéb felhasznalasu (tea,
fiiszer, stb.) novények ¢és gombdk tartalmaznak antioxidans hatdsu komponeneseket

(AsATIANI et al., 2010; KALYONCU et al., 2010).

Harmadlagos antioxidansoknak a javitdé mechanizmusokat végrehajto, illetve az oxidativ
karosodast szenvedett biomolekulakat eltavolito vegyiileteket nevezziik. Ilyenek a proteolitikus és
lipolitikus és a DNS-javitd enzimek, illetve a metioninszulfoxid-reduktaz is (SIES, 1997). Az
oxidativ kérosodas mértékét jelentdsen csdkkenthetjilk antioxidans hatast taplalék-kiegészitok
fogyasztasaval is. A gombékban taldlhatd kiilonboz6 anyagok, féleg fenolos vegyiiletek,
tokoferolok, vitaminok ¢és karotinoidok mind-mind segithetnek az oxidativ stressz mérséklésében
(ELMASTAS et al., 2007; BARROS et al., 2008d). A nem j6l, vagy a nem megfelelé dozisban
alkalmazott antioxidansokat tartalmazo taplalék-kiegészitOk szedésénél is szdmolni kell a
prooxidacio kialakulasaval és karositd hatdsaval. A szervezetbe valo tlzott beviteliik esetén az
antioxidansok maguk is prooxidansokka valhatnak és hasonloan a szabadgyokokhoz a szervezet

karosodasahoz vezethetnek (DECKER, 1997).
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Fenoloidok és flavonoidok

A fenoloidok az egyik legnagyobb anyagtorzs a VAGUJFALVI-féle biogenetikai rendszerben
(1990). Szamos ndvény tartalmaz kiilonbdzo fenoloidokat vagy azok szarmazékait. Ez az
anyagtorzs igen valtozatos, mivel telitettségben, a fenolos hidroxil csoportok elhelyezkedésében
¢s szamaban nagyon kiilonboznek, emellett képesek polimerizaldodni (polifenolok, cseranyagok,
tanninok) is. A fenoloidok tovabbi csoportokra oszthatbak, a szénatomok szama, a
hidroxilcsoportok szama, kémiai felépitésiik (mono-, di-, oligo-, poli-) vagy a szénvazhoz
csatlakozo szubsztituensek alapjan, st biologiai aktivitas szerint is rendszerezhet6ek (HAN et al.,
2007). A szénatomok szama alapjan 12 nagyobb csoportba sorolhatoak, melyek tovabbi
anyagosztalyokat tartalmaznak (5. MELLEKLET). A fenolos vegyiiletek kiilonboz6 zoldségekben,
gyimolcsokben €s mas élelmiszer forrasként hasznosuld névényi termékben (pl.: tedk, fiiszerek,
magvak, stb.) talalhatdoak. Szamos ide tartozo vegyiiletnek kisérletesen igazolt bioaktiv hatasa van.
Jelenlegi ismereteink szerint 8000 koriil mozog a fenolos vegyiiletek szama, ebb61 megkozelitdleg
4000 flavonoid (BRAVO, 1998). Antioxidans hatasukat elsGsorban a fenolos hidroxil
csoport(ok)nak, illetve a gytiriis szerkezetb6l adodo specialis kotés szerkezetiiknek kdszonhetik
(RICE-EVANS ET AL., 1996). A polifenol-tartalom korrelal az antioxidans aktivitassal, ezt a
novények esetében bizonyitottdk (VELIOGLU ET AL., 1998). A fenoloidok felépitését erdsen
befolyasolja a keletkezésiik helye. A természetes fenoloid vegyiiletek végtermékekként
halmozddnak fel a sejtekben. A fenoloidok szintézise kiilonb6z6 anyagcsere-utvonalon valosulhat

meg:

e a sikimisav (szukcinil-benzoat) anyagcsereuton, itt képzédnek a fenilpropanoidok és
szarmazékaik (Cs-C3);
e 3z acetat-malonat, mas néven poliketid Gtvonalon, ahol a fenilpropanoid oldallancok és

kiilonb6z6 kinonok képzddnek, tobbek kdzott a flavonoidok (Cs-C3z-Ce)

A gombakban elsddlegesen a sikimisav Gtvonalon termel6dnek a fenolos savak (és ezek
szarmazékaik), aromas aminosav prekurzorokboél (fenil-alanin, triptofan, tirozin). Megjegyzendo,
hogy ez az anyagcsere-utvonal csak a novényekben, gombakban és egyes baktériumokban
talalhato meg, az allatokban és az emberben nem (RICE-EVANS ET AL., 1996). Az itt termel6do
fenoloidok két csoportra, a fahéjsav-szarmazékokra, illetve a benzoesav szarmazékokra
oszthatoak. A fenoloidok az egyik legérdekesebb csoport, mar csak azért is, mert a legtobb
gombaban talalhatoak ilyen vegyiiletek (2. tablazat). A szakirodalomban szamos cikk foglalkozik
a fenoloidok és flavonoidok Osszmennyiségével és azok antioxidans aktivitdsaval a kiilonb6zd

gombafajokban (JAYAKUMAR et al., 2011; HELENO et al., 2015).
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Ezek a vegyiiletek kifejezetten erds gyokfogd aktivitasuak, emellett inhibitorok is a redox-
homeosztazisban. VAZ et al., (2011) 17 gombafajt vizsgalt, ebb6l 12 volt ehetd faj, a vizsgalatok
soran négy fenolos sav (protokatechin, p-hidrobenzoesav, p-kumarin és fahéjsav) meglétét és
mennyiségét mérték, a legnagyobb koncentracidban, a majgombaban (Fistulina hepatica
(SCHAEFF.) With. 1801).

Ezzel a cikkel parhuzamosan jelent meg masik figyelemremélté munka, melyet PALACIOS
etal. (2011) jegyez, ahol nyolc kiilonb6z6 gombafajt vizsgaltak, hat vadon termd és két termesztett
fajt. Az eredményekbdl kiindulva a s6tét trombitagomba (Craterellus cornucopioides (L.) Pers.
1825) kiemelkedé mennyiségben tartalmazott myricetint, mig a Cantharellus cibarius szamottevo

kavésavat és katechineket.

2. tablazat — A gombakban leirt egyes fenoloid vegyiiletek és mennyiségiik (Forras: Kim et al., 2008;
FERREIRA et al., 2009)

Fenolos komponens Mennyiség (ug/g) Gombafajok

Benzoesav szarmazékok

Benzoesav 20 - 500 Agaricus blazei, Sparassis crispa, Phellinus linteus
Galluszsav 2-21 Lactarius deliciosus, Pleurotus sajor-caju
Gentizinsav 40 - 50 Macrolepiota procera, Pleurotus spp.
p-hidroxi-benzoesav 6-263 Agaricus bisporus, Lentinula edodes
Pirogallol 15 - 450 A. bisporus, Flammulina velutipes, A. blazei
Protokatechusav 14-96 A. bisporus, L. edodes
Vanillin ~5 lonotus obliquus
Vanillinsav 5-10 P. sajor-caju, Lactarius sangifluus

Fahéjsav szarmazékok

Fahéjsav 1-5 A. bisporus, L. edodes
Ferulasav 10-20 L deliciosus, P. sajor-caju
Homogentizinsav 16-51 Pleurotus ostreatus, F. velutipes
Kavésav 10-20 F. velutipes, P. linteus
Rezveratrol 5-20 S. crispa, 1. obliquus
Sziringsav 5-25 Pleurotus djamor, P. sajor-caju
Flavonoidok
Katechin 5-20 L. edodes, A. blazei
Kaempferol 7-55 S. crispa, Ganoderma lucidum
Kvercetin 25-50 F. velutipes, A. blazei
Miricetin 20-30 P. ostreatus, A. bisporus, A. blazei
Naringin 10- 40 P. ostreatus, Pleurotus eryngii

Az egyik legatfogobb munka Kindbol szarmazik, mely soran 43 ehetd gombafajt vizsgaltak
hét kiilonboz6 antioxidans aktivitast meghatarozé modszerrel. Nagymiiszeres vizsgalatok soran
tiz kiillonbozé fenoloid szarmazékot mértek, tobbek kozott gentizinsavat, vanillinsavat és
sziringsavat. A legnagyobb aktivitast a Boletaceae csaladba tartozo gombak mutattak, amellyel

Osszhangban itt mérték a legtobb fenoloidot is (ISLAM et al., 2016).
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Megemlitendé még, FERREIRA et al., (2009) 6sszefoglald cikke, mely az 1980-as évektdl
kezdve mutatja be a gombakra vonatkozd antioxidans kutatas eredményeit. Ezeknek a
vegylileteknek elsddlegesen antioxidans tulajdonsagaik vannak, de emellett mas bioaktivitast is
leirtak, példaul bakteriosztatikus, rakellenes, gyulladascsokkenté hatasokat is (CAROCHO &
FERREIRA, 2013).

A sikimisav Gtvonalon termelédé fenil-propanoidokbol az acetat-malonat anyagcsere titon
kinonok képzddnek, melyek dsszekapcsolodasabol flavonoidok keletkeznek. Az utobbi években
olyan tudomanyos cikkek is megjelentek, melyek a gombak flavonoid tartalmat megkérddjelezik
(GIL-RAMIREZ et al., 2016). A szakirodalomban korabban is foglalkoztak ezzel a kérdéssel
(MATTILA et al., 2001). Az el6z6ekben bemutatott szakirodalmi eredmények alapjan véleményem
szerint a gombak tartalmaznak flavonoidokat. Az, mar egy masik kutatas targyat képezi, hogy ez
a flavonoid mennyiség a gomba termétestben termelddott-e vagy esetleg a novényi szubsztratbol

szarmazik.

A bazidiumos gombak, mint antioxidans forrasok

Az elmult 20 évben az idéskori neurodegenerativ betegségekkel foglalkozo kutatasok 1
iranyvonal mentén haladnak. A kiindulds alapja az, hogy e betegségek kialakuldsat reaktiv
szabadgyokok indukaljak (VAN HORSSEN et al., 2011). Ennek alapjan keresnek a kutatok 1j,
antioxidans hatasa vegyiileteket, illetve vizsgaljadk az ismert antioxidansok pontos
hatasmechanizmusat (UTTARA et al., 2009). Szamos természetes forrasbol, foleg névényekbdl
(fliszerek, gabondk, gyogynovények, gyiimolcsok, olajos magvak, zoldségek, stb.) izolaltak
sikerrel antioxidans hatasu anyagokat az elmilt évszazadban (RAMARATHNAM et al., 1995). Az
antioxidans vegylletek kutatdsa a mikologia teriiletén dolgozé kutatok figyelmét is felkeltette.
Napjainkban szamos publikacidé foglalkozik a termesztett és vadon termd gombakbdl készitett
kivonatok antioxidans hatasaval, amelyet f6leg ,,in vitro” vizsgalatokkal igazolnak (ELMASTAS et
al., 2007). A gombakivonatokat kiilonb6z6 antioxidans vegyiiletekkel hasonlitjak Ossze, ezek
lehetnek természetes (pl.: A-, C-, E-vitamin, galluszsav, stb.), illetve mesterséges antioxidansok
(butil-hidroxi-anizol - BHA vagy E320; butil-hidroxi-toluol — BHT vagy E321) is. A mesterséges
antioxiddnsokat foként az élelmiszeripar hasznalja, mivel zsirban jol oldédnak ¢és
megakadalyozzak az avasodas folyamatat. Egyes vizsgalatokban a gombakivonatok jobb
kelatképzo és antioxidans hatastiak, mint a mesterséges agensek (BAO et al., 2008). A vizsgalatok
kiterjednek a kivonatok antioxidans hatasaért felelds molekulainak meghatarozasara is. Az
antioxidans aktivitas szempontjabol a kiilonb6z6 fenoloid vegyiiletek (kiemelve a flavonoidokat),
a poliszacharidok, egyes vitaminok, a karotinoidok, az ergotionein, illetve a szelén a

legjelentdsebbek.
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Az ergotionein egy membrantranszportban jelentds, kéntartalmi aminosavakbol (cisztein,
metionin) és hisztidinbdl képz6do tiolvegyiilet, mely foként a majban, a szemben és a vérben van
jelen, de az emberi szervezet eldallitani nem képes, igy az csak a taplalékbol biztosithatod
(GRUNDEMANN, 2012). A biologiailag aktiv L-ergotioneint a bazidiumos gombak szamos
képviseldje termeli (GENGHOF, 1970). A szakirodalmi adatok alapjan 0,07-5,0 mg/g (szaraz
tomegre vetitve) kozott valtozik a gombak ergotionein tartalma. A termesztett gombak koziil a
barna kalapt csiperkék nagyobb mennyiségben tartalmazzak, mint a fehér kalapu tarsaik. A
shiitake, a laskagombak ¢és a fodros kaposztagomba (Sparassis crispa) termotesteiben tobb az
ergotionein, mint a csiperkékben, de e gombak kozott jelentés mennyiségi kiillonbséget nem
mutattak ki (DuBOST et al., 2006). Az ergotionein tartalmat befolyasolja a micélium kora, a
homérséklet, a pH, a szén és a nitrogénforras tipusa (LIN et al., 2015). Egy frissebb kutatasban tobb
gombafaj micéliumat és termotesteit vizsgaltdk, az eredmények alapjan a laskagombafélék
tartalmazzak a legtobb ergotioneint, mig a legkisebb mennyiséget a fafiilgombak, a csiperkék és a
taplofeélék termelik (CHEN et al., 2012) .

A természetben a szinanyagok jelentds részét a karotinoidok adjak, melyek az izoprénvazas
vegyiiletek k6zott az un. tetraterpének csoportjat képezik. Zsirban jol old6dé vegyiiletek, ebbdl
adodoéan a lipidperoxidaciot képesek gatolni, mint lancmegszakito antioxidansok. A
reaktivitasukat els6sorban a tetraterpénben I1€vé szénldnc hossza és a kettds kotések szama
hatarozza meg (BRITTON, 1995). A ndvényi eredetii élelmiszerekben tucatnyi karotinoid vagy
karotinoid-szarmazék talalhatd. A legjelent6sebbek az a-karotin, a B-karotin, a p-kriptoxantin, a
likopin ¢és a lutein. Ezen vegyiiletek provitaminként is jelentések, mivel az A-vitamin bel6liik
szintetizalodik. Az emberi szervezet a karotinoidokat sem képes szintetizalni (FIEDOR & BURDA,
2014). A gombak tetraterpén vegyiiletein elsésorban a B-karotint, a likopint és a luteint értjiik,
bar mas karotin szarmazékokat is meghataroztak gombakban. A gombatermétestek
karotinoidjainak feltérképezését CZECZUGA (1978a, 1978b, 1980) végezte el a 70-es évek végétdl
kezdve nemzetségrél nemzetségre haladva, atfogo képet adva a gombak ilyen tipusu vegyiileteirdl.
Ezen anyagok meghatarozasaval és mennyiségével szamos mas kutatas is foglalkozik, ezekben a
cikkekben tobbek kozott az Osszfenoloid és egyéb antioxidans vegyiiletek mennyiségét is
vizsgaljak (BARROS et al., 2007e; RIBEIRO et al., 2011). Csak a gombakra jellemz6 karotin-
szarmazékok is eléfordulnak, mint példaul a xerulin, a borostas gyokeresfiilokében (Xerula
melanotricha (DORFELT) 1979), vagy a melanocrocin, a valtozékony kocsonyaspofetegben
(Melanogaster broomeanus (BERK.) 1843) (KUHNT et al., 1990; AULINGER et al., 2001).

A szelén (Se) rendszama 34, nemfémes és az egyik bizonyitottan antioxidans hatast elem,

az emberi szervezetben a szelenoproteinek kofaktora (BIRRINGER et al., 2002).
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A nagy mennyiségii szelén toxikus (LDso: 37,3 mg/kg), de kis mennyiségben (mikroelemként, 13-

20 mg-ot tartalmaz az emberi szervezet) sziikséges a megfelelé miikodéséhez (DUMONT et al.,
2006). Az enzimes védekez6é rendszer nem képzelhetd el nélkiile, mivel a glutation-peroxidaz
(GPx) aktiv centrumaban helyezkedik el. A gombdk szdmos vegyliletbe képesek beépiteni a
szelént, mint példaul a szelenometioninba, a szelenociszteinbe, a Se-metil-szelenociszteinbe, de
eléfordul szelenitként, illetve poliszacharidokhoz kototten is (FALANDYSZ & BOROVICKA, 2013).

Az akkumulaci6 mechanizmusarol jelenleg még hidnyosak az ismereteink, de az mar
tudhato, hogy a terméhelyi sajatossagok (kdzettipus, fémszennyezés, nehézfém-szennyezettség)
erdsen befolyasoljak egy-egy elem feldusulasat a gombatermdtestekben (FALANDYSZ &
BOROVICKA, 2013). A szelén vegyiiletek mennyisége leginkabb a vadon term6 gombafajokban
kiemelked6. A termesztett gombak szelén-tartalmat az elemmel dusitott tapanyagon vald
termesztéssel is lehet novelni, ezaltal kikiisz6bolhetd a nem kivanatos egyéb toxikus elemek (Cu,
Hg, P, stb.) feldtisulasa is (BHATIA et al., 2013).

Ma mar szamos modszer 1étezik a szelén meghatarozashoz (FALANDYSz, 2013), illetve a
kiilonboz6 Se-modosulatok elvalasztasa és meghatarozasa is megoldott (DERNOVICS et al., 2002).
A termesztett gombakban talalhatdé Se-mennyiség (~1,5-2,2 pg/g a csiperkében és a
laskagombaban) elmarad a vadon termékéhez képest (~2,3-48 ug/g fajtol fliggden). A legnagyobb
mennyiségben a Boletaceae csalad tagjai képesek felhalmozni a szelént (COSTA-SILVA et al.,
2011). A szelén-tartalom eloszlasa nem egyenletes a gombatermdtestben, mert a kalap (~2,7 ng/g)
tobb szelént tartalmaz, mint a tonk (~2,0 ug/g). Az egyes fajok fajtai kozott, mint példaul a
csiperke esetében, nagy kiilonbségek tapasztalhatoak, atlagosan: 0,71-5,63 pg/g szaraz tomegre
vetitve a szelén-tartalom (VETTER & LELLEY, 2004).

Osszességében elmondhatd, hogy a vadon termd gombak jobban reprezentaltak az ilyen
iranyu vizsgalatokban, mig a termesztett fajok (fajtainak, torzseinek) antioxidansait 6sszehasonlitd
tanulmanyok szama csekély (KALYONCU et al., 2010). A hazai kutatasok a gombak antioxidans
hatas anyagaival és beltartalmi értékeivel, Kifejezetten egy-egy gombara vonatkozoan
foglalkoznak, pl.: Agaricus blazei MURRILL 1945, Pleurotus eryngii (Dc.) Quél. 1872 (GEOSEL et
al., 2009; GYOrF1 et al., 2013).

31



10.14751/SZIE.2018.063

3. ANYAG ES MODSZER

3.1.A vizsgalatok helye és menete

A begyiijtott alapanyagot a jelenlegi ATE Novénytani Tanszékén valogattam, tisztitottam
¢s szedtem részeire. A fagyasztasi és liofilizalasi munkafolyamatokat kveté minta-elokészitésnek
¢s a kismiiszeres vizsgalatoknak is ez volt a helyszine. A vékonyréteg kromatografias, microplate-
es és nagymiszeres vizsgalatokat és az izolalds munkafazisait az MTA ATK Novényvédelmi
Intézetében végeztem el. Az izolatum pontos tomegét az MTA TTK Szerves Kémiai Intézetében
hataroztuk meg. A cirkularis dikroizmus spektroszkopias (CD) méréseket az Anyag- és
Kornyezetkémiai Intézetben bonyolitottuk le. A magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR)

szerkezetvizsgalatokat a SOTE Farmakognoézia Intézetében végeztiik.

3.2.A vizsgalt gombak

A vizsgalatokhoz t6bb gombafajt (6. abra) és a termesztett gombafajok szamos torzsét
sikeriilt beszerezni (3. tablazat). A termesztett gombak felillreprezentaltsaga annak kdszonhetd,
hogy a mintael6készitésnél figyelembe vettem, hogy a mintakat morfologiai részeire szedjiik, az
altalam vizsgalt gomba termGtestek viztartalma atlagosan 90%-0s, illetve, hogy az 6sszes tervezett

vizsgalat valamennyi faj és torzs esetében elvégezhetd legyen.

7. 8. 9.

6. abra — A Kisérletekben szereplé gombafajok; 1. — Agaricus bisporus (fehér),
2. — Agaricus bisporus (barna), 3. — Lentinula edodes, 4. — Pleurotus ostreatus, 5. — Pleurotus eryngii,
6. — Leccinum duriusculum, 7. — Flammulina velutipes, 8. — Hericium erinaceus,
9. — Agrocybe cylindracea

(A siingomba fot6 forrasa: https://nutritionadvance.com/types-of-edible-mushrooms/)
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Az el6bbi indokok miatt az adott torzsekbdl 2,5-3 kg friss gombara volt sziikség, a vadon termd
gombakbol a Leccinum duriusculum fajbol sikeriilt megfeleldé mennyiségben gytijteni, az
Agrocybe cylindracea, a Flammulina velutipes és a Pleurotus eryngii fajok termétestjeib6l a
begyljtést kovetden alszovet oltassal kinyert vegetativ micéliumbdl termesztették le, hogy

egyontetli ¢s megfeleld mennyiségli minta alljon rendelkezésre.

3. tablazat - A begyiijtott gombak torzsei, szarmazasuk helye és a mintavétel ideje

. Mintavétel " Mintavétel
Gombafaj o i Torzs .
id6pontja helye, termeszté
2012. V1. 13. ‘A-15’ Budadrs
Demjén
2012. XII. 12. ‘K-145
(Korona Gomba)
2013. X. 08. ‘Lambert-907’ Buda
(Fehér Mariann)
Agaricus bisporus ‘Amycell Delta’, ‘Amycell e
Budatétény
().E. Lange) 2013. XII. 16. XXX’, ‘Lambert-927, (Fehér Mariann)
FEHER és BARNA ‘Sylvan-512’, ‘Sylvan-737’
2012. XIl. 12. K-165" Demjen
(Korona Gomba)
2013. XI. 29. Brown’ Budatétény
(Fehér Mariann)
2013, XII. 27. Broncho’, ‘Heirloum’, Buldatete‘ny
‘Sylvan-800’, ‘Sylvan-856’  (Fehér Mariann)
Agrocybe cyln?dracea ST ST T ‘AGRH’ Demje'n
(DC.) Maire (Szarvas J6zsef)
Flammulina velutipes 2012. VIL. 20. V-1 Demjén
(Curtis) (Szarvas Jozsef)
Herici . Bud
ericium erfnaceus 2014. IV. 06. termesztett oues
(Bull.) (Gedsel Andras)
Leccinum duriusculum B R .
2013. V1. 06. vadontermd Monorierdd
(Schulzer ex Kalchbr.)
Demjén
2012. XII. 21. ‘KST-70
(Korona Gomba)
Lentinula edodes Demjén
2013.11. 28. ‘KST-67
(Berk.) (Korona Gomba)
. Csorog
2013. IX. 11. 40-80° R
(Fogarasi Antal)
Pleurotus en{mgu 2012, VI 20. P or Dem]e'n
(DC.) Quél. (Szarvas J6zsef)
Budapest, Kéba
2012. X. 09. ‘a4, ‘1SZ’, P80y, ‘Bl - Capest, Robanya
(Kelemen Levente)
2012. X. 16. HY L L )
(Kelemen Levente)
TR . T 357-213', ‘BAK’, ‘480°, Budapest, K6banya
“1-0-30° (Kelemen Levente)
Pleurotus ostreatus Budapest, K6ba
2012.X. 27. IN', ‘VL-80' TR LOREIE
(Jacq. et Fr.) Kummer (Kelemen Levente)
Bud st, K6ba
2012.X. 30. H7’, *HK-35", ‘DSN’ TR LOREIE
(Kelemen Levente)
Bud st, K6ba
2012. XI. 07. ‘P0462’, 357-145’ TREUIRS LOREIE
(Kelemen Levente)
Bud
2014. 111. 03. ‘Spoppo’ (spéramentes) uda

(Fehér Mariann)
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A csiperkefélék csaladjaba tartozdé gombak kozott talaljuk a legnagyobb mennyiségben
termesztett és fogyasztott gombat, a kétsporas csiperkét (Agaricus bisporus). Bioaktiv
vegyiileteket, mint példaul fenoloidokat, flavonoidokat, aszkorbinsavat, béta-karotint és likopint
is meghataroztak a csiperkében (BARROS et al., 2008c).

A laskagomba hibridek hazankban és a vilagban is kiemelt jelentéségliek, az évi
termésmennyisége alapjan a masodik legnagyobb mennyiségben termesztett gombafaj. A hibridek
pontos eredete nem mindig ismert, az egyszerliség kedvéért a disszertacioban a termesztett
laskagomba torzseket emlitésiikkor mindig Pleurotus ostreatus-nak nevezem.

Magyarorszagon is komoly termesztési Ilehet6ségek rejlenck az ordogszekér
laskagombaban (Pleurotus eryngii (DcC.) Quél 1872). Az elmult évtizedben fellendiilt a
termesztése (mind kiilf6ldon, mind itthon), a fokozott fogyasztoi igény miatt. A laskagombékra
jellemz6 molekula a koleszterinszintet csokkentd lovasztatin (WASSER & RESHETNIKOV, 2002).

A vilag harmadik legnagyobb mennyiségben termesztett gombafaja, a shiitake (Lentinula
edodes (BERK.) Pegler. 1976). Az azsiai orvoslas egyik legtobb célra felhasznalt, ill. az ujvilagi
orvostudomany kutatott gombaja. A tonk és a kalap asvanyi anyag és aminosav-tartalma
mennyiségileg eltér egymastol (VETTER et al., 2005).

Az egész északi féltekén elterjedt, de igazan Japanban van kultusza, az enokitake néven
ismert téli fillokének (Flammulina velutipes (CURTIS) Singer 1951) amelyet élelmiszerként és
gyogygombaként tartanak szamon. Az azsiai orszagokban évi 100.000 tonna fiilokét fogyasztanak
el. A téli fiilokét Eurdpaban foleg vadon gyijtik, de termesztett valtozatdhoz ma mar itthon is
hozzéajuthatunk.

A siingomba (Hericium erinaceus (BULL.) Pers. 1797) egy ehet6 és gyogyaszati célokra
régota hasznalt gombafaj. Eszak-Amerikaban, Eurdpaban és Azsiaban is honos, fSleg
vegetarianusok fogyasztjak haspotloként, mivel terméteste homogén és jol szeletelhetd.
Bizonyitottan koleszterinszint-csokkentd, illetve a kiilonboz6 rakbetegségek ellen bizonyult
hatasosnak (FRIEDMAN, 2015).

A nyarfakkal gyokérkapcsolatban allo (mikorrhizas), jellegtelen izii, sziirkiilé hiisu gomba,
a nyarfa érdestinoru (Leccinum duriusculum (SCHULZER EX KALCHBR.) Singer 1947). Bioaktiv
anyagaibol a szakirodalomban csak egy cikkben, a karotinoidokrol esik sz6 (CZECZUGA, 1978b).

A Pioppino, az olasz konyha egyik kedvence, magyarul déli tokegomba (Agrocybe
cylindracea [syn. Agrocybe aegerita (Briganti) Singer)] (Dc.) Maire 1938). Szamos hatéanyagot
tartalmaz, melyek szerkezetét is meghataroztak, ilyen az antifungalis hatasi agrocybin
(NGAlI et al., 2005), emellett jelentés antioxidans aktivitast mutattak ki a vizes és etanolos kivonatai
esetén is (TsAl et al., 2007).
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3.3.A minta-el6készités 1épései: a begyiijtéstol a tarolasig

A megfeleld elokészités és kezelés segitségével konnyen dsszehasonlithatok az adatok, igy
fontos, hogy a mintdk egyes feldolgozasi Iépései azonosak legyenek. Ilyenek a szedés/begyiijtés;
lehetdség szerint egyszerre kell leszedni a megfeleld mennyiséget. Fontos tovabba a feldolgozas
iitemezése és a feldolgozas soran hasznalt eszk6zok, a liofilizalas iitemezése €s idotartama, az 6rlés
finomsaga €s a taroldsi paraméterek is.

A kutatasom soran tobbféle gombaval volt lehetdségem dolgozni, igy klasszikus
pilotéciumos gombaval (elkiiloniilé kalap és tonk), mint példaul az Agaricus bisporus, emellett
pleurotoid pilotéciummal rendelkezé Pleurotus ostreatus-szal, illetve specialis termotestii
gombaval is, mint a Hericium erinaceus.

A hagyomanyos mikologiai metodika (kalap-tonk) (BARROS et al., 2007d; FERREIRA et al.,
2007) helyett egy sokkal atfogdbb képet ado felosztast, az Un. ,frakcionalast” alkalmaztam. A
frakcionalas els6 Iépéseként kitdrtem a tonkot, majd a kalapbort lehtiztam szike segitségével, ezt
kovetden pedig a termdlemezeket porkandllal kikapartam (7. abra). Az egyes gombaknal
kiilonb6zo a frakciok eloszlasa, mivel a kalap mérete és formaja nagyon valtozatos, mely egyuttal
fontos hatarozobélyeg is. A frakcionalads kdvetden 4 morfologiailag jol elkiilonithetd részt kapunk,

ezek a kalapbér, a kalaphus, a termélemezek és a tonk.

- 1. Teljes termoétest
2. Kalap
3. Tonk

4. Kalapbér

w

Kalaphus

o

Termdlemezek

7. abra — A frakcionalas menete

A frakciondlas segitségével a gomba termdtest egészérdl nyerhetiink informacidkat, igy a
kiilonbozé morfologiai részek vizsgalt anyagtartalmardl vonhatoak le kovetkeztetések. A
frakcionalast kovetden a termétestrészeket kiilon-kiilon lefagyasztottam (-18 °C). A kiilonb6z6
részeket a fagyasztas utan liofilizaltuk. A gombak viztartalma jelentds, ezért szaritassal a friss
tomeg 85-90%-a eltavozik viz formajaban, vagyis 100 g friss gombabdl koriilbeliil 15-10 g
szarazanyag tomeget tudunk kinyerni.
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Természetesen a frakciondlt mintdk mellett sziikség van egyontetii, frakcionalatlan mintara
(teljes termétest és primordium) is. A kiillonboz6 vizsgalati modszerekhez egységnyi, 1-1 g-nyi
szaritott gombaport kivantam felhasznalni. Terveim kozott szerepelt 7 kiilonbozd vizsgalati
modszer elvégzése. Az ismétléseket is figyelembe véve és 1 g mintamennyiséggel szamolva ez
fajonként (torzsenként) és frakcionként 21 g-nyi szaritott mintat feltételez. A Hericium erinaceus
esetében csak a termdétest egészét vizsgalhatom, illetve a primordialis allapot is nehezen

meghatarozhato.

A kisérletekhez 3-szor vettem mintat, melyeket 3 technikai ismétléssel mértem le. A
kiilonb6zd frakcidk szarazanyagtartalmat a legyakrabban alkalmazott modszer segitségével
hatdroztam meg a gombafajokbol és torzsekbdl 3-3 termdtestet frakcionalas utan 60 °C-on,

szaritoszekrényben, a tomegallandosag eléréséig szaritottam (WANG et al., 2010).

A minta-elokészités 1épései:

e szedés/begyiijtés: 2500 g-nyi mennyiségben (ebbdl ~250 g primordium)

o frakcionalas: kalapbdr, kalaphus, termdlemezek, tonk; 0,5 cm szélességii darabok,
légmentesen lezarhato zacskdkba toltés, majd 24 oras fagyasztas -18 °C-on

e liofilizalas: Scanvac tipust liofilizaloval, 250 g anyag kb. 12-18 ora, -56-59 °C-on

e orlés: OC 114 Labor MIM tipusu daraloval — lisztfinomsagu szemcesék (0,2-0,02 mm)

e tarolas: + 5 °C-on, lezart csavaros iivegekben, felirattal és nedvességmegkotd

szilikagéllel

3.4.Extrakcios eljarasok osszehasonlitasa

A mikologia szakirodalomban szamos extrakcios eljarast alkalmaznak a kutatok, de az
Osszehasonlitd munkak szama csekély (VAMANU & NITA, 2013; HELENO et al., 2016). Az
Osszfenoloid és antioxidans tartalom meghatarozasahoz, a legpontosabb adatok eléréséhez az
extrakci6 tipusa meghatarozo, mert nem mindegy, hogy milyen mennyiségben sikeriil kinyerni az
anyagokat.

Az extrakciok koziil eloszor kiilon-kiilon vizsgaltam a metanolos és etanolos mintdk
kozotti kiilonbségeket. A szakirodalomban fellelhetd, a gombdk esetében hasznalt extrakcios
modszereket hasonlitottam 06ssze a sajat extrakciés eljardsommal. Az Osszehasonlitott

modszereket és azok egyes paramétereit a 4. tablazatban foglaltam Gssze.
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A tablazatban olyan extrakcids eljarasok szerepelnek, melyeket a lehetdségekhez mérten
meg tudtunk ismételni, de példaul a szakirodalmak kozott fellelheté MAzzuTTI et al. (2012)
szuperkritikus fluid extrakcidja nem keriilt 6sszevetésre a kisérlet soran. A tablazatban szdmos

vizes extrakcios eljaras is szerepel, amelyek nemcsak fenoloidokat vonnak Ki.

4. tablazat — Az 6sszehasonlitott extrakciés eljarasok

Extrakcio tipusa .I.\nin’t a Oldészer Id&6tartam Végtérfogat Szakirodalom
szitkseglet
Hdkezeles 1. (1) 10g meleg H,0 9 dra 10 ml TSAI ET AL. (2007)
Hékezelés Il (2) 58 80% EtOH 3 ora 200 ml DUBOST ET AL. (2007)
Mechanikai razas (3) 5g MeOH 72 ora 15 ml SARIKURKCU ET AL. (2008)
Mechanikai razas hékezeléssel (4) 1g MeOH 2 6ra 10 ml Az dltalam haszndlt eljards
Passziv extrakcio + centrifuga (5) 10g hideg H,0 24 ora 20 ml LEE ET AL. (2009)
Ultrahang + centrifuga (6) 0,1g 80% MeOH 50 perc 10 ml ALVAREZ-PARILLA ET AL. (2007)
Vortex + centrifuga (7) 1g 80% EtOH 106ra 10 ml HUNG & NHI (2012)

Az 6sszehasonlito méréseket csiperke termétest (‘A-15°-6s torzs) mintaival vegéztem. Az
extrakcios eljarasok Osszehasonlithatosaga érdekében egységnyi mintamennyiségbdl (1 Q)

indultam ki, amit egységnyi végtérfogatra (10 ml) allitottam be.

r

A sajat fejlesztésii extrakcio (modositott SARIKURKCU et al. 2008) 1épései a kovetkezoek:

1. A liofilizalt és poritott gombaanyagbdl (frakciok, termétest, primordium) 1-1 g-ot
vesziink ki, ezt 10 ml 96%-0s MeOH-al elegyitjiik;

2. 1 oran keresztiil 60 °C-on razatjuk, 175 rpm sebességgel (Laberte Vibrotherm,

LE-204/2)

Biichner-tolcsérrel és Whatman No. 4-es szlirGpapirral leszivjuk az extraktumot;

a visszamarado anyagot ismét a lombikba helyezziik és megismételjiik az eljarast;

a két extraktumot egyesitjiik;

az extraktumot 10 ml-re beparoljuk, 45 °C héfoku szaritoszekrényben;

N o o~ w

a kiilonb6zé kromatografias eljarasok elott a felhasznalt mintdkat 0,22 pm

porusatmérdji teflon fecskenddsziirdn sztirtem.

Az extraktumok szarazanyagtartalmat is meghataroztam, ezt ellendrzési célzattal végeztem
el, hogy kizarhassam a mennyiségbeli eltérésekbdl adodo hibakat. Ha egy-egy Kivonatnak
nagyobb a szarazanyagtartalma (koncentracidja), akkor joggal meriil fel, hogy ez okozza-e a mért
paraméterekben a kiilonbségeket. A mintak koziil egy-egy sorozatbol 1-1 ml-nyit Eppendorf-ba
pipettaztam és beszaritottam, ezt mind a kismiiszeres (szurdprobaszeriien), mind a kromatografias

mintdk (mindegyik minta) esetén elvégeztem.
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3.5.Vizsgalati modszerek

A gombamintakat, egységes elokészitésiiket és extrakciojukat kovetden kiilonbozo
spektrofotometrias mérésekkel (96-lyukti microplates vagy kiivettas) és analitikai modszerekkel
vizsgaltam. A spektrofotometrids méréseket 3 mintavételezéssel és 3 technikai ismétléssel
valositottam meg. A nagyszamu minta Osszfenoloid-, 6sszflavonoid-tartalmanak és antioxidans
aktivitdsanak meghatarozasa utan, sztkitettem a vizsgalandé torzsek korét, itt elsddlegesen az
antioxidans aktivitasbeli kiilonbségek voltak irdnyaddak. Vékonyréteg kromatografias
vizsgalatokat végeztem a nagyobb antioxidans aktivitasu torzsekkel, ami féként az antioxidans
hatasu alkotok elvalasztasat jelentette, ezt eluens fejlesztéssel értem el. Az optimalis felbontas
elérését kovetden, derivatizalasi (szarmazékképzeési) modszerekkel hataroztam meg az aktiv
komponensek anyagcsoportjat. Az igy nyert adatok figyelembevételével, izolaltam a rétegrol €s
nagymiiszeres analitikai technikakkal jellemeztem az antioxidans hatasért felelds vegyiileteket. Az
izolalasi protokoll részeként szilard fazisti extrakcidval (SPE) csokkentettem a mintak
Osszetettségét, ezaltal az aktiv komponenseket nagyobb koncentracidban lehet izolalni. Egyes
gombatorzseket tartositasi vizsgalatokra is felhasznaltam, foleg olyan torzseket valasztottam,
amelyek felhasznaldsa ¢és termesztése altaldnosnak mondhaté a napi gombatermesztési
gyakorlatban is. A valasztott térzsek az Agaricus bisporus ‘K-145’-Gs, a Pleurotus ostreatus
‘P80’-as és a Lentinula edodes ‘KST-67’-es. A vizsgalatok érintették a tarolas, szaritas, hiités és

mas konzervalas lehetdségeit.

3.5.1. A gombamintak osszfenoloid-tartalmanak meghatarozasa

Az 6sszfenoloid-tartalom (TPC) vizsgalatahoz egy olyan médszert valasztottam, amelyet
a gombamintadk esetében széleskorlien alkalmaznak. Az eredeti modszer SINGLETON & ROSSI
(1965) nevéhez fiizédik, a médszerhez sziikséges anyagok: 10 V/V%-0s Folin-Ciocalteau reagens,

7,5 m/m%-0s Na,CO3 és kalibralo oldatként 0,1 mg/ml-es galluszsav.

A reakcidelegy a kovetkez6: 1 ml MeOH-s gombamintahoz, 4 ml-nyi Folin-Ciocalteau
reagenst adagoltam, majd 3 perc elteltével 5 ml Na2COs-ot adtam az elegyhez. A reakcidelegyet
letakartam és 30 percet inkubaltam szobahémérsékleten, majd a szinintenzitast
spektrofotométerrel mértem 765 nm-en. A kalibralast 20-150 pg-nyi mennyiségii galluszsavval
végeztem 10 pg-os léptékkel. A mérést kdvetden a galluszsav értékeket abrazoltam és kalibracios
egyenest illesztettem az adatpontokra, a mintak Gsszfenoloid-tartalmat galluszsav ekvivalens

értékben (mg GSE/g sz.a.) adtam meg.
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3.5.2. Az osszflavonoid-tartalom mérési modszere

A flavonoid-tartalom meghatarozasahoz, GURSOY et al., (2009) cikkében fellelhetd
Dowd-modszert alkalmaztam, amely eredetileg egy francia nyelvii cikkben jelent meg elszor
(ARVOUET-GRAND et al., 1994). Ez a spektrofotometrias modszer nagyon egyszer(, a minta 1 ml-
hez hozzaadtam 1 ml MeOH-t és 2 ml AICIz-ot (2 m/m%). 10 perc inkubalast kovetden 415 nm-
en mértem az abszorbanciajat a mintaknak. A kalibralashoz quercetint alkalmaztam 5-60 pg
koncentraciokban. Az eredményeket a quercetin kalibralé gorbe abrazolasat kovetden quercetin

ekvivalens értékben (mg QE/g sz.a.) adtam meg.
3.5.3. Az antioxidans-aktivitas meghatarozasanak modszere

Az antioxidansok vizsgalatara ma mar to6bb mint 100 féle teszt alkalmazhat6, ezek nagy
része kifejezetten egy-egy szabadgyoktipusrol (pl.: szuperoxid, peroxil, peroxinitrit, H.O2, sth.)
adnak informaciokat, mig nem elhanyagolhatd azon tesztek szama sem, amelyek az gyokfogd
antioxidans kapacitast (antioxidans aktivitds) hivatottak felmérni. Mindegyik tesztnek megvannak
a maga erdsségei és természetesen a gyengeségei is (CORNELLI, 2009). A vizsgalataim soran DPPH
alapi modszereket alkalmaztam (hagyomanyos spektrofotometrias, illetve TLC-DPPH és
HPLC-DPPH formaban). A DPPH vizsgalat a szabadgyokkot-képességet hivatott mérni, azaz
azt, hogy adott anyag milyen aranyban képes megkdotni a szabadgyokoket. A vizsgalat az egyik
legkorabbi antioxidans mérési modszerek egyike, eredeti leiroja BLOIS (1958). A reakcio 1ényege,
hogy a sotétlila szinli mesterséges szabadgyokok (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil —gyok)
antioxidansokkal reagalva elvesztik lila szintiket és sarga sziniivé (2,2-difenil-1-pikrilhidrazin)
redukalodnak (8. abra).

@ @ AL

0O
N«?
\- 0 NO
(0] 2
DPPH (oxldalt) DPPH (redukalt)
Illa sarga

8. abra — A DPPH szerkezete és lekotésének mechanizmusa

(Forras: TEIXEIRA €t al., 2013)

A modszer elterjedését a konnyli beszerezhet0ség, az elhanyagolhaté bomlékonysag ¢és
visszafogott reakcioképesség segitette. A vizsgalat hatranya maga a mesterséges vegyiilet, mert ez

bioldgiai rendszerekben nem fordul eld.
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A DPPH gyok kémiai szerkezete is problémaékat vet fel, mert a reaktiv centrum nehezen

hozzaférhetd, igy a nagyobb molekuldk kevésbé képesek lekotni.

A spektrofotometrias mérés igen egyszerii, 1 mM-os DPPH oldatbél 0,9 ml-t adunk a
metanollal (3,1 ml) kevert minta 1 ml-éhez. A microplateben t6rténé DPPH-s vizsgalatoknal az
arany megmaradt, de a térfogat er0sen lecsdkkent, ebben az esetben 50 pl mintdhoz 150 pl
MeOH-t és 50 ul 1mM-os DPPH oldatot adtam. Mindkét esetben 517 nm-en mértem, a DPPH
abszorbanciajanak maximuman. Az eredményeket a szabadgyok lekotés %-ban adtam meg, az
alabbi formula alapjan:

Gyokkotd képesség (%) = [(Ao-A1)lAc]*100

Az Ao a kontroll minta (antioxidans mentes) abszorbanciaja, mig az A1 az adott
gombaminta abszorbanciaja. A vizsgalataim soran 96 lyuka microplaten ECso-értékeket is mértem
a nagyobb gatlast mutatd mintak esetében. Az ECso érték megadja azt a koncentraciot, amely a
maximalis hatas 50%-at hozza létre. A reakcioelegyként az elobb leirtak szerint jartam el, de az
egyes mintakbol 8 tagh felezd higitast végeztem, illetve a vizsgalati hullimhossz mddosult
(540 nm-re), mivel a microplate olvasé (Labsystems iEMS reader MF, MTX Lab Systems, Inc. FL,
USA) sziir6kkel van szerelve és nem monokromatorral. A microplate-es kisérleteket 3x ismétléssel
végeztem, galluszsav standard (1 mg/ml) hasznalata mellett. Ezen adatok alapjan a kiilonb6z6

kivonatok hataserdsségét is feltérképezhetjiik.
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3.5.4. Tartositasi eljarasok hatasanak vizsgalata

A tartositd eljarasok évszazadok ota segitik az emberiséget a ,,folosleg” hosszantartd
tarolasaban és mindségének megdrzésében. Vizsgalataink a gombak tarolasanak és tartdsitasanak
témakorébe tartozo eljarasokat dlelik fel és hasonlitjak dssze.

A friss gombafogyasztas mellett a szaritmanyok és feldolgozott gombakészitmények is
egyre nagyobb teret kapnak az emberek taplalkozasdban. A feldolgozas mellett gazdasagi és
¢lelmiszerbiztonsagi szempontok is szerepet kapnak (CHANG, 2006). A friss gombak tarolhatdsaga
véges (7-10 nap), romland6 élelmiszernek szamitanak, ez a gyors sejtlégzéssel magyarazhatd
(ADAMISKI, 2004). Egyes gombak ma mar a termesztés térhoditasaval nem szamitanak szezonalis
terméknek, egész évben beszerezhetdek.

Az el nem adott vagy a mindségi kovetelményeknek nem megfelelé gomba termdtestek
tovabbhasznositasa (tartositasa) mellett a magas mindségii termétestek hosszabb eltarthatosaga is
igényként meriilt fel (f6leg a vendéglatoiparban). A gomba termesztését kovetden kozéphosszua és
hosszu tavu tartositasara alkalmasak a kiilonb6z6 kémiai eljarasok (ecetes, natur, sos, stb.) illetve,
a hiités, a fagyasztas és a szaritas (SziLl, 2008).

A szaritott nagytomegli, foleg a gyogygombakbol szarmazd gombaport kivaldan
kapszulazhat6 téaplalék-kiegészitoként értékesitik. Az igy eldallitott készitmények beltartalmi
paramétereir6l, elsddlegesen a fehérje-, a zsir-, a szénhidrat-, a vitamin-, ¢és a
nyomelem-tartalmairdl szamos kutatasi eredmény latott napvilagot (MATTILA et al., 1999;
BEECHER et al., 2001; JAWORSKA et al., 2011). A friss gombak konyhatechnikai elkészitése (pl.:
stités, fOzés, gbzolés, stb.) soran varhatdo beltartalmi paraméter valtozasokrol is vannak
informacidéink (MANzI et al., 2001, 2004; DIKEMAN et al., 2005).

A szekunder metabolitok mennyiségi dinamikajarol és az antioxidans aktivitas valtozasarol
a feldolgozast és tartositast kovetden azonban csak kevés adat talalhato (VALENTAO et al., 2005;
BARROS et al., 2007b; PELLEGRINI et al., 2009). Az utdbbi években lassu novekedés észlelhetd e
kérdéskort (tartositas — aktiv anyagtartalom) érint6 cikkek esetében (FERNANDES et al., 2013; JAFRI
et al., 2013).

A tartésitasi vizsgalatok soran (5. tablazat) harom gombatorzset vizsgaltunk behatobban,
az els6 hullamban szedett friss termdtesteket atlagosan 305+10 g-nyi egységekre osztottuk
(9. abra). A kontroll mintat feldarabolas utan fagyasztottuk, majd liofilizaltuk, amit a megfeleld
variansoknal a kezelést kdvetden végeztiink el. A kezelésekhez a termdtest mintakat 0,5 cm-es

szeletekre vagtuk.
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9. abra — Laskagomba egységnyi mennyiségekre osztva

A hitésre szant mintakat zacskoba toltottik és fagyasztottuk-hitottik. A szaritasi

vizsgalatok mintait papirral bélelt talcakon egy rétegben eloszlattuk. A kémiai tartdsitd eljarasok

kozott alkalmaztunk: blansirozast (forré vizbe dobjuk a szeleteket 5 percre, majd hideg vizben

hiitjiik), sos (az egységnyi gombdhoz 54 g sot keveriink, 12 ora dlldst kbvetden felontjiik 18%-0S

s0s vizzel) és ecetes (12,5 ml 20%-os ecet, 40 g so6 1 liter vizben oldva és forréon a blansirozott

gombara ontjiik) illetve, natar (10 g so és 1 g citromsav 1 liter felontiléhez) tartositast is.

5. tablazat — Az alkalmazott tartosito eljarasok tipusai (Forras: SzILI, 1998)

Kezelés Tipus Id6tartam Hdmeérséklet Rovidités
hiités 3 nap 5°C hiités (3n)
Hitve tarolas hiités 7 nap 5°C hiités (10n)
fagyasztas 3 hénap -20°C F3ho
fagyasztas 6 honap -20°C F6ho
szUropalcan szaritott 48 ora 20-32°C szarop.
szobah6mérsékleten 48 dra 24,5°C 24,5°C
Szaritas szaritészekrény 48 éra 35°C 35°C
szaritoszekrény 24 6ra 60 °C 60°C
szaritészekrény 24 éra 90°C 90 °C
blansirozas - 100°C blans.
Kémiai sas - 100°C sos
kezelés ecetes - 100°C ecetes
natur - 100°C natur
Mikrohullamu 800 W 5 perc - mh 5'
kezelés 800 W 15 perc - mh 15'

A mikrohullamu siité a mindennapok részévé valt, ezért vizsgaltam a gombak antioxidans

anyagaira gyakorolt hatasait. Az egységnyi friss gombamintdkat behelyeztilk a mikrohullamu

siitébe, a teljesitményt beallitottuk 800 W-ra és 2 kiilonboz6 idétartamot (5 és 15 perc) alkalmazva

kezeltiik a mintdkat. Az id6 lejarta utan kihiitottiik a gombaszeleteket és fagyasztast kovetéen

liofilizaltuk a mintakat. A tartdsitd eljarasok soran nyert mintak dsszfenoloid-, sszflavonoid-

tartalmat és antioxidans aktivitasat mértiik, a korabban leirt modszerek szerint.
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3.5.5. Vékonyréteg kromatografia

A vékonyréteg kromatografias kisérletek sordn a nagyobb antioxidans aktivitasu és
fenoloid-flavonoid anyagokban gazdagabb mintakat vizsgaltam. A vékonyréteg kromatografias
vizsgalatokat elsdsorban az antioxidans anyagok kimutatdsara (profilanalizis) hasznaltam fel
(SHERMA, 2000). Ez els6 sorban az ujfajta frakcionalt felosztas kiilonbségeinek feltarasat célozta,
de az adott aktiv anyagok karakterizalasat, illetve azok célzott izolalasat is lehetévé tette.

Az egyes mintakbol 10-10 pl-t vittem fel mikrofecskendd segitségével a rétegre (normal
szemcsés szilikagél 60 Fass, 20 cm * 10 cm, 0,2 mm vastagsag, Merck, Darmstadt, Németorszdg).
A mintafelviteli paraméterek: mintafelviteli magassag - 8 mm, szél - 15 mm, mintasav - 8 mm, koz
- 5 mm, kifejlesztési magassag - 90 mm. A rétegeket ikerkadban (CAMAG, Muttenz, Svdjc)
fejlesztettem ki. A vizsgalatok elsd lépése a mozgofazis fejlesztése volt, hogy az antioxidans
hatasti anyagok megfeleld felbontdsu elvalasztasdt megvalositsam. Ehhez tiszta oldoszereket,

illetve kiilonbdz6 oldoszerelegyeket hasznaltam, melyeket a 6. tablazatban tiintettem fel.

6. tablazat — A vékonyréteg kromatografias mozgofazis fejlesztése soran kiprébalt elegyek

Oldészer A Oldészer B Olddszer C Arany (V/V) Maodosité vegyiilet (pl.: sav)
ACN H,0 - 70:30; 75:25; 80:20; 85:15; 90:10 ecetsav-1,3,5%
Hex EtAc - 60:40; 70:30 -
MeOH Tol - 70:30; 80:20; 90:10 -
MeOH Tol H,0 50:40:10; 60:30:10; 70:20:10; 70:10:20; 80:10:10 ecetsav-1,5,10%
Tol EtAc - 50:50; 60:40; 70:30 -

Az antioxidans hatdsu anyagok kimutatdsahoz a kifejlesztett €s megszaritott rétegeket 1
mM-os DPPH oldatba meritettem (TLC-DPPH). Az antioxidans anyagok vilagos foltként jelennek
meg a lilas hattérrel szemben. Ezzel a modszerrel ellendriztem azt is, hogy sikeriilt-e elvalasztani
az aktiv anyagokat.

A megfeleld felbontds elérését kovetden, az adott mozgo6fizissal a kivalasztott
mintasorozatokat parhuzamosan futtattam (egy futtatokadban két réteget). A kifejlesztés 15 percet
vett igénybe, ezt kovetden hideg levegvel megszaritottam a rétegeket és 254 nm és 366 nm-es
hulldmhosszu fény alatt lefényképeztem. A rétegeket ezutan DPPH oldatba meritettem és hagytam
megszaradni, majd feliilrl alsé megvilagitdsu fotokat készitettem az elhivott rétegekrdl, igy
szemléltetve az adott gombafaj adott részeinek antioxidans profilja kozotti kiilonbségeket.

A kiilonb6zé gombafajok legtobb illetve legnagyobb mennyiségben aktiv anyagot
tartalmazo frakcioival derivatizalasi (szarmazékképzési) vizsgalatokat végeztem, hogy az aktiv

komponensek anyagcsoportjat meghatarozzam.
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A derivatizalasi vizsgalatok esetében IS tobb parhuzamos futtatast végeztem, majd
kiilonbozé reagenseket (7. tablazat) alkalmazva az aktiv komponenseket jellemeztem. Az
anyagcsoport meghatarozasaval, illetve a kromatografids tulajdonsagok figyelembe vételével

izolalni probaltam az aktiv anyago(ka)t.

7. tablazat — A szarmazékképzési reakciokhoz felhasznalt reagensek (Forras: JORK et al., 1990)

Detektalasi

Reagens Elkészités , Kimutatott vegyliletek
modszer
2,2-difenil-1- 15 S T szaritast kovetden, Antioxidans hatasu
pikrilhidrazil (DPPH) /Mg mi Ve thatd fény vegyiiletek
. . 90°C-ra hevités, .
Aluminium-klorid 50 mg AlCl; + 50 ml MeOH Flavonoidok
366 nm
. 20 ml 15 V/V% anilin +50 ml 30 V/V% 125°C-ra hevités, -
Anilin-reagens ) , ., Redukalé cukrok
ortofoszforsav, oldészer: 1-butanol lathaté fény

2 g difenilamin + 2 ml anilin + 80 ml aceton +  110°C-ra hevités,

Difenilamin-
fentiamin-reagens 15 mlfoszforsav lathato fény

Glikozidok, glikolipidek

szaritast kovetben,

Fast Blue B 150 mg so6 100 ml vizbe + 20 ml 0,1 M NaOH 254 nm Fenolos vegyiiletek
Folin-Ciocalt Folin-Ciocalteu 10 V/V% és 7,5 m/m%-os  szaritast kdvetSen, Fenol letek
clin-tiocafteu Na,CO3, oldészer: H,0 lathato fény enolos vegyulete

o, o szaritast kovetGen, Zsirsavak és zsirsav
Foszfomolibdénsav 250 mg foszfomolibdénsav + 50 ml EtOH , ,
366 nm szarmazekok
L, . 110°C-ra hevités, I
Vanillin-kénsav 200 mg vanillin + 50 ml EtOH + 1 ml cc. H,S0, . s Altaldnos reagens
lathaté fény
Ninhidsi 30 mg ninhidrin + 95 ml 2-propanocl + 110°C-ra hevités, Aminosavak, aminok,
tnhidrin 5 ml 96% ecetsav lathato fény aminocukrok
NP-PEG 0,25 g NP s6 + 100 ml MeOH és szaritast kovetden, Fenoloidok s lividek
2,5 ml PEG + 250 ml MeOH 366 nm P
Primulin 5 mgso feloldva 100 ml aceton/viz 4:1-es  szaritast kovetben, Zsirsavak és zsirsav
elegyben 366 nm szarmazékok
) . B szaritast kovetden, . Lo
Rhodamin B 50 mg Rhodamin B sé + 200 mI H,0 Fenoloidok és lipidek

366 nm

Tobbféle stratégiat kiprobaltam, mind a rétegrél valod izolalast (analitikai és preparativ
rétegrél egyarant), mind a szilardfazisa extrakciot (solid phase extraction, SPE) is. Az analitikai
rétegrél vald izolalas soran az adott mintdbdl a meghosszabbitott minta felviteli savra (a mi
esetiinkben — 170 mm), a sav hossznovekedésével ardnyosan vittem fel nagyobb mennyiségii
mintat (~105-110ul). A megfelelé mobilfazissal kifejlesztettem a réteget, majd szaritast kovetden
egy kb. 1 cm-es savot levagtam rdla, amelyet 1 mM-os DPPH oldatba meritettem. Az aktiv
anyagok savjait bejeloltem a teljes, tiszta (DPPH mentes) rétegen és rétegkaparo segitségével az
adott savo(ka)t lekapartam, és a rajtuk 1évé komponens(eke)t leoldottam (H2O-t alkalmaztam). A
kapott oldatot hidrofil teflon fecskenddsziirén (FilterBio® PTFE 13 mm dtmérd, 0,22 um
porusméret) atsziirtem. Az igy nyert mintat beszaritottam, majd visszaoldottam MeOH-ban és az
aktivitasat ellendriztem TLC-DPPH modszerrel. Az izolalast elvégeztem analitikai (0,2 mm
rétegvastagsag) és preparativ céli (2 mm rétegvastagsag) rétegen is. A preparativ rétegre 4-Szeres

mennyiségll, azaz 400 pl mintat vittem fel 17 cm-es savban.
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3.5.6. Szilard fazisu extrakcio (SPE)

Az SPE az egyik leggyakrabban alkalmazott minta elokészitési eljaras, mely az azonos
karakterii anyagok dusitasara, a minta matrixatol valo elvalasztasara szolgal. A miivelet maga
szilard tolteten megy végbe, ugynevezett szilard-folyadék extrakcidként; ehhez olyan toltetre
(szorbensre) van sziikség, mely jo hatasfokkal tartja vissza a vizsgalando anyagokat, illetve a
tisztitast (a nem kivanatos matrix komponensek lemosasa) kovetéen azok konnyen leoldhatok. Az
SPE-hez kereskedelmi forgalomban 1év6 oszlopot is kiprobaltam (Bakerbond SPE, SiOH, 60 A, 3
ml — 470 mg, 7086-03, J. T. Baker Inc. USA), de végiil sajat készitésii oszlopokat hasznaltam a

végleges dusitashoz. A kiilonb6z6 SPE-oszlopok paramétereit a 8. tablazatban foglaltam Gssze.

8. tablazat — Az altalam hasznalt SPE-oszlopok

oszlop toltet oszlop ravihetd eludlo
SPE-oszlop tipusa poérusméret atméré tomeg magassag szarazanyag térfogat
(mm)  (mg) (mm) (mg) (ml)
J.T. Baker 60 A 8 470 20 =32 2
1. sajat - méréshez 60 A 17 2185 20 =148 9
o s i 60 A 17 3055 33 =208 13
paraméterek alapjan
3. sajat - végleges 60 A 17 7500 47 = 500 25

A sajat készitésti oszlop esetében a minél nagyobb oszlopra vihetd szarazanyag tartalom volt az
iranyado, hogy nagy mennyiségben tudjam désitani az antioxidans anyagokat. Az SPE oszlop
kialakitasahoz egy 25 ml-es fecskend6t hasznaltam, aminek az aljaba egy livegszalas sziir6betétet
helyeztem. A toltet készitéshez 230-400 mesh szemcse méretii szilikagélt (Fluka Analitycal,
Sigma-Aldrich) alkalmaztam, amib6l a kimérést kovetéen kétszer desztillalt vizzel szuszpenziot
készitettem, amit a fecskenddbe ontdttem. Ulepedés utdn vakuummal kiszivtam a vizet a
toltetszemcsék koziil, igy alakitva ki a végleges, buborékmentes toltetet. Az eluatumokat rotacios
vakuumbeparloval (BUCHI Rotavapor R-134, BUCHI Labortechnik AG, Svdjc) széritottam be,
majd visszaoldottam MeOH-ba és ellendriztem vékonyrétegen DPPH-s ¢és vanillin-kénsavas

el6hivassal.
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Az altalam kidolgozott SPE 1épései (zarojelben a V/V arany):

=

szorbens mosas — ACN - MeOH - MeOH-H,0 elegy (50:50) - H.0

2. szaritas

@

a mintat tartalmazo szilikagél rarétegzése a toltetre

(500 mg minta raszaritva 750 mg preparativ szilikagél porra)
mosas I. — Hex-EtAc (60:40)

mosas II. — ACN (100)

mosas III. — ACN-MeOH (80:20)

mosas I'V. — ACN-MeOH (60:40)

elualas I. — ACN-MeOH (40:60)

elualas II. - ACN-MeOH (20:80)

10. elualas II. — MeOH-H,0 (80:20)

11. mosas — H,O 100%

© o N o 0 &

3.5.7. HPLC-DAD-ESI-MS

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC) elvalasztason alapuld analitikai

eljarasokat négy kiilonboz6 vizsgalatra hasznaltam.

e Az elsé az antioxidans anyagok kimutatdsa DPPH-HPLC-didédasoros detektor (DAD)
modszerrel.

e A masodik az aktiv anyagok jellemzése, kromatografias csucsuk tisztasaganak vizsgalata
HPLC-DAD-tomegspektrométer (MS) technikaval.

e A harmadik eljarés az aktiv anyagok izolalasa az SPE eludtumokbol.

e A negyedik pedig az aktiv anyagok mennyiségi 0sszehasonlitasa a kiilonbdzé gombafajok

és frakcidk esetében.

Mind a négy esetben ugyanazokat az elvdlasztasi paramétereket és HPLC berendezést
hasznaltam. A méréseket egy Q-LC-MS (Model LC-MS-2020, Shimadzu, Kyoto, Japan)
rendszerrel végeztem, mely bindris gradiens pumpaval, termosztalhaté automata mintaadagoloval,
oszlopfiitéssel, DAD ¢és MS detektorral van ellditva. A tomegspektrometrias méréseket
elektroporlasztasos ionizatorral (ESI) ellatott kvadrupdl tomegspektrométerrel végeztem. Az
antioxidans anyagok elvalasztasat normal fazisu, szilika eldtétoszloppal (8 mm x 4 mm)
rendelkezd szilika alapti Hypersil oszlopon (200 mm x 4 mm) valdsitottam meg. Mérésenként 5-
10 pl mintat injektaltam. Mobilfazisként H2O-t (A, 0,05% hangyasavat és 5% ACN-t tartalmazott)
és ACN-t (B, 0,05% hangyasavat tartalmazott) hasznaltam.
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Az dramlési sebesség 1,5 ml/perc volt és az alabbi gradiens eliciot alkalmaztam: 0-17 perc, 95—

5% B; 17-18 perc, 5% B; 18-23 perc, 95% B.

Az ESI ionizacié paraméterei:

deszolvatacios homérséklet 250 °C; hoblokk hémérséklet: 450 °C;

szaritd gaz (N2) aramlas 15 V/perc; porlasztogaz (N2) 1.5 I/perc;
e negativ és pozitiv ionizacidés mod,

o alkalmazott fesziiltség 4,5 kV.

A tomegspektrumot 100-1200 m/z tartomanyban rogzitettem. Az adatok gylijtését és
feldolgozasat, tobbek kozott az aktiv anyagok kimutatésat, a retencids idok dsszehasonlitasat és a
tomegspektrumok kiértékelését a LabSolutions 5.72.-es (Shimadzu, Kyoto, Japdn) program
segitségével végeztem el. A DPPH-HPLC-moédszer soran egy mintabol két mintavételezés és
futtatas torténik. Az elso futtatds soran a metanollal 1:1 aranyban higitott mintat analizaltam, mig
a masodik futtatas elétt a mintdhoz 2 mM-os metanolos DPPH oldatot adtam 1:1 ardnyban, majd
30 percet kovetéen mértem le. DPPH hatasara az aktiv anyagok UV és MS jeleinek intenzitdsa
csokken, mivel egy résziik reagal a szabadgyok molekulakkal. Az izolalast (on-line frakcioszedés)
akkor tudjuk végrehajtani, ha az adott aktiv anyag elvalasztasa alapvonali, vagy kozel alapvonali.
Az aktiv anyag dusitasat SPE segitségével valdsitottam meg. Tobbszori injektalas soran az UV jel
alapjan (megfeleld retencios id6 és UV spektrum) az UV detektorbdl kilépd, aktiv anyagot
tartalmazo mozgo fazist 0sszegylijtottem. Az 6sszegyljtott izolatum mennyisége kb. 36 ml volt,
amit rotacios vakuumbeparld segitségével két 1épésben szaritottam be. Az elsé 1épésben kb. 10
ml-re redukaltam a térfogatat. Ezt hasznaltam az izolatum aktivitas és tisztasag vizsgalatara,
melyeket TLC-DPPH és HPLC-MS modszerekkel végeztem. A teljesen beszaritott mintat vittem

NMR-es szerkezet meghatarozasra, melyet a SOTE Farmakogndziai Intézetében végeztek.

3.5.8. Az izolalt anyag pontos tomegének meghatarozasa ESI-TOF-MS

technikaval

Az izolalt anyag pontos tomegének ismerete sziikséges az 0sszegképlet meghatarozaséhoz.
Az 0sszegképlet és az NMR-spektroszkopiai vizsgalatok alapjan meghatarozhat6 a pontos kémiai
szerkezet. Az izolalt mintat pozitiv és negativ ESI ionizacioval vizsgaltuk Waters Q-TOF Premier
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) tomegspektrométerrel (10. abra). Az izolalt anyagot
(2,8 pg/ml) kozvetleniil juttattuk a miiszerbe, 6sszesen kb. 300 pl mennyiségben, hogy minden

ionizacios spektrumot fel tudjunk venni.
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A mintardl kiilonboz6 titkozési energiakon, titkozésaktivalt bomlasi (CID) spektrumokat vettiink

fel argon iitk6z6gazt hasznalva, és a keletkezett fragmensek pontos tomegét is meghataroztuk.

10. abra — A pontos tomegméréshez alkalmazott ESI-TOF-MS miiszer

A spektrumok értékelését kdvetden, a kapott adatok alapjan meghataroztuk a pontos tomeget, az

Osszegképletet €s a fragmensek alapjan a szerkezeti tulajdonsagokat is.

3.5.9. Magneses magrezonancia és cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) a kémiai szerkezetvizsgalatok egyik
alapveté eszkoze. Ez a spektroszkopiai eljaras, ma mar széles korben alkalmazott technika a
gyogyszeriparban. A mérés alapjat az atommag spinek magneses tulajdonsaga adja, az erés
elektromagneses térbe helyezett oldott vagy szilard mintat vizsgalnak, az adott minta részecskéi
az erds magneses térben egy irdnyba rendezddnek, az adott részecske ,iranyba allasa”
energiatobblettel jar. Az allandd magneses térben a ,relaxalt” és a segédmagneses térrel vald
besugarzas hatasara létrejovo allapotok kozotti kiilonbséget radidhullim tartoméanyban lehet
észlelni. Az adott atommagra specifikus frekvenciat, amely csak a kiils6 magneses tértdl és az
atommag spinjétdl fiigg, Larmor-frekvencidnak hivjuk. A mérések alapjan fontos szerkezeti
informacidkat kaphatunk az adott vegyiiletrdl.

A f6 nehézséget a megfeleld mennyiségli €s tisztasdgu anyag eldallitasa vagy természetes
forrasbdl valo kinyerése adja, mivel nagyobb mennyiségben (néhany mg) és nagy tisztasdggal kell
az adott vegyliletet izolalni. Az NMR méréseket a Semmelweis Egyetem Gyogyszerésztudomanyi
Karan talalhat6 600 MHz-es Varian DDR NMR spektrométerén (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) 5 mm IDPFG méréfejjel végeztiik.
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A mintat deuterdlt metanolban oldottuk és 5 mm atmérdjii standard NMR csovekben
mértiik. Az adatgyiijtés VnmrJ 3.2C szoftverrel tortént, a ChemPack 5.1-ben szereplé standard
pulzusprogramok hasznalataval. A tdkegombabol izolalt vegyiilet teljes H és 3C
jelhozzarendelését (teljes asszignacid esetén) egy- ¢és kétdimenzidos homo- és heteronukledris
kisérletek alapjan végezte el (COSY, zTOCSY, NOESY, *H-*C gHSQCAD, 'H-13C gHMBCAD
("Jch= 8 Hz)). A spektrumokat a deuteralt oldoszerben talalhatd részlegesen deuteralt metanol
(CD2HOD) referenciajelre, *H esetén 3.31 ppm-re, 3C esetén pedig 49,15 ppm-re referencialtuk.

Az NMR vizsgalatokat kiegészitettiik un. cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval (CD). A
sikban polarizalt fény (jobbra és balra cirkularisan polarizalt) a kiralis mintan athaladva eltéré
mértékben nyelédik el. E jelenség az alapja a CD spektroszkopianak. Adott molekulaban 1évé
kromofor csoportok egymashoz képesti térbeli elrendezOdésérdl, vagyis a térszerkezetrdl ad
informaciét (JOHNSON, 1988). Ez azt hivatott szolgalni, hogy a végsé kiilonbozé kémiai

LS P4

spektroszkopia nem alkalmas.

3.6.Az értékelés matematika modszerei

A kismiiszeres mérések torzs és frakcidszinti adatsorait (6sszfenoloid, 6sszflavonoid,
antioxidans aktivitas), illetve a microplate-es antioxidans aktivitas vizsgalatokbol szarmazd ECso-

es értékeket (a kiszamitasahoz a https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator/- web eszkozt

alkalmaztam), tovabba a nagymiiszeres mérésekbdl szarmazo csucsteriilet adatokat (3 technikai és
3 biologiai ismétléssel) Microsoft Excel 2010-es kiadasu szoftverében rendszereztiik. A statisztikai
elemzésekhez Statistica 13.3-as (TIBCO Software Inc. 2017) programcsomagot hasznaltunk. Az
adatok feltételvizsgalatdhoz normalitas tesztet (Shapiro-Wilk teszt) és varianciahomogenitas
tesztet (Levenne-teszt) végeztiink. A kiértékeléshez 95%-os megbizhatosagi szintet allitottunk be
(p<0,05). Az adatsorok kiilonbségeinek értékeléséhez egyfaktoros varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk, majd a paronkénti Osszehasonlitisokhoz Tukey post-hoc tesztet végeztiik. Az
antioxidans aktivitas, illetve a fenoloid-flavonoid eredmények kozotti Osszefiiggések feltarasa
Pearson-féle korreldcios egyiitthato figyelembevételével tortént. A kiillonbozo termesztett fajok
torzseit a vizsgalt 3 paraméter statisztikai kvartilisei alapjan (mindségi) csoportokba soroltam. Az
adott paraméter kvartilis hatarai kaptak egy pontszamot (1-4 kozott), minél kisebb az érték, annal

értékesebb az adott torzs az antioxidans anyagtartalom szempontjabol.
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4. EREDMENYEK

4.1.Az elokisérletek eredményei

4.1.1. A termétest részek tomegaranyai

A szarazanyag-tartalom vizsgalathoz 3-3 termdtestet kiilon-kiilon szedtem részeire és
mértem le frissen, illetve szaritott allapotban, az adatok e mérések atlagai (9. tablazat). Az
Agaricus bisporus, a Lentinula edodes és a Pleurotus ostreatus esetében a torzsek atlagai
szerepelnek, mig a tobbi gombafaj esetében a gylijtétt mennyiségb6l véletlenszeriien Kivett
termoétestek atlagai lathatoak. A Hericium erinaceus esetében frakcionalasra nem kertilhetett sor a

termotestek szerkezete miatt, igy e gombafaj nem szerepel a tablazatban.

9. tablazat — A vizsgalt gombak frakcioi és azok tomegaranyai frissen és szaritva (fajonként)

Frakciok Agaricus bisporus Pleurotus ostreatus
Frissen (g) %* Szaritva (g) %* Frissen (g) %* Szaritva (g) %*

kalaphér 229+04 83+%0,7 0321003 12,3+0,7| 3,12+0,8 18,2+3,3 0,27+0,07 16,5%3,0
kalaphus |11,42+195 419+6,9 0921022 357+74| 393+11 227+35 037+0,07 224+22
termélemez | 36+0,28 13,2+0,2 035%0,02 135+09| 586+14 346+83 059+0,14 36,6+ 89

tonk 1004+2,31 366%6,4 099+0,16 386+6,5] 417113 244163 041014 245171
termdtest 27,351 2,6 - 2,5710,14 - 17,09+ 2,4 - 1,64 -
Frakciok Lentinula edodes Flammulina velutipes
Frissen (g) %* Szaritva (g) %* Frissen (g) %* Szaritva (g) %*

kalapbér 2,70+0,87 125+39 031+0,04 11,8+0,7/0,34+0,02 179+0,6 0,04+0,01 19,8+ 2,3
kalaphus 832+1,29 385+6,0 1,05+0,18 39,4+39(0,32+0,02 17,1+0,3 0,03+£0,00 17,1+ 1,3
termélemez | 3,04+£0,83 140+37 031005 11,2+13| 0,95+0,03 49,8+0,9 0,08+0,01 44,4+ 14

tonk 755071 350+3,7 099+0,11 37658 0,29+£0,03 15,2+0,9 0,03+0,01 18,7+ 1,7
termdtest 21,6+ 0,23 - 2,66 £0,22 - 1,91 +0,09 - 0,19+ 0,02 -
Frakciok Agrocybe cylindracea Leccinum duriusculum
Frissen (g) %* Szaritva (g) %* Frissen (g) %* Szaritva (g) %*

kalapbér 302047 92+19 046007 98+24]261+£058 10,1+0,2 0,30£0,10 12,7+ 2,2
kalaphus 520,76 164+5,7 052%0,05 11,5+3,4|571+1,12 22,2+0,7 0,56+0,06 24,1+ 1,6
termélemez | 3,71+£095 11,7+54 0441009 98+4,1|4,13+0,77 16,1+0,7 0,39+0,10 16,6+ 2,2
tonk 21,851£9,67 62,7+ 11,8 342+£1,47 68,8+£8,8|13,32£3,2251,5£1,2 1,08+£0,14 46,6123
termdtest |33,7918,53 - 4,86+ 1,41 - 25,78 £ 5,66 - 2,32+0,38 -
*a teljes termdtesthez viszonyitva

A tablazatban j61 lathatd, hogy egyes frakciok szarazanyag tartalma 8-9%-os, igy e frakciok
10 szaritott grammjahoz egyes esetekben 800-900 g-nyi friss termdtestre volt sziikség. A
meghatarozott mennyiséget, a legkisebb kihozatali aranyu frakciohoz mértem, igy minden
kisérlethez minden frakciobol elegendd mennyiség allt rendelkezésre. A lehetdségekhez képest a
kovetkez0 minimalis mennyiségeket gyljtottik be: 2000 g-nyi termdtest, a frakcionalt
gombaanyag (kalapbdr, kalap, termélemezek, tonk) szamara; ~250 g frakcionalatlan termdtest;

~250 g primordium.
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4.1.2. Az extrakcios eljarasok osszehasonlitasa

Elosz0r megvizsgaltam annak a lehetdségét, hogy mi torténik, ha csak egy ,,univerzalis”
extraktumot hasznalok a mérésekhez. Osszehasonlitottam az etanolos és metanolos csiperke

frakciokivonatokat 6sszfenoloid-tartalom alapjan (11. abra).

Osszfenoloid mennyiségek kiilsnbozé kivonészerek esetében
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11. abra — A MeOH-s és EtOH-s kivonatb6l meghatarozhat6 dsszfenoloid-tartalom 6sszehasonlitasa

A 11. abran jol lathat6, hogy a tonkon kiviil mindegyik frakciobol valamivel tobb anyagot
sikeriilt kinyerniink a metanolos kivonéssal, a termdlemez esetében a kiilonbség +13 %-0s. A sajat
modszer kidolgozasat, ebbdl kifolydlag metanolos extrahdloszer alkalmazasaval végeztem. A
metanolos extraktumok magasabb antioxidans aktivitasat mas kutatok is alatamasztottak
(SMITH et al., 2015). A kiilonb6z6 extrakcios modszerek Osszehasonlitasat (4. tablazat) az

antioxidans aktivitasok alapjan végeztem (12. abra).

A kilénbozé extrakcios eljarasok dsszehasonlitdsa, a mintak antioxidans aktivitasa
alapjan
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12. abra — A kiilonb6z6 extrakcids eljarasok dsszehasonlitidsa antioxidans aktivitas alapjan
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Az antioxidans aktivitas mérése azért is célszerll, mert varhatdan korrelal az 6sszfenoloid-
tartalommal, igy a magasabb antioxidans tartalom magasabb fenoloid tartalommal parosulhat
(VELIOGLU et al., 1998). A két vizes alapt extrakcios eljarassal (1. és 5.) Iényegesen kisebb
antioxidans aktivitast (~70 és 61%) mértem, mig a tobbi eljaras kozel azonos, 90% koriili aktivitast
eredményezett. Az altalam hasznalt eljaras (4.) nem maradt el egyik extrakcids eljarastol sem.
Elénye viszont, hogy rovidebb id6t vesz igénybe és nem kell feliigyelni az extrakciot, mint példaul
a vortexet és centrifugat hasznalo extrakcios eljarasnal (7.). Kisérletesen igazoltuk, hogy a
melegitve torténd razatassal kdzel azonos mennyiségli bioaktiv anyagmennyiség rovidebb id6 alatt
extrahalhato (az antioxidans — fenoloid korrelaciobol kiindulva), ami nagyszamu minta esetében,
nem elhanyagolhat6é szempont.

Az extraktumok szarazanyagtartalmanak meghatdrozasa, a mennyiségbeli eltérésekbdl
adodo hibak kikiiszobolését szolgalta. A kismiiszeres méréseknél ez gombafajtol fliggden
18,29+3,20 és 28,2+1,03 mg kozott valtozott, de adott torzs termétestén beliil az eloszlas
egyenletesnek bizonyult. A kromatografias vizsgalatokhoz hasznalt kivonatok szarazanyag
tartalom értékei a 10. tablazatban lathatdak. Jol lathato, hogy a termdtesten beliil kiegyenlitettnek
mondhato a kivonhaté extraktum mennyisége. A Flammulina velutipes fajnal szembetiiné a
kiemelkedd extrakttartalom a tobbi gombafajhoz képest. A legkisebb mennyiségeket a fehér

Agaricus bisporus esetén mértem.

10. tablazat — A kromatografias vizsgalatok kivonatainak szarazanyag-tartalmai (mg/ml)

L. . A . A P. Lentinula P. Agrocybe Flammulina Leccinum  Hericium
Frakcio bisporus bisporus . ! ) ) i
) (b) ostreatus edodes eryngii cylindracea velutipes duriusculum erinaceus
kalapbér 14,1 14,4 15 30,3 21,6 24,9 20,3 22,8 -
kalaphus 14,4 16,4 20,5 29,3 24,6 22,7 31,5 24,9 -
termdlemezek 15,4 19,3 28,1 27,6 23,7 21,9 31,4 244 -
tonk 14,5 15,6 18,1 27,5 20,6 21 34,7 20,5 -
termétest 18,7 15,4 20,7 27,2 26,2 21,9 32,2 22,5 32,8
primordium 17,5 17,9 20,2 23,6 18,9 26,5 27,1 18,4 -

A termOrészek koziil a Lentinula edodes kalapborébdl és a Flammulina velutipes tonkjébol
kiugronak tekinthetd extraktot sikeriilt kinyerni. Osszességében a mintdk extraktumai
kiegyenlitettnek mondhatoak, igy a vizsgalt paraméterek kiilonbségeit az extrakt mennyiségek

kiilonbségei alig magyarazhatjak.
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4.2.A gombak osszfenoloid és osszflavonoid-tartalma és antioxidans aktivitasa
4.2.1. A gombafajok osszehasonlitasa

A fajszintli Gsszehasonlitast a teljes termétestek mért értékei alapjan végeztem el. A
termesztett gombak esetében atlagoltam a kiilonb6zo torzsek termétest eredményeit. A mérési
sorozatok minden csoportja (fenoloid, flavonoid, A%) normalis-eloszlast mutatott, igy

ANOVA-teszt végezhetd. A fenoloid-tartalomra vonatkozo6 ANOVA eredményei a 13. abran

lathatdak.
Kulonb6z6 gombafajok dsszfenoloid-tartalma
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A. bisporus A. bisporus Pleurotus lentinula Agrocybe Flammulina Hericium Leccinum  P. eryngii
(fehér) (barna) ostreatus edodes cylindracea velutipes erinaceus duriusculum

13. abra — A vizsgalt gombafajok Gsszfenoloid-tartalmanak atlaga (mg GSE/g sz.a.) és szordsa

Az eltéré betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

A déli tokegombaban mértem a legmagasabb fenoloid szintet (3,62+0,08 mg GSE/g sz.a.),
mig a legkisebb mennyiséget a téli fiilodkében mutattam Ki (0,68+0,03 mg GSE/g sz.a.). A téli
fiiloke tartalmazta ellenben a legtobb flavonoidot (14. abra), s ez a szinanyagaval magyarazhato.

A termesztett gombak koziil a barna csiperke tartalmazott jelentés mennyiségii fenoloidot
(2,38+0,66 mg GSE/g sz.a.), mig a kés6i laskagombaban csupan a harmadat (0,84+0,30
mg GSE/g sz.a.) sikeriilt kimutatni. A barna csiperke és a déli t6kegomba minden vizsgalt
gombataxont6l szignifikansan kiilonbozott, mig a fehér csiperke €s a siingomba kozott nem volt
ilyen eltérés. Erdekes modon a ligninbontd taxonok (Lentinula edodes, Pleurotus spp. és a
Flammulina velutipes) fenoloid szintjei nem kiilonboztek szignifikansan.

A vadon termék koziil a Hericium erinaceus magas fenoloid-tartalmu még (1,66+0,23 mg
GSE/g sz.a.) az Agrocybe mellett. Az Agaricus bisporus-ra vonatkozé eredményeim, egybevagnak
BARROS ¢és munkatarsai (2008c) hasonld vizsgalatanak adataival. Egyéb vizsgalatok
eredményeivel (melyek mas elokészitési, kivonasi vagy mérési protokollokat alkalmaztak) a
mennyiségek nem Osszehasonlithatdak, viszont az egyes fajok kozotti aranyok nagyon hasonloak

az altalam mért aranyokhoz (HUANG et al., 2006; FERREIRA et al., 2009; PALACIOS et al., 2011).
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A flavonoid tartalom csak kb. 5-10 szazaléka a teljes fenoloid mennyiségnek (14. abra).
Ezt a fenoloid/flavonoid aranyt mas kutatasok is megerdsitették (JAYAKUMAR et al., 2009;

PALAcCIOS et al., 2011), de természetesen itt is talalhatoak ellentétes eredmények (BARROS et al.,
2008c).

Kiilonb6z6 gombafajok dsszflavonoid-tartalma
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A. bisporus A. bisporus Pleurotus Lentinula Agrocybe Flammulina Hericium Leccinum  P. eryngii
(fehér) (barna) ostreatus edodes cylindracea velutipes erinaceus duriusculum

14. abra — A vizsgalt gombafajok 6sszflavonoid-tartalmanak atlaga (mg QE/g sz.a.) és szoérasa

Az eltéré betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

A shiitake-ban és a kés6i laskagombaban nagyon kevés flavonoid van
(0,07+0,036 mg QE/g sz.a.). Egyes vadon term6 fajok (t6kegomba, téli fiiloke és siingomba)
flavonoid mennyisége kiemelked6 a tobbi fajhoz képest (0,16-0,18 mg QE/g sz.a.). Az
ordogszekér-laskagomba és a barna kalapu csiperke flavonoid tartalma megegyezik (0,11+0,012
¢s 0,11+0,041 mg QE/g sz.a.), mig a nyarfa érdestinoéru kevesebbet tartalmaz (0,09+0,004 mg
QE/g sz.a.). Meglepd, hogy a fehér csiperke flavonoid értékei magasabbak, mint a barna csiperke
esetében mért mennyiségek (0,13+0,083 mg QE/g sz.a.).

Az antioxidans aktivitds szempontjabol a vizsgalt gombadk a lekotott szabadgyok
mennyisége alapjan kiegyenlitettek. A két végpontot a laskagombak képviselik, mig a késoi
laskagomba szabadgyok-kotoképessége gyengének mondhatd az eredmények tiikrében, addig az
ordogszekér-laskagomba képes a legnagyobb aranyban lekotni a gyokmolekulakat. Ahhoz hogy
atfogobb képet kapjak az antioxiddns aktivitasrol, ECso értékeket is meghataroztam a
microplate-es vizsgalatok soran (11.tablazat). Tobb kutatas szol a Pleurotus ostreatus
kiemelked6 antioxidans aktivitasarol (YANG et al., 2002, ELMASTAS et al., 2007), amit azonban
nem tarthatok megalapozottnak a 17 torzs adatait attekinté vizsgalatom alapjan. A Pleurotus
eryngii-t érint6 vizsgalatokkal viszont megegyez6 kovetkeztetésre jutottam, bar ezt fenntartassal

lehet kijelenteni, mivel csak egy torzset tudtam vizsgalni.
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11. tablazat — A vizsgalt gombafajok antioxidans szabadgyok-kotoképessége és ECso értékei

A. bisporus A. bisporus Pleurotus Lentinula Agrocybe

Gombafaj
! (feher) (barna) ostreatus edodes cylindracea

Szabadgyok-

+ 2 + a + b + a + a
ktEképesség (%) 81,8+7,36 80,8 + 8,51 60,9 + 18,43 86,4 +9,26° 86,6 +0,33

ECs, érték (pg/ml) 1447+ 2,1 90,3+ 0,06 256,6+578 287,7+3,9 69,2+0,06

Flammulina Hericium Leccinum Pleurotus Galluszsav

Gombafaj
! velutipes erinaceus duriusculum eryngii (1 mg/ml)

Szabadgyok-

+ a + a + a + a + a
kétékeépesség (%) 86,92+ 0,26 89,7+0,21 90,4 £ 0,20 92,2+0,13° 88,010,44
EC5, érték (ug/ml) 671,1+ 24,9 429,8 +2,0 2955+2,38 3449+13 7,2 £0,8

Az eltérd betlik szignifikans kilénbségeket jelélnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p=<0,05)

Az ECsg értékek alapjan 3 kiilonb6z6 csoportot tudunk elkiiloniteni, az egyik csoportba
tartoznak a nagy hataserdsségili taxonok, ilyenek a csiperkék (mind a fehér, mind a barna) €s a déli
tOkegomba, itt vélhetéen tobb meghatarozo vegyiilet lehet jelen a mintakban. A barna csiperkének
kozel 50%-kal kisebb koncentracidban azonos a hatdsa, mint a fehér csiperkének. A déli
tokegomba kivonata pedig a legnagyobb aktivitasu.

A kovetkezd csoportot azok a taxonok alkotjak, melyek kivonataban valdszintileg egy
meghataroz6 komponens antioxidans hatasu, de mennyisége limitalt, ilyenek példaul jellegzetesen
a ligninbontok (L. edodes, Pleurotus spp.) és a Leccinum duriusculum.

A harmadik csoportot pedig a kis hatasu fajok kivonatai alkotjak, mint a Flammulina
velutipes, illetve a Hericium erinaceus. A Flammulina velutipes alacsony antioxidans aktivitasat
mas kutatasok is alatamasztottak (KARAMAN et al., 2009).

Statisztikailag értékeltem, hogy az egyes gombafajok esetében van-e¢ Osszefliggés a mért
fenoloid-szint, illetve az antioxidans aktivitas k6zott, mert korabbi szakirodalmi adatok igazoljak
a két érték (a fenoloid-szint és az antioxidans aktivitas) korrelacidjat. Ezt mind a névényekben
(VELIOGLU et al., 1998), mind pedig a gombak esetében is kimutattak (CHEUNG et al, 2003;
VAMANU & NITA, 2013). A kérdés jelen adatbazisra vonatkozo statisztikai vizsgalatahoz az sszes
gombatOrzs termétestjére vonatkozo nagyszamu (N=684) fenoloid és antioxidans aktivitas adatot
hasznaltam fel. Vizsgaltam az 6sszes gomba adatait egyiitt, illetve gombafajonként is elvégeztem
a Pearson-féle korrelacios vizsgalatot. A korrelacio megléte esetén regresszié analizis segitségével
hataroztam meg a fennall6 kapcsolat tipusat. A szakirodalmi adatok alapjan a két paraméter kozott
egyszerll linearis kapcsolat feltételezhetd, igy linearis regressziot végeztem. Az dsszes gombafaj
fenoloid és antioxidans értékei kozott pozitiv, de gyenge kapcsolatot taldltam (r=0,4489, r’=
0,2015, p=0,00001), ennek okai feltételezhetéen a gombafajok nagy kiilonbségeibdl adédhatnak
(15. abra).

55



10.14751/SZIE.2018.063

A vizsgalt gombafajok fenoloid-tartalmanak és antioxidans aktivitasanak
regresszidja
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0,40 0,90 1,40 1,90 2,40 2,90 3,40 3,90
Fenoloid-tartalom (mg GSE/g sz.a.)

15. abra — A vizsgalt gombafajok fenoloid tartalmanak és antioxidans aktivitasanak

linearis regresszioja

Az 4bra alapjan elmondhato, hogy a determinaltsagi koefficiens (r?) igen alacsony, vagyis
az adott fenoloid értékek csak 20%-ban magyarazzak az antioxidans eredményeket. Altalanos
kovetkeztetés tehat csak erds fenntartassal fogalmazhaté meg. Mivel ezekbdl az adatokbol nem

lehetett teljes képet kapni, a gombafajokat kiilon-kiilon is vizsgaltam (12. tablazat).

12. tablazat — A gombafajok termétestének fenoloid-antioxidans értékeinek korrelacidja

Agaricus bisporus  Agaricus bisporus
g P g P Pleurotus ostreatus

Gombafaj (fehér) (barna)
Fenoloid Fenoloid Fenoloid
Antioxidans r=0,4889 r=0,5124 r=0,3466
p=0,00 p=,000 p=,000
] Pleurotus eryngii Lentinula edodes Hericium erinaceus
Gombafaj
Fenoloid Fenoloid Fenoloid
e e r=-0,4826 r=-0,8208 r=0,3086
Antioxidans
p=,188 p=,000 p=,419
Agrocybe Leccinum Flammulina
Gombafaj cylindracea duriusculum velutipes
Fenoloid Fenoloid Fenoloid
e s r=0,2491 r=0,8222 r=-0,6811
Antioxidans
p=,518 p=,007 p=,043

A gombafajok koziil a termesztett fajok esetében (kivétel a Lentinula edodes) pozitiv
kapcsolatot talaltam, de csak egy vadon termé faj (Leccinum duriusculum) esetében volt jelentds
pozitiv kapcsolat a fenoloid-tartalom és az antioxidans aktivitas kozott. A tobbi vadon termé faj
esetében nem volt minden esetben szignifikdns az eredmény. A termesztett gombdak adataival

regresszio analiziseket (16. abra) végeztem.

56



100

90

80

70

A%

60

50

40

30

20

A termesztett gombak fenoloid-antioxidans értékei és regresszids egyenesei

y=-23,808x + 108,47

R2=0,6737 Yy =6,6252x + 69,212
R?=0,239
L TYRN

F

e 207

y = 21,472x + 42,916

o b

2,00

e
PP e an

e @

2,50

Fenoloid-tartalom (mg GSE/g sz.a.)

R?=0,1201
0,00 0,50 1,00 1,50
A. bisporus (fehér) A. bisporus (barna)
- Linedris (A. bisporus (fehér)) Linedris (A. bisporus (barna))

P. ostreatus
Linedris (P. ostreatus)

L,

3,00

10.14751/SZIE.2018.063

y = 5,4669x + 67,808
R?=0,2626

3,50 4,00

Lentinula edodes
Linedris (Lentinula edodes)

16. abra — A termesztett gombafajok fenoloid tartalmanak és antioxidans aktivitasanak

regresszios egyenesei

A regresszios egyenesekbdl lathatd, hogy a shiitake esetében a fenoloid-tartalom és az

antioxidans aktivitas kapcsolata forditott aranyossaggal jellemezhetd.

A két csiperke tipus (fehér és barna) kozott nem latszik lényeges kiilonbség, mindkét

regresszios egyenes enyhe emelkedésti.

A laskagomba értékei alapjan gyenge kolcsonhatast lehet latni, bar a regresszios egyenes

meredeken emelkedd, de ez nem fedi a valosagot, mivel a determinacios koefficiens kifejezetten

alacsony (r>=0,12).

"o

Ezekbdl a termétest eredményekbdl kiindulva sem cafolni, sem megerdsiteni nem tudom

DuBosT et al., 2007, illetve VAMANU & NITA, 2013 eredményeit, de kiegésziteni igen.
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4.2.2. A termesztett gombafajok torzseinek értékelése

A termesztett gombafajok esetében 8 fehér csiperke, 6 barna csiperke (17. abra), 17
laskagomba (18. abra), illetve 3 shiitake (13. tablazat) gombatorzset hasonlitottam Ossze a

fenoloid-flavonoid-antioxidans paraméterek alapjan.

A
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B B

17. abra — A csiperketorzsek (fehér —,,F” és barna —,,B”) 6sszfenoloid atlagai és szorasa (mg GSE/g
sz.a.) - A, osszflavonoid atlaga és szorasa (mg QE/g sz.a.) — B,
az antioxidans aktivitasaik atlaga és szorasa %-ban — C.

Az eltéré betlik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

A csiperke torzsek esetében igen nagy valtozatossagot lathatunk, mig a flavonoid-tartalom alapjan
4 szignifikansan kiilonbdz6 csoportot tudunk megkiilonboztetni a Tukey post-hoc test alapjan (17.
abra, B). A fenoloid-tartalom ¢és az antioxidans aktivitas alapjan 7, illetve 10 szignifikansan
kiilonboz6 csoportot tudunk elkiiloniteni (17. abra, A és C). A fenoloid-tartalomban a csiperke
torzsek kozott kiemelkedik a ‘S-856’-o0s torzs (3,47+0,01 mg GSE/g sz.a.). Ezt koveti egy jol
meghatarozhat6 csoport (2,07-2,71 mg GSE/g sz.a. kozott), mely 3 barna (‘A-Delta’, ‘Brown’, ‘K-
165’), illetve 2 fehér torzset (‘A-15°, ‘S-737’) foglal magaba.
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Két fehér csiperke torzsben kozel azonos mennyiséget sikeriilt kimutatni, ezek a ‘S-512°
¢s a ‘K-145’. A tobbi torzs 2,0 mg GSE/g sz.a. fenoloid-tartalmu, a legkisebb mennyiséget a barna
‘Heirloum’-ban mértem (1,13+0,05 mg GSE/g sz.a.). A flavonoid-tartalom alapjan az egyik
legkiemelkeddbb torzs az ‘A-15’ (0,33+0,01 mg QE/g sz.a.), a tobbi torzs ennek a mennyiségnek
a felét, harmadat tartalmazza. Az antioxidans aktivitas tekintetében a torzsek nagy szorast
mutatnak, a mintak 67-90% ko6zott képesek kotni a szabadgyok molekuldkat.

A laskatorzsek mindharom paraméter alapjan gyengébb mennyiségi eredményeket
produkaltak a csiperkékhez képest (18. abra). A fenoloid és a flavonoid szintek szerint a
laskatorzsek atlagosan a csiperke értékeinek felét érték el. Az altalam mért fenoloid értékek
duplajat (VIEIRA et al, 2013), s6t haromszorosat (DUBOST et al., 2007) is Kimutattadk mar mas
torzsekbol. Legkiemelkeddbb toérzs az ‘1-0-30°’mind a fenoloid- és flavonoid-tartalmak, mind

pedig a szabadgyokkoto-képesség alapjan.
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18. abra — A laskatorzsek atlagos 6sszfenoloid-tartalma (mg GSE/g sz.a.) és szorasaik - A,
Osszflavonoid-tartalmuk étlaga és szorasa (mg QE/g sz.a.) — B,
az antioxidans aktivitasuk atlaga és szorasa %-ban - C.

Az eltéré betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

A 17 torzs koziil, még jelentés fenoloid-tartalmu a ‘357-213°, a ‘BAK’, illetve a ‘G24’. A
laskatorzsek flavonoid-tartalma a ‘1-0-30’-as torzst6l eltekintve elenyészének mondhato, a
legkisebb értékeket a ‘480°-as, a ‘BL’ és a ‘Spoppo’ adta. A laskék antioxiddns aktivitdsa nagyon
szorodik, a legrosszabb (‘BL’) és a legjobb (‘H1”) paraméterti torzs kozott kdzel 62%-nyi a

kiilonbség.
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A shiitake torzsek kozott jelentds kiilonbségek fedezhetéek fel (13. tablazat), mind
fenoloid, mind pedig flavonoid tartalomra vonatkozdéan. A ‘40-80’-as torzs a duplajat tartalmazza
a ‘KST-67’-ben mérhetd fenoloid tartalomnak. A ‘KST-70’ pedig a ‘KST-67" értékéhez képest
50%-kal magasabb, mig a ‘40-80°-hoz képest 25%-kal alacsonyabb értéket mutat.

13. tablazat — A shiitake torzsek fenoloid-, flavonoid-tartalmai és az antioxidans aktivitas értékei

Gombatérzs Fenoloid (mg/g) Flavonoid (mg/g) Antioxid?;s) aktivitds
‘40-80’ 1,25:0,02° 0,026+0,002" 75,7:4,6°
‘KST-67" 0,59+0,08° 0,131+0,007" 92,310,1°
KST-70’ 0,94+0,05° 0,0550,099° 91,2:0,2°

Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

Flavonoidokbo6l viszont a ‘40-80’-as torzs tartalmazza a legkisebb, mig a ‘KST-67" a
legnagyobb mennyiséget. A gyokkoté-képesség alapjan a ‘KST’ jelzésti torzsek kozott nincs
szignifikans kiilonbség, a ‘40-80’-as torzs extraktuma viszont kozel 20%-kal kevesebb
szabadgyok molekula megkdtésére képes.

A matematikai modszerek fejezetben kitértem mar arra, hogy az egyes fajokhoz tartozé
torzseket osztalyozva értékelem. Az osztalyzas alapjat az Osszes torzs Vizsgalt harom
paraméterének kvartilisei adjak. Az adott paraméter kvartilisre adott pontszamitas szerint (1-
kiemelked6 — 4 — alacsony), minél Kisebb az adott térzs értéke annal értékesebb az adott torzs
antioxidans anyag tartalom szempontjabol (ez azonban nem tiikrézi a bioaktiv anyagok teljes
vertikumat, pl.: az antioxidans hatasu poliszacharidokat, vitaminokat). Természetesen ezek az
értékek csak iranyaddak, amennyiben a torzsek jellemzéséhez elfogadottd valnak az altalam
vizsgalt paraméterek, jelentds boviiléssel kell szamolni. A bdviilés eredményeként az adott
kategoriahatarok is valtozhatnak. Az Aaltalam hasznalt kategoriahatarokat a 14. tablazat
tartalmazza.

14. tablazat — Az alkalmazott kategériahatarok a kiilonb6z6 termesztett gombafajok esetében

Fehér csiperke Barna csiperke Laskagomba
Kategodridk Fenoloid Flavonoid Fenoloid Flavonoid Fenoloid Flavonoid
A% A% A%
(mg/g)  (mg/g) (mg/g)  (mg/g) (mg/g)  (mg/g)
kiemelkedé 2,33 < 0,139 < 87 < 2,65 < 0,130 < 86 < 0,91 < 0,084 < 77 <

magas 1,93-2,33 0,116-0,139 83-87 2,55-2,65 0,108-0,130 82-86 0,71-0,91 0,058-0,084 77-59
normal 1,38-1,93 0,091-0,116  75-83 1,84-2,55 0,075-0,108 75-82 0,62-0,71 0,048-0,058 46-59
alacsony <1,38 < 0,091 <75 <1,84 <0,075 <75 <0,62 < 0,048 <46

A kiilonbozd termesztett fajok torzseit (kiilon a barna és fehér csiperke) egy Osszefoglald

tablazatba gyiijtottem Ossze (15. tablazat).
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A shiitake gombak adatai nem keriiltek a tablazatokba, mivel csupan harom torzs adatai alltak

rendelkezésre, ezért ezen adatok felhasznalasat a torzsmindsités szempontjabol melldztem.

15. tablazat — A csiperke (fehér és barna kalapi) és a laskagomba torzseinek mingsitése a harom

vizsgalt paraméter (6sszfenoloid-, 6sszflavonoid-tartalmak és szabadgyok-kotoképesség) alapjan

Fehér csiperke Laskagomba
Torzs Fenoloid Flavonoid A% Mindség Torzs Fenoloid Flavonoid A% Mindség
‘A-15 2,47 +0,04 0,328+0,006 87,2+0,2 magas ‘1-0-30° 1,41 +0,07 0,180 + 0,009 85,3 + 0,4 kiemelkedd
‘S-737 2,71+0,06 0,128+ 0,016 90,4+0,3 magas ‘G24’ 1,33 +0,05 0,091 +0,002 78,5+ 1,6 kiemelkedd
‘K-145' 2,09+0,06 0,135+ 0,010 88,6+0,2 magas ‘357-213" 1,17 + 0,07 0,064 + 0,005 65,2+ 1,1 magas
‘S-800° 1,86 £ 0,06 0,134+ 0,005 76,6+ 0,2 normal ‘P80’ 0,77 £0,04 0,068 + 0,008 79,7+ 3,6 magas
‘L-901’ 1,4+0,03 0,093+0,026 86,3+0,3 normal ‘HI’ 0,69+0,02 0,072+0,009 90,2+0,1 magas
‘S-512° 2,07+0,1 0,092+0,04 71,5+0,3 normal ‘IS’ 0,85+0,04 0,090 +0,004 50,7+2,1 magas
‘A-XXX 1,32 £ 0,04 0,055+ 0,001 80,8+0,3 alacsony ‘B 1,33 +0,06 0,054 + 0,003 58,4 +4,7 normal
‘927 1,25+ 0,1 0,099 + 0,005 73,0+ 07 alacsony ‘HK-35" 0,59 +0,03 0,104 + 0,005 59,8+ 1,2 normal
‘H7” 0,64 +£0,02 0,068 +0,010 47,4+ 2,4 nomal
Barna csiperke ‘480 0,66 +0,06 0,023 +0,006 79,2+0,5 normal
Torzs Fenoloid Flavonoid A% Mindség ‘IN’ 0,69 + 0,03 0,050 £ 0,003 66,2 +5,6 normal
‘5-856’ 3,48 £+ 0,01 0,164 + 0,010 89,9 + 0,2 kiemelked& ‘Po462’ 0,62 +0,06 0,080 + 0,006 45,0+ 1,0 normal
‘Brown’ 2,66 +0,07 0,050+ 0,005 86,7+0,2 magas ‘BAK’ 0,84 +0,13 0,039 £ 0,005 28,2+ 3,1 alacsony
‘K-165" 2,54+0,03 0,127+0,009 865,9+0,2 magas ‘DSN’ 0,61 +0,05 0,050 + 0,003 57,6 £ 4,3 alacsony
‘Broncho’ 1,86+0,03 0,127+0,003 78,1+0,3 normal ‘VL-80' 0,62 +0,08 0,053 + 0,006 31,0+ 0,9 alacsony
‘A-8’ 2,61+0,14 0,176+0,014 67,7+ 1,7 normal ‘Spoopo’ 0,72 +0,04 0,037 £0,002 41,7 £ 2,7 alacsony
‘Heirloum’ 1,14+ 0,05 0,099 + 0,003 75,5+ 0,2 alacsony 357-145" 0,61 £ 0,02 0,046 + 0,006 52,7 £ 2,2 alacsony

Az altalam hasznalt mindsitd rendszer alapjan a fehér csiperke torzsek kozott harom magas
minéségl (‘A-15’, ‘S-737’, ‘K-145’) torzs van, a barna csiperke torzsek kozott egy kiemelkedd
(‘S-856°) és két magas minéségi (‘Brown’, ‘K-165°).

A laskagomba torzsek kozott két kiemelkedd (‘1-0-30°, ‘G24°) és négy magas mindségl
(‘357-213’, ‘P80°, ‘H1’, ‘LSZ’) torzs talalhato. Ez természetesen csak az altalam vizsgalt

antioxidans anyagtartalomra vonatkoztathato.

A jovoben elképzelhetd, hogy tovabbi kémiai-biokémiai paraméterekkel kiegészitve
(pl.: szénhidrat-, zsirsav-, fehérje-, vitamin-, asvanyi anyag-tartalom) teljesen mas sorrend

alakuljon ki.
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4.2.3. A gombafajok termotest részeinek osszevetése

A gombafajok és torzsek mellett a termétest részeket is vizsgaltam kiilon-kiilon, igy a
frakcionalt részek (kalapbor-kalaphus-termélemez-tonk) kiilonbségeit, illetve a teljes termdtest
fenoloid anyagtartalmanak eloszlasat is modellezni probaltam.

Az eredmények nemzetkozi adatokkal vald 0sszevetése jelenleg korlatozottan lehetséges
(hiszen ilyen szakirodalmi adatok még nem allnak rendelkezésre), igy itt csak a tonk-kalap
felosztast végz6 munkak eredményeit vehettem alapul (FERREIRA et al., 2007).

A frakcionalas az ,,Anyag és mddszertan” részben bemutatott modon ment végbe. A
vizsgalatok sordn a frakcidkon kiviil a teljes termdtestet €s a primordiumot is vizsgéaltuk azonos
modszertan szerint. A fenoloid értékek frakciok kozotti eloszlasat a termesztett fajokban a
19. abran mutatom be. A frakciok kozil kiemelkedik a kalapbér és a termdlemezek,
szignifikansan magasabbak, mint a tobbi rész, illetve a teljes termdtest €s a primordium. A fehér

csiperke kalaphusa, tonkje, terméteste €s primordiuma kozott statisztikailag nincs kiilonbség.

A vizsgalt termesztett gombak frakcidinak dsszfenoloid-tartalma
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19. abra — A vizsgalt termesztett gombak frakcidinak dsszfenoloid-tartalma
(atlagtszoras, mg GSE/g sz.a.)
Az eltér betlik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

A barna csiperke esetében mar mds a helyzet, négy jol -elkiilonithetd részt
kiilonboztethetiink meg. A termélemezek és a kalapbor ugyancsak sok fenoloidot tartalmaznak. A
kalaphts és a tonk, illetve a termdtest és a primordium statisztikailag kiilonboznek egymastol.

A shiitake kalapja egyontetiinek mondhat6 a fenoloid szintek alapjan, de a tonk és a primordium

eltér a tobbi termdtest résztol.
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A laskagomba termétest részeinek fenoloidjai a fehér csiperke eloszlasahoz hasonlit, itt is
kiemelkedik a kalapbor és termdlemez, de statisztikailag nem kiilonboznek. A kalaphus és a tonk,
illetve a termOtest és a primordium statisztikailag azonos fenoloid-tartalmaak. A primordium és a
termétestek fenoloid koncentracioi kdzel azonosak, hasonld kdvetkeztetésre jutottak mas kutatok
is (BARROS et al., 2007c; SOAREs et al., 2009). A fejloddés soran a micélium szovedékben
végbemennek azok a folyamatok, melyek a bioaktiv és egyéb primer anyagokat megfeleld
mennyiségben felhalmozzak. A primordium képzés, illetve a ,,robbanasszeri” termétestképz6dés,
a viz és a mar elére megtermelt anyagok bearamlasaval lehet egyenértéki.

A termétest részek kiillonbozé fenoloid tartalmainak oka, feltételezhetéen a gombak
¢lettanaban keresendd, mivel a kalapbdr a kornyezettel érintkez6 legkiils burok. A termdlemezek
els6dleges feladata pedig a sporak képzése, érlelése és tarolasa. A termdtest kialakulasa utan igen
gyorsan bomlasnak indul, ezért a termdélemezekben a fenoloid vegyiiletek védhetik a sporakat.

A termétest részek friss tOmegaranya (9. tablazat) és a fenoloid tartalmak (18. abra)
alapjan egy sulyozott atlag kiszamitasat is megkiséreltem. Ezzel kivantam bizonyitani, hogy a
termotest vizsgalt paraméterei alapjan becsiilhetd az adott termdtest rész hatdanyagtartalma a friss
sulyarany fliggvényében (16. tablazat). Ezaltal a teljes termdtest egyes részeinek vizsgalatai
elényosebb hatdéanyag kutatasi objektumokat adhatnak, mivel e részekben koncentraltabban

lehetnek jelen az egyes anyagok. A sulyozott atlag szamitasanak modja:

L XiD; _ Xq1DP1tXopat X Py
Yic1 P P1+D2++Dn

x = ahol, az ,,x” az érték, a ,,p” pedig a suly.

16. tablazat — A termesztett gombak siulyozott atlaga a termétesthez viszonyitva

Agaricus bisporus Pleurotus ostreatus Lentinula edodes
Termétest |Sulyarany Fenoloid |Sulyarany  Fenoloid |Sdlyardany  Fenoloid
rész (%) érték (mg/g) (%) érték (mg/g) (%) érték (mg/g)
kalapbér 8,3 2,28 18,2 1,15 12,5 1,06
kalaphus 41,9 1,87 22,7 0,72 38,5 0,94
termdlemez 13,2 2,94 34,6 1,17 14 1,13
tonk 36,6 1,71 24,4 0,59 35 0,87
Termétest becsiilt mert becsiilt mert becsiilt meért
1,99 1,90 0,92 0,84 0,96 0,93
%-kiilonbség 4,46 9,15 2,94

A mért és a stlyozott atlaggal szamolt értékek kozott csupan 3-9%-nyi kiilonbség adddott,
ennek az lehet az oka, hogy a fenoloid értékeket a torzscsoport atlagok, tehat tobb torzs atlagolt
fenoloid-tartalmai alapjan szamoltam. Ennek fényében a termdtest részek fenoloid mennyiségei a
termétest értékei alapjan 5-10 %-os pontossaggal becsiilhetéek, a friss tomegarany

figyelembevételével.
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A vadon term¢é gombafajok termdtest részeinek vizsgalata is hasonlod képet mutat, mint a
termesztett fajok esetében (20. abra). A déli tdkegomba kiemelkedik a tobbi gombafaj koziil,
ahogy az a 13. abran is latszik. A tdkegomba kalapbére tartalmazta a legnagyobb mennyiségben
a fenoloidokat az 6sszes vizsgalt termdétest rész koziil (4,54+0,02 mg GSE/g sz.a.). Statisztikailag
is ez a termOtestrész emelkedik ki a tobbi koziil, a kalaphus a tonkkel és a termétesttel egyenértékii
résznek tekinthetd fenoloid-tartalom szempontjabol.

A legérdekesebb a termblemezek €s a primordiumok kozott 1athatd egyenldség, bar ez is
szignifikdnsan nagyobb koncentracidkat jelent, mint a tonk vagy kalaphus értékei. A nyarfa
érdestinoru fenoloid eloszlasban hasonldé, mennyiségben viszont kézel harmadat teszi ki a
tOkegombaénak. A kalapbdr és termdlemezek magasabb értékei mellett a kalaphus is magas
anyagtartalmu, valoszintsithetden ez foként annak kdszonhetd, hogy eme gombafajnak a
kalaphtisa kékiilésre, sziirkiilésre hajlamos. A tonk a termdtesttel és primordiummal azonos

mennyiségll fenoloid anyagot tartalmaz, de a primordium a kalaphtssal is mutat hasonlosagot.

A vizsgalt vadonterm6 gombak frakcidinak dsszfenoloid-tartalma
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0,0
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20. abra — A vizsgalt vadon term6 gombak frakcidinak osszfenoloid-tartalma
(atlagtszoras, mg GSE/g sz.a.)
Az eltéré betlik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

Az o6rdogszekér-laskagomba erésen eltér a késéi laskagombatol, nem csak kiillemre,
hanem fenoloid-eloszlasban is. Az Gsszes termdtest rész kiegyenlitett fenoloid tartalmi, a tonk
jelent kivételt, mely csak kozel felét (0,63+0,04 mg GSE/g sz.a.) tartalmazza ezen anyagoknak. A
kalapbdr és a kalaphus azonosnak tekinthetd, emellett a termdlemezek a termdtesttel és a
primordiumokkal egyenértékiiek. A téli fiiloke adta a legkisebb értékeket az Osszes vizsgalt

gombafaj koziil, itt a kalap részei azonosnak tekinthetéek.
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Meglepé médon a tonkje a primordummal egyenértékii, a termétest fenoloid szintje a tonk ¢€s a
kalap részek értékei kozott talalhato.

A termétest részek flavonoid adatait a 21. abra tartalmazza. Ezek a fenoloidhoz hasonlo
mintazatot kovetnek, de vannak kiugro értékti fajok. A téli fiiloke tartalmazza legnagyobb
mennyiségben a flavonoidokat, ami élénk narancssarga szinéb6l is adodhat. A termélemezekben
kiugroéan sok flavonoid van (0,39+0,06 mg QE/g sz.a.), a tobbi gombafaj termdtest részeihez
viszonyitva. Az abran jol lathato, hogy a gombafajok kozott a fiilloke kalapbor frakcidja eltér a
legtdbb résztol, kivétel a magasabb anyagtartalmi termélemezek.

Kivételek természetesen itt is akadnak, a tOkegomba termdlemez értéke példaul sokkal
kisebb, mint a kalapbOr vagy akéar a kalaphtis flavonoid koncentracioi. A tonk flavonoid
anyagtartalma minden vizsgalt gombafaj esetében igen alacsony. A termdtest és a primordium
értékei kozott eltérés figyelheté meg, a primordium valamivel (egyes fajok esetében kb. 10%-kal)

tobb flavonoidot tartalmaz.

A vizsgalt gombak frakcidinak dsszflavonoid-tartalma
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21. abra — A vizsgalt gombak frakcidinak osszflavonoid-tartalma (atlag+szoras; mg QE/g sz.a.)

Az eltér betlik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

Az antioxiddns aktivitds a kiillonb6z6 gombak kalap részei (kalapbdr-kalaphus-
termdlemez) kozott kiegyenlitettnek mondhat6, de a kalaphas egyes taxonokban alacsonyabb
értékii (pl.: fehér csiperke, kés6i laskagomba) (17.tablazat). A Flammulina velutipes
kalaphtisanak magasabb a szabadgyok-kotoképessége, mint a kalap tobbi részének, viszont a
hataserdssége elmarad t6lilk. A termesztett taxonok kozott az Agaricus torzsek (fehér és barna
egyarant) egyes termotest részei 80 %-os aranyban képesek a szabadgyokok lekotésére, beleértve
a tonk kivonatat is. Az ECso értékek koziil a fehér csiperke primordium kivonata a legkevésbé

hatasos, szabadgyokkoto képessége a csiperke kalaphusaval egyenértékdi.
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A laskagombak kozott markans kiilonbség figyelheté meg, mert amig a késdi laskagomba egyes
részei atlagosan 59,2+12,2 %-nyi molekula lekotésére képesek, addig az 6rdogszekér-laskagomba

esetében ez az érték atlagosan 90,3+2,0 %.

17. tablazat — A vizsgalt gombak frakciéinak antioxidans aktivitasa (atlagtszoras; %) és zarojelben

a hozzajuk tartozo ECso értékek (ng/ml)

. A. bisporus | A. bisporus | Pleurotus Lentinula Pleurotus | Flammulina | Agrocybe Leccinum
Gombafaj . o . . .
(fehér) (barna) ostreatus edodes eryngii velutipes cylindracea | duriusculum
kalaphér 80,5+12,4° | 82,0+6,3° | 68,8+16,2° | 90,65+1,0° | 89,9 £0,3° 87,5%1,8° 90,2 £ 0,2° 91,8+0,3°
(74,5+0,8) | (92,4 +1,3) | (293,9+2,1) | (194,1£2,7) | (263,5 +4,5) | (429,8+8,9) | (104,5+1,0) | (202,38 +2,0)
kalaphiis 76,8+13,5° | 80,1+7,3° |52961% 22,5b 86,9156 | 88,63% 0,3b 90,310,2° 90,110,2° 90,5t 0,5h
(94,5 +2,5) | (105,7 +2,9) |(355,03 +5,7)| (251,3 +0,1) | (208,8 +2,1) | (754,9 +7,8) | (100,6 £ 1,1) | (170,1 £ 0,01)
82,7t 5,3b 81,2+7,2* | 72,8+15,7° | 91,410,2° 92,6 £0,2° 89,810,6° 90,2 £ 0,27 90,7 £ 0,3b

termélemez

(80,6 +1,3)

(79,2 £0,9)

(440,5 £ 1,1)

(203,5 +3,4)

(427,5 +1,8)

(629,91 1,2)

(91,9 £0,2)

(146,7 £ 1,2)

ténk 82,9+7,1° (83,3546,82°| 38,7+£18,9° [ 78,5+185° | 90,9+0,8° | 829+39" | 86,6+0,2° 89,1£1,3°
(85,1+0,9) | (191,4 £4,5) |(431,7 £30,6)| (192,7 +1,8) | (524,4 +8,8) | (920,2+9,2) | (61,7 +0,6) | (208,9 +4,4)
” 81,846,9° | 80,81£7,9° | 60,9+18,1° | 86,39£8,1° | 92,23+0,1° | 869%0,3° | 86,6£0,3" 90,4£0,2°
termétest
(144,7 £2,1) | (90,3 £ 0,06) | (256,6 + 5,8) | (287,7 +3,9) | (344,9 £1,3) |(671,1 £24,9)| (69,3+0,1) | (295,5 * 2,8)
. . 76,1%10,5° | 80,45+8,6° | 61,2+183" [ 889+25" 87,5%0,9° | 72,2%7,1° 88,1%0,5° 90,1£0,4"
primordium
(357,6 £6,9) | (122,1£1,8) |(357,8 £ 13,0)| (351,5 +5,4) | (202,6 £0,7) | (647,3%6,7) | (954 +0,3) | (158,7+1,3)

Az oszlopokban az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jelélnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)
A cellak szinkddja - minél sdtétebb adott cella annal nagyobb hatadserdsséggel és antioxidans aktivitassal rendelkezik

A shiitake részek kozott hasonldo mintazatot lathatunk mind a szabadgyok-kotOképesség

értékeiben, mint a fenoloid eredmények esetében. A legjobb gyokkotési értékeket a Leccinum
duriusculum és Pleurotus eryngii kiilonb6z6 termdtest részei adtak. A termesztett és vadon termd
gombak kozott a vadon termdk valamivel magasabb értékeket adtak, de antioxidans szempontbol,
minden altalam vizsgalt faj magas antioxidans aktivitast (75% felett) mutatott, kivételt képezett a

késoi laskagomba.

A termétest részek kozotti szabadgyokkoto-képesség erdsségére nézve a kovetkezo
sorrendet allithatjuk fel: termdlemez> kalapbor> termétest> primordium> tonk> kalaphus.
Ebben az dsszevetésben nem olyan koherens ez az 6sszefliggés, mint a fenoloid vagy flavonoid
tartalmak esetében. A vadon termé taxonok esetében antioxidans aktivitas szempontjabol a kalap
kiilonbozé részei egységet alkotnak, amelyet a statisztikai értékelés is alatdmasztott, a
kiilonbségeket az ECsp értékek ismerete teszi teljessé. Hasonld a mintadzat a kiillonb6zd részek

kozott, mint a fenoloid és flavonoid értékek esetében.
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4.3.1. A tartésito eljarasok hatasa a gombak fenoloid-tartalmara

A tartositasi eljarasok haromféleképpen képesek befolyasolni a bioaktiv anyagok tartalmat,

tobbek kozott a fenoloidok mennyiségét (22. abra). Az els6 és legfontosabb, hogy az adott eljaras

csokkentheti a bioaktiv anyagok mennyiségét, mint pl. a kémiai tartositasi eljarasok esetében

(COSKUNER & OZDEMIR, 1997). A helytelen tarolas soran is ez kovetkezik be, a magas viztartalom

gyors romlékonysaggal jar egyiitt (BEECHER et al., 2001; SINGH et al., 2010). A hiitési eljarasok a

magas viztartalom megdrzése mellett a bioaktiv anyagok mérsékelt csokkenését eredményezhetik,

ahogy az a 22. abran jol lathato a csiperke és a laskagomba esetében is.
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Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeldinek a Tukey post hoc-teszt alapjan (p<0,05)
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22. abra — A tart6sit6 eljarasok hatasa a gombak osszfenoloid-tartalmara (atlagtszoras; mg GSE/g sz.a.)

A fagyasztasi eljarasok mar joval komolyabb fiziologids behatast eredményeznek, mivel

itt ledllnak az alapvetd anyagcsere-folyamatok, igy a bomlas gatolt, ezéltal csak minimalis

csokkenést vagy stagnalo értékeket vartam. Egyes szakirodalmi eredmények alapjan a hosszabb

fagyasztva tarolas nagyobb mértékli csokkenést idéz eld, foleg egyes vitaminok (Bi, B2, C-

vitamin) mennyiségében (JAWORSKA et al., 2008).
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A szaritasi modszerek esetében pedig a harmadik lehetéség Iéphet életbe, vagyis a bioaktiv
anyagok (foleg a stressz hatasara aktivalodo enzimek) mennyisége akar még ndhet is
(MANzI et al., 2004; KHAN et al., 2014). A fenoloid anyagok is képesek kisebb mértékben
atalakulni, illetve a sikimisav-itvonal indukalédhat a bomlott anyagok mennyiségének
csokkentése érdekében, vagyis a sporak védelmében a gombasejtek antioxidans vegyiileteket
allithatnak el6, a szaritas folyamata kozben. Emellett az is eléfordulhat, hogy adott fenolos
karakter(i vegyliletek kezeléstdl fliggetleniil antioxidans hatasuak lehetnek, mig masok a kezelésre
hatéasara hatastalanna valnak vagy akar aktivalodhatnak is (HALLIWELL et al., 1995).

A homérséklet emelkedésével a fenoloid anyagok mennyisége is nd, leginkabb a 60-90 °C
kozotti szaritas esetében, kivételt képez az Agaricus bisporus, amelynél a 90°C fokon stagnald
értéket kaptunk (23. abra). Ez foleg a laskagomba és shiitake esetében kiemelkedd. Ezt a
jelenséget CHOI és munkatarsai (2006) is leirtak shiitake esetében, de 6k még magasabb
hémérsékletet (100-120°C) alkalmaztak.

A blansirozas és a kémiai tartositas nagyon erds csokkenést okoz, a blansirozas a forrd
vizzel egyszeriien kimossa az anyagokat a gombabdl. A kémiai tartositas pedig fokozottabb

kioldodast eredményez a gombaszeletekbdl.

23. abra — A csiperkegomba szeletek allapota, 60 °C-os szaritast, 5 perces mikrohullamu kezelést és

blansirozast kovetoen

A r6vid idejli (~5 perc) mikrohulldmi melegités hatdsara kisebb csokkenés figyelhetd meg
(shiitake, laskagomba) vagy nem okoz kiilonbséget a kontrollhoz képest (csiperke). A hosszabb
idOtartami melegités nyoman a csiperkében anyag atalakulas indukalodhatott, mig a shiitake és a
laskagomba szeletek fenoloid-szintjeiben nem volt valtozas a rovid idejii mikrohullamu kezeléshez
képest. A 15 perces mikrohullamu kezelés a gomba termétest tobbi anyagara is hat, az aminosavak,
szénhidratok és egyes szerves savak mennyiségét noveli, az aromaanyagok mennyiségét viszont
csokkenti (L1 et al., 2011; PEl et al., 2014).
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4.3.2. A tartésito eljarasok hatasa a gombak flavonoid-tartalmara

A flavonoidok kisebb mennyiségben vannak jelen, mint a tobbi fenoloid szarmaz¢k, igy a

kisebb valtozasok nagyobb hangstllyal johetnek szamitasba. Mindharom gombafaj flavonoid

mintazata mas eloszlast mutat, mint a fenoloidok. A tapasztalhatd h6 indukalt valtozas (90 fokos

szaritas) nem 45-50%-0s, hanem négyszeres novekményt okoz mindharom gombafaj esetében

(24. abra). A hiités korai szakaszaban némi novekedést lehet tapasztalni, ami a késébbiek soran

elbomlik, kivételt képez a shiitake, ahol tovabb nétt ez az érték. A fagyasztas hatasa nehezen

értelmezhetd, mivel a flavonoidok szintje egyes fajok esetében némiképp névekedett.
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24. abra — A tart6sito eljarasok hatasa a gombak 6sszflavonoid-tartalmara (atlagtszoras; mg QE/g sz.a.)

A szaritasi modszerek valtozd mértékben befolyasoltak a flavonoid tartalom értékeit. A

laskagomba esetében lassi novekedé¢s tapasztalhatd a hdmérséklet emelkedésével, ami hasonlo a

fenoloid-tartalom valtozasahoz. A 60 °C fokos szaritas soran viszont az anyagok csokkenése

tapasztalhatd. A 90 °C fokos szaritas hatasara viszont a flavonoidok mennyisége is megemelkedik,

ezt mind a harom gombafaj esetében kimutattam és ezt tapasztaltam a fenoloid eredményekben is.

69



10.14751/SZIE.2018.063

Az elézéekben emlitett cikkben, a flavonoid tartalom csokkenést mutatott, bar itt is a magasabb
hémérséklet okozhatta a csokkenést (CHoI et al., 2006).

A blansirozas a flavonoid anyagokra nincs olyan hatdssal, mint a tobbi fenolos vegyiiletre,
ez alol egy kivételt talaltam, a shiitake értékei csokkentek. A kémiai tartositas valtozatos hatas,
sos tartositaskor jelentds mértékben kioldodnak a flavonoidok, az ecetes tartositas azonban nem

valtoztatott a kontrollhoz képest.

4.3.3. A tartosito eljarasok hatasa a gombak antioxidans aktivitasara

A csiperke esetében a hiitési-fagyasztasi eljarasoknak nincs szadmottevd hatdsa az
antioxidans aktivitasra (25. abra). A kontroll és az elobb emlitett eljarasok atlagosan
90,2 + 0,5 %-os értékeket értek el. A szaritasnak nincs olyan kifejezett hatdsa, mint az egyes
anyagcsoportok vizsgalatanal. Az emelkedd homérseklet csupan 1%-nyi novekedést okozott, sot
a 90 fokos szaritasnak sincs szdmottevO hatdsa az antioxidans aktivitasra, mivel az a kontrollal

kozel azonos (kontroll — 89,5 + 0,2%, 90°C — 89,6 + 0,5%)).

Agaricus bisporus
100

75

25

kontroll hiités hiités F3hé F6ho szurop. 24,5°C 35°C 60°C 90°C blans. so6s ecetes natir mh5 mh15'
(3n) (10n)

Az eltérd betlik szignifikans kiildnbségeket jeléIinek a Tukey post hoc-teszt alapjan (p<0,05)

25. abra — A tart6sito eljarasok hatasa a csiperke antioxidans aktivitasara (atlag+szoras; %)

A blansirozés alig befolydsolta az antioxidans aktivitast (88,43 + 5,5%), mig a kémiai
tartositasi eljarasok kozel 65%-os csokkenést idéztek eld. A mikrohullimu kezelések idStartamtol
fiiggetlentil atlagosan 3%-nyi ndvekedést eredményeztek, ami azonban nem szignifikdns a
kontrollhoz képest. A laskagomba antioxidans aktivitds értékei mar teljesen més mintazatot
kovetnek az egyes kezelések hatasara (26. abra). A kontrollhoz (79,1 + 7,0 %) képest a hiités és a
fagyasztas iddardnyosan csokkenti az antioxidativ képességet. A 10 napos hiités 3 %-0s, mig a 6

hoénapos fagyasztas 25 %-0s csokkenést idéz eld.
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Pleurotus ostreatus
100

75

c c c c

kontroll hiités hiités F3hé F6ho szirép. 24,5°C 35°C 60°C 90°C blans. sés ecetes natir mhb5' mh 15’
(3n) (10n)

Az eltéré betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek a Tukey post hoc-teszt alapjan (p<0,05)

26. abra — A tartosité eljarasok hatasa a laskagomba antioxidans aktivitasara (atlag+szoras; %)

A széritasi eljarasok koziil a szirdpalcan torténd szaritas a laska antioxidans aktivitasat
jelentdsen csokkenti, mig a tobbi szaritasi eljaras a kontrollhoz képest egyre novekvo aktivitast
mutat, a legmagasabb pontot a 90°C-on t6rténd szaritas soran ériel (90,0 0,2 %). A laskagombara
jelentds negativ hatast gyakorol a nedves hokezelés és kémiai tartositasok mindegyike. A kémiai
kezelések koziil az ecetes tartdsitas a legkiméletesebb az antioxidans anyagok szempontjabdl, de
ebben az esetben is kozel 75%-0s csokkenést mérhetiink. A mikrohullamt kezelés hatasara a
mintak antioxidans aktivitasa csokkent €s a rovidebb kezelés nagyobb csokkenést okozott, mint a

hosszabb tavu.

A shiitake gomba antioxidans aktivitasai alig valtoztak (27. abra). A shiitake jol viseli a
hiitést, a fagyasztast, a szaritast és a mikrohullami melegitést egyarant. A eldbbiekben felsorolt

eljarasok a kontrollal egyiitt 93,9 + 0,5 %-os értékeket adtak atlagosan.

Lentinula edodes
100

75

25

kontroll hiités hiités F3hé F6hé szarép. 24,5°C 35°C 60°C 90°C blans. sdés ecetes natir mh5 mh 15
(3n) (10n)

Az eltérd betlik szignifikans kiilonbségeket jelélnek a Tukey post hoc-teszt alapjan (p<0,05)

27. abra — A tartosito eljarasok hatasa a shiitake gomba antioxidans aktivitasara (atlag+szoras; %)

A blansirozasnak, illetve a kémiai kezeléseknek azonban jelentGs antioxidans aktivitas
csokkentd hatasa volt. A blansirozas 25 %-kal, mig a kémiai kezelések atlagosan 51 %-kal

csOkkentik a gomba antioxidans aktivitasat.
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4.4.Vékonyréteg kromatografias eredmények
4.4.1. TLC-DPPH eredmények

A vékonyréteg kromatografids vizsgalatokat minden termesztett fajb6l a legmagasabbra
értékelt torzsekkel végeztem. Ezek az ‘A-15’-6s fehér csiperke, az ‘S-856°-0s barna csiperke, az
‘1-0-30’-as laskagomba, illetve a ‘KST-70’-es shiitake. A ‘KST-70’-es torzs a fenoloid és
antioxidans aktivitas tekintetében jo eredményeket adott, mig a ‘40-80’-as alacsony antioxidans
értékeket produkalt, a tobbi torzshoz képest. A vadon termdk koziil mindegyik fajt vizsgaltam.

A TLC-DPPH-s eredmények alapjan sziikitettem tovabb a nagymiiszeres vizsgalatra
alkalmas fajokat és termotest részeket. A metanolos kivonatokban 1évé antioxidans anyagok
elvalasztasara a legjobb felbontast az ACN-H,O-CH3COOH 75:25:3 (V/V) olddszer elegy adta
(UV alatti képek a 6. MELLEKLETDbenN). A vizsgalt gombafajok részeinek TLC-DPPH-val kapott

antioxidans profilja a 28. abran lathato.

Agaricus bisporus Agaricus bisporus Pleurotus Pleurotus
(fehér) (barna) ostreatus eryngii

123 456 123456 12345°¢6 123456
Flammulina  Hericium Lentinula Leccinum Agrocybe
velutipes erinaceus edodes duriusculum cylindracea

123456 5 123456 12>37456 123456

28. abra — A vizsgalt gombak vékonyréteg kromatografias antioxidans profilanalizise

(1-kalapbdr, 2-kalaphus, 3-termdlemezek, 4- tonk, 5-termétest, 6-primordium)

A gombak koziil két fajnak (Pleurotus ostreatus és Flammulina velutipes) nem volt
kimutathat6 antioxidans hatasti komponense. Ez jelentheti, hogy az adott gombéban az esetlegesen
antioxidans hatasu vegyiilet(ek)nek a detektalhatosagi kiiszob alatt van a koncentracidja, vagy a

rétegen ezek nem stabil(ak).
72



10.14751/SZIE.2018.063

A csiperkegombaknak az antioxidans profilja nagyon hasonld; minden termdtest rész
hasonlé antioxidans mintdzatot mutat mind a fehér, mind pedig a barna csiperke esetében. A
kiilonbséget ez esetben a foltok mérete (az antioxidans hatas intenzitasa) adja, ami altal a TLC-
DPPH moédszer szemikvantitativ érékelésre alkalmas. Egyes kutatasok eredményei alapjan ez a
modszer kvantitativ értékélésre is megfelelé (Gu et al., 2014).

A csiperkékben két markans antioxidans vegyiiletet detektaltam, amelyeket a fehér
csiperke esetében a kalapbdr (1), illetve a termdlemez (3), a barna csiperkénél viszont a
termdlemez (3) mellett a termdtest (5) tartalmazza nagyobb mennyiségben.

A laskagombak koziil az ordogszekér laskagombanak van kimutathatd antioxiddns
vegylilete mindegyik termdtest részben; itt a kalaphus (2) illetve a primordium (6) tartalmaz
nagyobb mennyiséget. Az 6rdogszekér laskagombaban 1évé vegyiilet viszont eltér a csiperkék
antioxidans vegyiileteitl, mivel mas retencios faktor (R¢) értéknél lathato.

Egy anyag kromatografias viselkedését az R¢értékkel lehet jellemezni. Az Ry a startponttol
(a felvitel pontjatol) a folt kozepéig mért tavolsag €s a startponttol az oldoszerfrontig mért tavolsag
hanyadosa (MAGYAR-GYOGYSZERKONYV, 2007). A csiperkéknek a két kozos aktiv foltjuk 0,33 és
0,48 Ry értéknél van, mig az ordogszekér-laskagombanak 0,22 Ry értékii. A fehér csiperke
termélemezében még egy antioxidans anyag fedezhetd fel, melynek az Ry értéke 0,72.

A shiitake kivonata antioxidans szempontbol igen komplex 0Osszetételii, mivel hat
kiilonb6z6, Kis antioxidans hatasu zonat sikeriilt elvalasztani. A tobbi gomba kivonatahoz képest,
ahol egy-egy markans antioxidans zona lathato, itt sok ,,minor”” komponens egyiittese lehet felelés
az antioxidans aktivitas kialakitasaért. Az el6zo fejezetben targyalt — az antioxidans aktivitas és a
fenoloid koncentracio kozotti — korrelaciot figyelembe véve, itt nehezen meghatarozhaté a ,,f6”
antioxidans vegyiilet. Egy-egy azonos Ry értékii (R 0,22) antioxiddns hatastt komponens a
stingombaban, illetve az 6rdoszekérlaskagombaban is megtalalhato.

A nyarfa érdestindérunak két aktiv komponensét lathatjuk, melyek 0,36 és 0,45 Rt értéknél
talalhatok. A 0,45-0s Ry értékii vegyiilet a tonkben, illetve a termdtestben nem kimutathatd. A déli
tokegomba mindegyik termdtest részében megtaldlhatd két aktiv zona, egy kisebb intenzitasu
0,24 Ry értéknél és egy kiemelkedd erdsségli a 0,57 R+nél. Ezen kiviil a termdtestben tovabbi

antioxidans zonak lathatoak, melyek koziil a 0,5 Ry értékii a legintenzivebb.
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4.4.2. Szarmazékképzéssel kapcsolatos eredmények

A tovabbi vizsgalatokhoz a fehér csiperke termélemezének, az 6rdogszekér-laskagomba
primordiumanak, a shiitake kalapbdrének, a nyarfa érdestindru termdlemezének és a déli
tokegomba termétestének kivonatat valasztottam az aktiv anyagok jellemzésére, mivel a TLC-
DPPH tesztek eredményei alapjan ezek antioxidans profilja a legvaltozatosabb.

A kovetkezd 1épésként derivatizalasi (szarmazékképzési) vizsgéalatokat végeztem, mely

soran kiilonboz6 reagenseket (7. tablazat) alkalmazva jellemeztem a vizsgalt gombakivonatokban

talalhato aktiv komponenseket (29. abra, illetve a 7. MELLEKLET).

AGARICUS BISPORUS (FEHER)

b s i
-
¥ & -
‘ o
. i . .
3 4 6 7 8 9 10 11 12

5
AGROCYBE CYLINDRACEA

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

29. abra — A fehér Agaricus bisporus termélemez és az Agrocybe cylindracea termétest kivonatanak

Uy UVyge 1 2

UV, UV 1

szdrmazeékképzési reakcidinak eredménye.
Jelmagyarazat: 1 — DPPH, 2 — AICl; (366 nm), 3 — Anilin, 4 — Difenilamin, 5 — Fast Blue B (254 nm),6 — Folin
Ciocalteu, 7 — Foszfomolibdén, 8 — Vanillin-kénsav, 9 — Ninhidrin, 10 — NP-PEG, 11 — Primulin, 12 — Rhodamin B

A két bemutatott gombafaj kiilonbozd antioxidans profila, mig a csiperkében két
meghatarozd (R= 0,33 és 0,48) antioxiddns anyagot lathatunk, addig a tékegomba harom
kiilonboz6é Ry értékll (0,24; 0,5; 0,57) antioxidans anyagot tartalmaz. A tékegomba egyik (R¢=
0,24), illetve a csiperke mindkét aktiv anyaga (Re= 0,33 és 0,48) 254 nm-en UV-aktiv. A déli

tékegomba masik két aktiv anyaga viszont 366 nm-en mutat UV-aktivitast.
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A kiilonboz6 fenoloidok kimutatasara alkalmas modszerek (5, 6, 12) eredményei alapjan,
az antioxidans aktivitasi anyagoknak fenolos karaktere van. A gyiriis szerkezet meglétét a
flavonoidok kimutatasara szolgald reakciok (2 és 10) is megerdsitik. A ninhidrines kimutatasi
reakcioban (9) is aktivitast lathatunk a kivonatok Osszességében. A csiperkében az antioxidans
anyagok nagy valdsziniiséggel tartalmaznak amino-csoportot, mig a tékegomba aktiv anyagai
nem. A glikozidok kimutatasara szolgal6 difenilamin-reakcio a csiperke két, illetve a tokegomba
egyik anyagainal (R=0,5) is pozitiv. A zsirsav reakciokban az aktiv anyagok nem adtak pozitiv
eredményt (7 és 11). A derivatizalasi modszerekkel elért eredmények alapjan, az aktiv
vegyiileteink nagy valdsziniiséggel fenolos jellegiick, melyek egyes esetekben glikolizaltak
¢s/vagy amin-csoportot tartalmaznak. A tobbi gombafaj esetében is hasonldo kovetkeztetést

vonhatunk le.

4.4.3. 1zolalas és SPE

Az aktiv komponensek azonositdsahoz nagymiiszeres vizsgéalatokat terveztem HPLC-
DAD-ESI-MS, illetve NMR technikak segitségével. Az utobbihoz 1-2 mg-nyi tiszta anyagra volt
sziikség. A derivatizalasi vizsgalatok alapjan a fehér csiperke, az nyarfa érdestinoru és tOkegomba
kivonataival foglalkoztam behatobban. A vizsgdlatokat azokkal a frakciokkal végeztem,
amelyekben nagyobb volt a folt nagysaga és kisebb matrixot mutattak. Az izolalast elsédlegesen
a vizsgalt gombak termdélemezébdl végeztem el, de egyes esetekben (Agrocybe cylindracea) a
termoétest alkalmassagat is vizsgaltam. Az analitikai rétegen torténd izolalast (30. abra) kovetd
visszakromatografalas soran, azonban gyakran nem voltak aktivak az izolalt anyagok, ami arra
utalhat, hogy nem stabilak (pl.: a nyarfa érdestindru esetében).

Leccinum duriusculum Agrocybe cylindracea

1 2 3 4 1 2 3 4

30. abra — Az érdestin6ru és a tokegomba izolalasi eredményei analitikai rétegen

(1 —254 nm; 2 — 366 nm; 3 — DPPH; 4 — a visszakromatografalas eredménye DPPH meritést kdvetden)

Fentiek alapjan preparativ réteget kezdtem el hasznalni, sajnos azonban ennek kétéanyaga
is leoldodott az aktiv anyaggal, ami megzavarta a kromatografias kifejlesztés soran a felviteli zona

nedvesedését és megvaltoztatta az izolatumok kromatografids tulajdonsagat.
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A kovetkezd kisérletem az izolalasra az Gn. SPE-eljaras volt. A SPE eljarast a déli
tokegomba egyesitett mintajaval végeztem, mivel az egyes részek azonos aktiv anyagokat
tartalmaztak. Az egyesitett mintadhoz 4-4 ml-t pipettaztam Gssze a kalapbdr, kalaphus, a
termélemezek és a tonk kivonataibol. A SPE dusitas/frakciondlas végeredményét a 31. abran
lathatjak. Az antioxidans hatdsu komponensek feldusulédsa a 6-8. frakciokban latszik a legjobban,
a zavard anyagok mennyiségét sikeresen csOkkentettem az eljards segitségével. Azonos
paraméterek mellett a csiperke egyesitett mintajaval (kalapbdér+kalaphtisttermélemez) is
elvégeztem a SPE-eljarast. A 6-7. frakciokkal HPLC rendszerben effluens gytjtést végeztem, az

azt megeloz6 DPPH-HPLC-s futtatas alapjan meghatarozott retencios idonél.

UV, UV, DPPH

1 23 456 7 8 9 1 23 4586 7 89 1 2 3 4 5 6 7 8 9

31. abra — Az Agrocybe cylindracea minta (1) SPE-s frakcionalasa szilikarétegen.
Az alkalmazott eluensek: 2 — Hex-EtAc (60:40); 3 — ACN (100%); 4 — ACN-MeOH (80:20);
5 — ACN-MeOH (60:40); 6- ACN-MeOH (40:60); 7- ACN-MeOH (20:80); 8- MeOH-H,0 (80:20);
9 — H20 (100%)

Az effluens gylijtés sordn a detektor jele alapjan gyljtottem az aktiv komponenst
Eppendorfokba, mivel legalabb 1,5 mg-nyi, nagy tisztasagi anyagra volt sziikségem az NMR
vizsgalathoz. Az 6sszegyiijtott anyagot rotacios vakuumbeparld segitségével szaritottam be és igy
2,3 mg mennyiségli anyagot sikeriilt izoldlnom. Az izolatum ellendrzését az eredeti mintaval
parhuzamosan TLC-DPPH moédszerrel végeztem (32. abra).

UV, UV;46 DPPH

32. abra — Az Agrocybe cylindracea SPE frakcio (E) és az izolalt komponens (1)
TLC-DPPH ellendrzése
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4.5.Nagymiiszeres analitikai technikakkal elért eredmények
4.5.1. Antioxidans anyagok kimutatasa DPPH-HPLC-DAD modszerrel

A HPLC-DPPH vizsgélati modszert a gydgyndvények antioxidans anyagaira fejlesztették
ki, az esetek tobbségében online DPPH oldat adagolasaval, vagyis az eredeti minta detektalasat
kovetéen egy kiillon pumpa segitségével DPPH-t adnak hozza, majd egy masik detektor
segitségével mérik a kevert mintat (KOLEVA et al., 2000).

A mintaimat Gn. off-line DPPH-HPLC modszerrel vizsgaltam, vagyis injektalas el6tt
megfeleld aranyban adagoltam a mintahoz a DPPH oldatot vagy a tiszta metanolt (kontroll)
(RIETHMULLER et al., 2016). A DPPH-HPLC vizsgalatokat nem csak a kivalasztott mintakkal
végeztem, hanem az 6sszes vékonyréteg kromatografiaval vizsgalt gombafajjal, illetve azok 6sszes
frakcioival. Az altalam hasznalt szilika toltetli oszlop holtideje (a retencid nélkiili komponens
retencios ideje) 1,5 perc. A mintdkban 1évé nem antioxidans hatast anyagok egy részének nincs
retencidja (holtidohoz kozel jelennek meg), igy a hasznos iddintervallum 4 perctdl 18 percig tartott
a 23 perces teljes futtatasi idobdl (az utolséd 3 perc az oszlop kondiciondlasahoz sziikséges).

A szilikagél toltetli oszlopok sajatossaga, hogy nagyon nehezen lehet reprodukdlni a
retencios idéket, vagyis a kromatogramokon viszonylag nagy szorast mutat egy adott anyag
retencidja (MAJORS, 1980).

A nagyszamu eredmény koziil itt csak az adott gombafaj legjellemzobb frakcioit mutatom
be abrakon. Minden gombafaj esetében a legjellegzetesebb antioxidans anyag legnagyobb UV
elnyelésti hullamhosszan (abszorbancia maximum) abrazolom a kromatogramokat. A fehér (‘A-
15°) csiperke termdlemezének kromatogramja alapjan (33. abra), a vékonyréteg alkalmazéasa

soran levont kdvetkeztetések helytallonak bizonyultak.

uVv mAU
1700000, 190Pm 50,10q Ty

1 ‘A-15' (fehér) termélemez kivonat aso |
1500000 w! |

1300000 |

\
1100000 / A
3 100 \ / \

\ ~— 383
900000 o \/
3 50 222
190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 nm

700000+

500000+

300000
100000° { \ A , BAY) \ A
o _rg_; — \ o — ) - | S
‘ 7.0 8,0 90 100 11,0

-

120 130 140 150 160 min

6,0

33. abra — A fehér Agaricus bisporus termélemezeinek DPPH-HPLC kromatogramja és

az egyik aktiv anyag (Rt= 12,485 perc) UV-spektruma
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A barna csiperke esetében is hasonldé DPPH-s csokkenést tapasztaltam a fehér csiperke
azonos retencidju csucsainal. Az aktiv anyagaik az UV spektrumuk alapjan, 196 nm-es
hullamhosszon adtdk a legnagyobb jelintenzitast. A barna és fehér csiperkében a réteghez
hasonloan két jellegzetes, antioxidans hatasu anyag mutatkozott (Rt= 12,485, illetve 13,480
percnél). Szembetling a két gomba kozotti mennyiségbeli kiilonbség azonos frakcidk esetében,
illetve a kozel azonos koncentraciok mellett (szarazanyag-tartalom: fehér — 18,4 mg/ml, barna 19,3
mg/ml). Természetesen a két kiillonbozo kalapszinti csiperkénél a kalapbdr kozotti kiilonbséget is
megvizsgaltam (34. abra).

uv
650000 190 nm -

| 's-856’ (barna) kalapbér kivonat et 2,485
| 450
5500001 °‘A-15’ (fehér) kalapbér kivonat w' |
] 350
300 “
| 250
450000 - 200 250
i 150
i w o |/
350000 - =\ - ”

50 m
150 210 230 250 270 250 310 330 350 370 390 Am

250000 |

150000

50000

4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 120 130 140 150 160 17,0 min

34. abra — A két kiilonb6z6 kalapszinii Agaricus bisporus kalapbdrének HPLC kromatogramja és az
egyik aktiv anyag (Rt= 12,485 perc) UV-spektruma

A két kalapbor kivonatanak HPLC mintazata k6zott kiugrd kiilonbséget nem tapasztaltam,
de két, kis mennyiségben jelenlévé csucsot talaltam (Rt= 4,045 és 5,550 perc), melyek csak a
barnaban voltak jelen. Nem tartom valdszintinek, hogy ezek lennének a kalapbdr szinéért felelds
komponensek. Az antioxidans csticsok, melyek a 33. abran lathatoak, a 34. abran is jelen vannak.
A kalapborrel végzett DPPH-HPLC vizsgalat megerdsitette a termdlemez kapcsan elért

eredményeket.

A Pleurotus fajok mar egészen mas anyagokat tartalmaztak. A vizsgalat értékelése soran
kideriilt, hogy mas hullamhosszon (261 nm) van az abszorbancia maximuma az aktiv anyagainak.
(35. abra). A P. ostreatus termdlemezéb6l és a P. eryngii kalaphusabol készitett kivonatok
HPLC-s kromatogramjai nagyon kiilonboznek egymastol. A P. ostreatus termdlemez szamos
anyagot tartalmaz, melyek koziil egy volt antioxidans hatasu (Rt= 10,179 perc). A P. eryngii
kalaphts néhany kisebb cstcsintezitdsi anyag mellett egy dominans antioxidans hatas anyagot

tartalmazott (Rt= 9,141 perc).
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Fontos megjegyezni, hogy a két minta aktiv anyagidnak ugyan mas a retencios ideje
(a P. ostreatusban lathato aktiv anyag kozel egy perccel késobb érkezik), de az UV maximumok

(198 és 262 nm — P. ostreatus, illetve 201 és 260 nm — P. eryngii) és az MS spektrumuk alapjan
azonos vegyiiletekrdl lehet szo.

uVv

mAU
650000 261 nm oo

Pleurotus ostreatus termélemez kivonat Y
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190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390nm
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Pleurotus eryngii kalaphts kivonat 250
225 260
275000{ Pleurotus eryngii kalaphus kivonat + DPPH ::
150 201
225000 125
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75
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o A I~ PP S
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35. abra — A P. ostreatus term6lemezének és a P. eryngii kalaphusanak HPLC kromatogramija és

jellegzetes aktiv anyagaik UV-spektruma

Az intenzitas alapjan a Pleurotus eryngii aktiv anyaga az, amelyet rétegen is lathattunk
(28. abra), ellenben P. ostreatus aktiv vegyiilete nagyon Kis intenzitasu. Lathato, hogy mindkét

fajban talalhat6 antioxidans vegyiilet, de a P. eryngii fajban ez sokkal nagyobb mennyiségben van
jelen.
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A téli fiiloke, a siingomba és a shiitake eredményeit egyiitt szeretném bemutatni, mivel az
UV és MS spektrumok alapjan a f6 aktiv komponensiik Rt= 9,681 (F. velutipes); 9,171 (H.
erinaceus) és 9,101 (L. edodes) percnél azonos (36. abra) a laskagombakban talalt vegyiilettel.

uV
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110000 Lentinula edodes tonk kivonat
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50000

30000 ”
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36. abra — A Lentinula edodes tonk, a Hericium erinaceus termétest és a Flammulina velutipes

termdlemez DPPH-HPLC kromatogramja és az aktiv anyagaik UV spektrumai

A harom vizsgalt gombafaj tobbi részében is megtalalhatdé ez a vegyiilet (UV és MS-
spektrumok alapjan), hasonlo eloszladsban, mint a fenoloidok esetében. A Siingomba termdtest
kivonataban még egy aktiv csticsot lathatunk 14,141-es retencios idével. A Flammulina velutipes
eredményeit toményitett mintaval (az eredeti térfogat negyedére szaritva) értem el, mivel csak igy
tudtam detektalni az aktiv anyagot.
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A Leccinum duriusculum és az Agrocybe cylindracea extraktumaiban tobb, aktivitast

mutatd foltot sikeriilt detektalni a rétegen, ezen eredmények alapjan a DPPH-HPLC modszer

alkalmazasanal is tobb antioxidans hatast mutato kromatografias csucsot vartam (37. abra).

uVv
325000
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100000
0-

190 nm

5,5

Leccinum duriusculum kalapbér kivonat

6,5 7,5 8,5 9,5

12,5

13,5 14,5 15,5 min

37. abra — A Leccinum duriusculum kalapbor és az Agrocybe cylindracea termétest
kivonatok DPPH-HPLC kromatogramja

A két vadon termé faj koziil az Agrocybe cylindracea kivonataban ugyancsak megtalalhatd

az a komponens, amely az elé6zéekben taglalt harom gombafaj esetében is (Rt= 9,921 perc).

Emellett tovabbi 6t csucs volt aktiv. Sajnalatosan az altalam hasznalt futtatasi paraméterekkel nem

sikeriilt teljes mértékben elvalasztani az anyagokat, pl. legalabb harom anyagot lathatunk Rt=

12,1715 12,332 és 12,493 percnél, melyek koziil nem mind volt aktiv. Minimalisan csdkkent az

intenzitdsa az Rt= 13,181 percnél detektalt vegyliletnek. Ugyancsak paros csucsalakot

figyelhetiink meg a futtatas legvégén, de ebben az esetben mindkét csuics aktivitast mutatott (Rt=

14,189 és 14,321 percnél). A Leccinum duriusculum esetében két kisebb aktiv cstucsot (Rt= 11,740

¢és 12,362 percnél), illetve egy nagy aktiv csucsot (Rt= 14,244 perc) figyelhetiink meg. A nagyobb

csucs kozel azonos retenciot mutat az Agrocybe cylindracea mintaban detektalt cstccsal.
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Eredményeim alapjan a gombak vizsgalatdra is hasznosnak tartom a DPPH-HPLC
modszert, amellyel célirdnyosan lehet az antioxidans aktivitdsu vegyiileteket keresni, akar
ismeretlen minta esetén is, természetesen megfeleld kromatografias felbontds biztositasa mellett.
Kiilonb6z6 gombafajokat mar vizsgaltak on-line DPPH-HPLC modszerrel (JEON et al., 2009),
illetve oszlop utani (post-column) DPPH adagolassal (ZDUNIC et al., 2011), de tudomasom szerint
off-line médszert gombafrakciok esetében még senki sem alkalmazott. Elmondhat6, hogy az egyes
gombaknal DPPH-HPLC-vel feltart sajatossdgok egybevagnak a vékonyréteg kromatografias
(TLC-DPPH) eredményekkel. A kromatogramok alapjan a nemzetségeken beliil nem talalhato
nagy kiillonbség az antioxidans profilok kozott, de a nemzetségek kozott mar vannak ilyenek.

Olyan vegyiiletet is kimutattam, amely az altalam vizsgalt gombafajok tobbségében megtalalhato.

4.5.2. Az aktiv anyagok jellemzése HPLC-DAD-ESI-MS-el

Az elézéekben leirtam a kiilonb6z6 gomba kivonatokbdl kimutathaté antioxidans
vegylileteket. Ahhoz, hogy jellemezhessiik Oket, tobb paraméterre van sziikségiink. A DPPH-
HPLC modszer alapjan a kiilonb6z0 aktivitast mutatd anyagoknak megismertiik a retencios idejét.
E fejezetben a retencios idokhoz tartozd m/z értékeket, illetve a tomegspektrumokat szeretném
bemutatni. Ehhez tartoznak az altalam izolalt vegyiiletek m/z értékei is. A kiilonb6z6 gombafajok

aktiv komponenseit a 18. tablazat tartalmazza.

18. tablazat — Az aktiv komponensek kromatografias értékei gombafajonként

Retencids id6

Gombafaj (perc) m/z (-) m/z (+)
6,063 714,00 716,30
Agaricus bisporus 7,678 n.a. 783,40
(fehér és barna) 12,485 236,90 238,90
13,480 157,00; 336,80 223,00
Pleurotus eryngii 9,141 227,95
Pleurotus ostreatus 9,693 n.a.
Lentinula edodes 9,101 229,95; 458,90
Hericium erinaceus 9,171 227,95; 456,85
Flammulina velutipes 9,689
6,102 475,90; 476,95 477,95
9,153 227,95; 456,85 229,95; 458,90
12,493 244.9; 361,85 n.a.
13,181 145,00 147,05
Agrocybe cylindracea
13,640 n.a. 222,95
13,861 311,85 308,85
14,189 335,80 131,05
14,312 406,85 159,05
Leccinum duriusculum 11,740 357,80 n.3.
14,244 195,90 197,95

A vizsgalt paraméterek alapjan a csiperkékben négy kiillonbdz6 antioxidans vegyiilet talalhato, mig
a ligninbontd taxonokban egy meghatarozé vegytilet felelds az antioxidans hatasért. A két masik

vadon termd faj vegyiileteinek mennyisége kozott jelentds kiilonbség van.
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Mig a Leccinum duriusculum két meghatarozo anyagot tartalmaz, addig az Agrocybe cylindracea
kivonataban nyolc antioxidans vegyiiletet mutattam ki. Az ,,n.a. ” jelolés azt mutatja, hogy a
jellemz6 tomegspektrometrias jelet nem tudtam azonositani az adott vegyiilet kis mennyisége vagy

gyenge ionizalédasa miatt.

45.3. Az aktiv komponensek mennyiségi osszehasonlitisa a Kiilonb6z6
gombafajok és frakciok esetében

A nagymiszeres vizsgalatokat a kiilonboz6 frakciok mennyiségi kiilonbségeinek
feltarasaval fejeztem be. A DPPH-HPLC modszer segitségével feltart anyagok, illetve a hozzajuk
tartozd0 m/z értékek ismeretében, a HPLC-MS-sel kapott szelektiv ion kromatogramok
kiértékelhetbek (38. abra).

800000 477,95(+)

: 147,05(+)
700000 33 95(+)
soo000 | 131,05(+)

500000
400000
300000-
200000

100000

0

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 15,0 200 21,0 22,0 min
38. abra — Az Agrocybe cylindracea termdélemez frakciojanak szelektiv ion kromatogramja
Az egyes kivalasztott, jelen esetben pozitiv ionok intenzitasai lathatdoak kiilon-kiilon

szinnel jelolve. A szelektiv ion kromatogramok segitségével a csucsteriiletek alapjan mennyiségi

kiilonbségek megallapitasara nyilik lehetéség a kiilonboz6 gombarészek esetében (19. tablazat).

A tablazatban egy adott retencids idonél csak a legnagyobb intenzitassal rendelkezé m/z
értékkel kapott szelektiv ion kromatogramok csucsat integraltam ki. Altalanossagban a pozitiv
ionok adjdk a nagyobb intenzitdsi cstcsokat. A detektalt antioxidans vegyiiletek nagyon

valtozatosak.
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19. tablazat — A DPPH-HPLC médszerrel megallapitott aktiv komponenseinek az m/z értékek

alapjan meghatarozott csucs alatti teriilet értékei gombafajonként a kiilonbozé frakciokban

Gombafaj m/z Kalapbor Kalaphus Termélemez Tonk Termétest Primordium
716.3 (+) 9902 485 6468 120 7 800 532 8152 001 5072 168 5 895394

Agaricus bisporus 783.4(+) 18908889 11096627 20301211 8 880 358 4118378 6090 438
(fehér) 238.9 (+) 5102 171 1902 896 9910 933 904 290 712 680 332524
223.00 (+) 1497 847 1664 354 956 000 1271212 1028 978 640 532

716.3 (+) 13 099 842 12 444 548 14176 008 11042 145 17 356 918 15939 898

Agaricus bisporus 783.4 (+) 6643 532 8901 408 9 885 686 3642 064 8603 682 9771844
(barna) 238.9 (+) 1875988 1095 345 3171624 2936 031 1535600 770 842
223.00 (+) 499 652 695172 496 054 706 437 763 330 608 580

Pleurotus eryngii 4590 100 8613 290 2117 230 5813 814 5514 864 7 977 479
Pleurotus ostreatus 102 493 5372 220456 3245 62 116 40 492
Lentinula edodes 2740427 4333 052 3973294 3174 536 4899 098 3090778
Flammulina velutipes 22995 (4) n.a. 252233 47 066 n.a. 18 902 57 544

Hericium erinaceus n.a. 8936 734 n.a.

Agrocybe cylindracea 1995018 2084 843 6 289 186 4196 315 6314010 1638198
477.95 (+) 1658 894 1616 135 5850 804 4425 843 7 116 962 2929350

244.9(-)* 123 618 101 398 83 477 151593 37 866 89554

147.05 (+) 2 905 664 2393 344 3 667 508 3322710 3823812 3912328

Agrocybe cylindracea 222.95 (+) 16 029 702 677 289 1014 898 810969 553 246 1 808 886
311.85(-) 1424 481 1059 734 719 030 694 986 776 280 1372566

131.05 (+) 21099 148 15 284 555 17 758 180 14 905 500 17 280 283 21644994

406.85 (-) 59702 33528 54 388 32684 36114 43 888

357.80 (-) 211 346 62 882 54714 11350 8 640 n.a.

Leccinum duriusculum
197.95 (+) 981 811 345422 324 884 43 067 112 155 536 597

n.a. = nincs adat

Ha adott gombafajra vetitve 0sszeadjuk az Osszes aktiv csucshoz tartozo csucs alatti
teriileteket (Osszteriilet), akkor megéllapithatova valik, hogy a detektalt anyagok 6sszességében
milyen eloszlasban vannak jelen a gombatermdtestben (39. abra). A fehér csiperke és a déli
tOkegomba frakcidinak Osszteriilet profilja nagyon hasonlo a mar targyalt fenoloid-tartalom

mintazatahoz (19. abra).

4,5
3,5
2,5

1,5

Cstcs alatti teriiletdsszeg (x107)

0,5

Agaricus bisporus (fehér) Agaricus bisporus (barna) Agrocybe cylindracea

Kalapbé Kalaphu Termdl Tonk ETermdotest Primordium

39. abra — A fehér csiperke, a barna csiperke és a déli tokegomba HPLC-MS-sel detektalt antioxidans

csucsainak teriiletosszege termdtest részenként
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A barna csiperke esetében az dsszteriilet mintazat hasonld, de a kalapbdr eredményei nem
egyeznek a fenoloid vizsgalatokkal, igy lehet, hogy az altalam hasznalt HPLC-s paraméterek nem
kedveznek egyes anyagok retenciojanak (fronttal futnak vagy nem elualodnak). A déli tékegomba
adatainak kiértékelését kovetden is hasonld eloszlast figyeltem meg, mint a kismiiszeres
vizsgalatok esetében. A tobbi altalam vizsgalt gombafajnak kisebb Osszteriiletei vannak, illetve
egyes taxonok esetében egy meghatarozo csucsot sikeriilt detektalnom, igy azok abrazolasatol
eltekintettem.

A 19. tablazat jo61 mutatja, hogy a Pleurotus fajok kozott nagy kiilonbség van az
antioxidans anyagok mennyisége és eloszlasa szempontjabol egyarant. A P. ostreatus mintakkal
szemben a P. eryngii sokkal tobb aktiv anyagot tartalmaz és azok is jelent6s mennyiségben, a
kalaphusban és a primordiumban detektalhatok. A P. ostreatus osszteriilet profilja a fenoloid
eloszlasahoz hasonld mintazatot kovet: termdlemez> kalapbdr> termdétest> primordium>
kalaphus> tonk. A Lentinula edodes termétestén beliil az Gsszteriilet eloszlasa teljesen mas, mint

a kismiiszeres vizsgalatok esetében.

A vékonyréteg kromatografias eredményeket is figyelembe véve feltételezhetd, hogy tobb
aktiv komponense is van, de ezek nagy része nem j6l ionizalédik. A Leccinum duriusculum
kalapborében kiemelkedd mennyiségben talalhat6 a két detektalt vegytilet, de az egyik, a termdtest
tobbi részében fdleg a termdlemezekben és a kalaphusban, illetve meglepd modon a
primordiumban is jelentés mennyiségben van. Ehhez hasonld6 mintdzatot mutat a kismiiszeres
mérések eredménye is (19. és 20. abrak). A Flammulina velutipes ezekben a mérésekben ugyan
nem a legkisebb értékeket adta, de a kalapbor és tonk kivonatokbol nem sikeriilt detektalni az aktiv

anyagot. A legnagyobb mennyiségben a kalaphus tartalmazta az aktiv vegyiiletet.

Osszefoglalva, a nagymiiszeres mérési eredmények Osszevethetdek az altalam végzett
kismiszeres vizsgalatok eredményeivel. A tobb aktiv komponenst tartalmaz6é gombafajok
esetében a nagymiiszeres eredmények megerdsitik azt az eloszlasi mintdzatot, amelyet a
kismiiszeres vizsgalatok soran feltdirtam. Azon gombafajoknal, ahol egy vegyiiletet sikeriilt
detektalni, nagy valdszinliséggel mas anyagok is jelentdsen befolydsoljak az antioxidans aktivitast,
de ezen anyagokat nem sikeriilt kimutatni. Sajnalatosan az altalam hasznalt nagymiiszeres
méréseknek is megvannak a maga hatarai (kimutathatosag, ionizécid, stb.), igy tovabbi vizsgalatok

sziikségesek a problémak kikiiszobolésére, illetve az eredmények finomitasara.
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4.5.4. Az ESI-TOF-MS eredmények

Az izoldlt anyag tomegét a pozitiv €s negativ moddban felvett spektrumok alapjan

hataroztuk meg. A minta fokomponense egy M= 246 Da tomegii vegyiilet (40. abra).

247.1 1: TOF MS ES+

100+
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132.1
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40. abra — Az izolalt anyag pozitiv (felsd) és negativ (als6) mddban felvett spektrumai

A pontos tOmegmérés alapjan a protondlt molekulaion mért tomege: [M+H]" =
247,1084 Da; 6sszegképlet [M+H]" = C13H15N203". Elméleti tomeg: 247,1083 Da (eltérés 0,4
ppm).

Az itkozésaktivalt (CID) bomlasi spektrumokbdl a fragmentacid 1épéseit és az egyes
fragmensek pontos tomegét is meghataroztuk (8. MELLEKLET). A spektrumok adatai alapjan a
kovetkezd fragmentacios lépések voltak megfigyelhetdek. A 247 m/z anyaionbdl [M+H]" =
C13H1sN203", 8 eV iitkdzési energia hatasara 230 m/z értékii ion képz6dott (C13H12NOs™), ami egy
ammonia leszakadasat jelzi. 10eV iitkdzési energiaval mar egy C2HsN semleges csoport szakithatd

le az anyaionrdl, amely soran az m/z 204 értékii (C1:H10NO3") ion keletkezik.

Az {itkdzési energia tovabbi novelésével (12 eV) az anyaionrdl egy C2HaNO2 fragmens
szakad el és az litk6zés utan visszamaradd fragmens (C11H12NO™) 174 m/z értékii. A 204 m/z
értékll fragmens tovabb fragmentalhatd mar 8eV iitkozési fesziiltséggel is, ezaltal egy CoH20
csoport szakithato le a fragmanesrdl, és végeredményben egy 162 m/z értékii iont kaptunk
(CoHgNO2").
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A negativ és pozitiv tomegspektrumok, illetve a fragmentacios adatok alapjan kikdvetkeztethetd

szerkezeti tulajdonsagok:

e A semleges molekulaban (M=246 Da), 6sszegképlet: C13H14N203 a gyiiriik és kettds
kotések egyiittes szama 8§,

¢ indol-vaz jelenléte valoszintsithetd,

e NH: csoport jelenléte valosziniisithetd,

e karbonil csoport jelenléte valosziniisithetd,

e még egy gylirli vagy kettds kotés valosziniisithetd.

4.5.5. Az NMR-vizsgalat és a CD spektroszkopia eredményei

A C13H14N203 6sszegképlet alapjan az egyik legnagyobb kémiai adatbazisban (Reaxys,
new.reaxys.com) 3117 kiilonb6z6 kémiai szerkezetet lehet elkiiloniteni.

Az NMR vizsgalatok segitségével ezt a szamot jelentdsen lecsOkkentettiik, négyféle
lehetséges szerkezetre (MeOH-ban oldott minta esetében). A pontosabb szerkezet
meghatarozashoz, beszaritast kovetden a mintit DMSO-ban oldottuk és ezaltal két lehetséges
szerkezetre sikeriilt lesziikiteni a lehetséges molekuldk szamat (41. abra). Az 1’-vel jelolt

metil-csoport pontos helyzetét a cirkularis dikroizmus spektroszkopia eredménye alapjan tudtuk

véglegesiteni.
Sorszim 'H (6, ppm) “C (3, ppm)
1 4.65(q, J = 7.0 Hz, 1H) 51.2
r 1.71(d, J = 6.7 Hz, 3H) 17.2
3 3.94 (dd, J = 12.1, 4.9 Hz, 1H) 59.7
3 173.7

3.38(dd, J = 15.6, 4.9 Hz, 1H)

08 (ddd, J = 15.6, 12.1, 2.5 Hz, 1H) 244
4a - 107.7
4b ; 121.4
5 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H) 119.6
6 6.62 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H) 110.7
7 ; 154.9
8 6.76 (d, J = 2.1 Hz, 1H) 97.8
8a ; 139.7
9a ; 129.6

41. abra — Az Agrocybe cylindracea-bol izolalt vegyiilet szerkezete, szamozasa és teljes ‘H és
B3C NMR jelhozzarendelése deuteralt metanolban, 600 MHz-en
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Az izolalt komponens, a Brunnein-B nevii vegyiilet diasztereomere. Diasztereomereknek
nevezzilk az egymassal nem-tiikorképi viszonyban allo, egyméassal fedésbe nem hozhato

molekulakat.

A Brunnein-B vegyiiletet a barna pokhaldos gombaban (Cortinarius brunneus (Pers.) Fr.
1838) fedezték fel és irtak le elészor (TEICHERT et al., 2007). A Brunnein-B egy alkaloid vazas

vegyiilet, mely citotoxikus hatdsat az elézéekben hivatkozott cikkben mar igazoltak.

Az altalunk izolalt anyag egy sarga kristalyos vegyiilet, mely vizben ¢s MeOH-ban jol
oldodik, hdstabil és markans antioxiddns hatast mutatt. Az anyag antioxidans aktivitasat és ECso
értékét vizsgaltam microplateben. A vegyiilet 91,86 %-os gyokkotoképességgel rendelkezik,
melyhez 119,04 ug/ml-es ECso érték parosul. A vegyiilet szabadgyokkotoképesség értéke
magasabb, mint barmelyik Agrocybe termétest rész kivonatbol mért érték. Az ECso értéke viszont

elmarad azoktol.
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4.6.UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

I. A gombafajokra alkalmazhaté minta-el6készitési modszereket 9sszehasonlitottam és a
standardizalasi lehetdségek egy részét feltartam. Uj minta-elékészitési modszert vezettem be a
pilotéciumos gombak esetében: a frakcionalast. A hagyomanyos metodika helyett a
négy morfologiailag jol elkiilonithetd termdtest részre helyeztem a hangsulyt. A négy elkiiloniild
rész: a kalapbér, a kalaphis, a termélemezek és a tonk. A gomba termétest részeinek és az
egész termétesthez viszonyitott tomegaranyuknak, illetve azok biokémiai jellegzetességeit
gombafajoknak a fenoloid és flavonoid tartalmanak eloszlasat a termdtesten beliil, illetve az
antioxidans aktivitasukat feltérképeztem.

Il. A vizsgalt termesztett gombak tOrzseit vizsgéltam ¢&s hasonlitottam 0Ossze (fehér
A. bisporus — nyolc torzs, barna A. bisporus — hat torzs, P. ostreatus — tizenhét torzs, L. edodes —
harom torzs) harom biokémiai paraméter alapjan, illetve kialakitottam egy torzsmindsité
rendszert (mely nem zarja ki a bovitési lehet6ségeket), ami lehetdvé teheti a gylijtés, a termesztés
¢s felhasznalas orientalasat az antioxidans anyagok szempontjabdl legértékesebb torzsek felé.

1. A tartositd eljarasok hatdsait vizsgaltam harom termesztett gombafajnal az antioxidans
anyagok szempontjabol. Az eredmények alapjan, a csiperkegombat talaltam a legellenallobbnak a
tartositod eljarasokkal szemben. A kiilonb6zo eljarasok koziil a legkiméletesebbnek a kiilonb6z6
szarité eljarasok bizonyultak, mig a legnagyobb csokkenést a kémiai tartositd modszerek
okoztak az antioxidans anyagok mennyiségében az eredményeim alapjan.

IV. Kidolgoztam egy a gombakra alkalmazhaté vékonyréteg kromatografias -eljarast
(eluens fejlesztéssel), illetve egy alkalmas izolalasi protokollt szilard fazisu extrakciohoz.
Meghataroztam a vizsgalt gombafajok, illetve azok termétest részeinek antioxidans profiljat.

V. Az eredetileg névényi mintakra kidolgozott DPPH-HPLC modszert alkalmaztam és
optimalizaltam kiilonb6z6 gombamintakra. A vizsgalt gombéakban talalhaté aktiv anyagok
kromatografias jellemz6it meghatdroztam és mennyiségi szempontbdl is dsszehasonlitottam.

V1. Els6 alkalommal keriiltek leirasra a nyarfa érdestinéru (Leccinum duriusculum) fenoloid
és flavonoid profilja, antioxidans aktivitasa, illetve a kiilonb6z6 termétest részek ECso értékei. A
déli tokegomba (Agrocybe cylindracea syn. Agrocybe aegerita) egyik meghatarozo antioxidans
vegyiiletét izolaltam és sikeresen meghatdroztuk a kémiai szerkezetét. A vegyiilet 6sszegképlete:

C13H14N203, mely a Brunnein-B nevii vegyiiletnek a diasztereomere.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A doktori munka f6 célja volt az antioxidins anyagok eloszlasanak megismerése a

termotestekben.

A nagygombdk termoétestének tradicionalis felosztasat (kalap-tonk) elhagytam
(VETTER, 1994; FERREIRA et al., 2007; BARROS et al., 2007d), mivel a termdtest, négy, jol
elkiilonithet részre bonthatdé morfologiailag, attdl fiiggetleniil, hogy ,.csupan” gombafonalak
szovedékeként definialt. A négy morfoldgiai rész a legtobb bazidiumos (pilotécium tipust
termétestil) nagygombafajnal megtalalhato, s ezek a kalapbdr, a kalaphus, a termdlemezek és a
tonk (KALAC, 2009).

Vizsgaltam az osszfenoloid, illetve az sszflavonoid-tartalmakat, melyek napjainkban a
mikobiokémiai kutatasok f6 kérdései (FERREIRA et al., 2009; ASATIANI et al., 2010; SMITH et al.,
2015). A fenoloid tartalommal szervesen kapcsolddo antioxidans aktivitast is meghatdroztam
(szabadgyok-kotoképesség révén), illetve kiilonb6z6 analitikai modszerrel vizsgaltam a
gombafajok és azok termdtest részeinek antioxidans profiljat (VELIOGLU et al., 1998; CHEUNG et
al., 2003; VAMANU & NITA, 2013).

Céljaim egyike egy, altalanosan hasznalhato minta-elokészitési modszertan kidolgozdsa volt.

A mikologiai szakirodalomban fellelhetd minta-elokészitési és vizsgalati modszereket
figyelembe véve probaltam egységesiteni munkamat, hogy minél részletesebb €és pontosabb képet
adhassak a kiilonb6z6 gombafajok ¢€s a kiilonb6zo termébtest részek antioxidans hatasu anyagairol.
Szamos, a szakirodalomban megtalalhatd extrakcios eljarast hasznaltam és vizsgaltam kiilonb6z6
szempontok szerint. Vizsgalataim alapjan, illetve mas kutatok vizsgalatait is figyelembe véve,
arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a metanolos extrakcids eljarasok jelentdsen tobb antioxidans
anyag kivonasara alkalmasak, mint az egyéb oldoszert alkalmazok (SMITH et al., 2015). Az altalam
hasznalt eljaras (mechanikai razés melegitéssel) alapanyag és iddigénye kisebb, mint a legtobb
mas extrakcios eljarasé.

Az egységnyi gombatermotest frakciok fenoloid és flavonoid tartalmanak, valamint antioxidans

aktivitasanak feltérképezése.

Vizsgélataim alapjan megallapithatd, hogy a kalapbdr és a termdlemezek fenoloid-
tartalmuk és antioxidans aktivitdsuk alapjan a termétest ,leghasznosabb” részei. A kalaphus,
megkozelitdleg a tonkkel egyenértéki, de egyes taxonok (pl.: Leccinum duriusculum, Lentinula

edodes) esetében a talalt értékek nem elhanyagolhatok.
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Egységnyi kalapbdr, illetve termdlemez, egyes esetekben kétszer akkora mennyiségben
tartalmaz bioaktiv vegyiileteket, mint a termdtest tobbi része. Igazolast nyert, hogy a termdtest a
hatéanyag-tartalom alapjan egy sulyozott atlagot képvisel. Ezen felosztds révén a gombak
hatbanyag-kutatasi megkdzelitése is megvaltozhat, mivel a gombak egyes részei nagyobb
koncentracidban tartalmaznak bioaktiv anyagokat. Ezaltal pedig konnyebben izolalhatdak, és

kisebb friss mennyiségli mintabol indulhatunk ki.
Vizsgaltam a teljes termdétest és primordium kozotti kiilonbségeket.

A teljes termdtest vizsgalatai mellett primordiumaikat is bevontam az értékelésbe. Az
eredmények alapjan a termdtest €s a primordium — foként a termesztett taxonok esetében — azonos
fenoloid tartalmt, egységnyi mintat vizsgalva. Egyes vadon termé taxonok primordiumai azonban
antioxidans aktivitds vizsgalatai kiegyenlitett eredményeket hoztak, melyet mas kutatdsok is
megerdsitettek (DIKEMAN et al., 2005; BARROS et al., 2007¢; SOARES et al., 2009). A tovabbiakban
mas antioxidans modszerek €s gombafajok bevondsat is javaslom, melyek révén részletesebb és

szélesebb képet kaphatunk a primordium és a termdtest biokémiai viszonyarol és fiziologidjarol.
Vékonyréteg kromatogrifia és izoldlas

A szakirodalomban talalhato eluensek helyett (CAl et al., 2013), egy, ezektdl eltérd eluenst
fejlesztettem ki (ACN-H.O-CH3COOH, 75:25:3), mely a metanolos kivonatok megfeleld
felbontas melletti vizsgalatat, s az adott gombafaj antioxidans profiljanak elemzését teszi lehetove.
E vizsgalati eredmények nem talaltak kiugro kiilonbségeket (foleg mindségi tekintetben) a
nemzetségeken beliil az antioxidans profilok kozott, a nemzetségek 6sszehasonlitasakor azonban
jelentés mindségbeli kiilonbségeket tartam fel. A gombafajok TLC-DPPH profilja alapjan tovabbi
vegyliletek izolalhatok, illetve vizsgéalhatok.

Az Agrocybe cylindracea kivonataival végeztem el a kiilonboz6 izolalasi és tisztitasi lépéseket,
melyekkel a kalapbdr, a kalaphus, a termélemezek és a tonk egyesitett extraktumabol sikeresen

izolaltam egy antioxidans vegyiiletet, mely a Brunnein-B diasztereomerének bizonyult.
Nagymiiszeres analitikai mérések és egy antioxiddans molekula meghatdrozdsa

Az eddig gyogynovényekre ¢s élelmiszerekre alkalmazott off-line HPLC-DPPH modszert
alkalmaztam munkdm soran, mellyel sikeriilt kisz{irni az egyes gombafajok jellemz6 antioxidans
vegyiileteit (RIETHMULLER et al, 2016). A jellegzetes vegyiiletek mennyiségét

(szemikvantitativan) is meghataroztam a kiilonb6z6 termdtest részekben.
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A csiperkék és a déli tokegomba anyagait megkozelitéleg sikeriilt feltérképezni, ezek az
Osszfenoloid-vizsgalatok eredményeivel hasonld eloszlast mutattak. A tobbi vizsgdlt gomba
esetében egy olyan vegyiiletet tudtam meghatarozni, melynek mennyiségi eloszlasa nem koveti a
fenoloidok eloszlasat, igy e taxonokban mas, eddig nem kimutatott vegyiiletek is meghatarozoak

lehetnek.
Gombatorzsek vizsgalatai

A Magyarorszagon is jelentds harom kiilonb6z6 termesztett gombafaj: a fehér és barna
kalapu csiperke, a laskagomba ¢€s a shiitake kiilonb6z6 torzseit is vizsgaltam. A csiperketdrzsek
bizonyultak a legjobb antioxidans hatasi gombdaknak, 6ket kovették a shiitake torzsei, mig a
laskagomba torzsek a leggyengébbek az antioxidans hatés alapjan. A torzseket 6sszehasonlitottam
és erre egy faj specifikus, mindsitd rendszert alakitottam ki. A gombatdrzsek ilyen vizsgalatai és
rangsorolasuk a késébbiekben hasznos informéciot nyujthatnak a gomba nemesitéssel foglalkozo
szakemberek szamadra is. Az eredmények alapjan olyan adatbazist hoztam létre, mely a vadon

termd gombak gyiijtdit, a gombatermesztoket-nemesitoket és a fogyasztokat is tajékoztathatjak.
A tarolas és a tartosito modszerek hatdsai

A gombakészitmények fogyasztasa (legyen az szaritott, konzervalt vagy mélyfagyasztott
formaju) vilagszerte emelkedik. Ebbdl kiindulva vizsgéaltam a gombak antioxidans paramétereinek
alakulasat, szamos tartositasi forma (hiités-fagyasztas-szaritds-kémiai tartdsitasok) alkalmazasa
nyoman. Az eredmények szerint a szaritdsi médszerek kimélik meg leginkdbb az antioxidans
anyagokat. A hités ¢és fagyasztds szamottevéen nem vagy alig befolyasoljak ezeket a
paramétereket. A kémiai tartositds minden altalam kiprobalt modszere azonban jelentdsen
csOkkentette az antioxidans vegyiiletek mennyiségeit €s mindségét, amit mas kutatasok is
alatamasztanak (FERNANDES et al., 2013; JAFRI et al., 2013). A kémiai tartdsitasi modszerek

legkevésbé az Agaricus bisporus termétesteit karositottak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az ehetd nagygombak termesztése, fogyasztasa €s a gydgygomba készitmények hasznalata
az elmalt 15-20 évben jelentésen megnovekedett (CHANG & MILES, 2008; CHANG & WASSER,
2012). A jelenség hatterében két igen fontos tényez6 all, az egyik, hogy szamos termdtestes gomba
tartalmaz bioaktiv molekulakat (DE SILVA et al., 2013; FRIEDMAN, 2015). A masik ok pedig, hogy
az emberek jelentds hanyada fogyaszt friss gombat vagy hasznal valamilyen gydgygombat (is)

tartalmazo6 taplalék-kiegészitdt (ROYSE, 2014).
A kutatas fobb célkitiizései voltak, tobbek kozott:

e cgy, a gombdkra Aaltalinosan alkalmazhatd6 mintavételi ¢€s elokészitési moddszer
kidolgozasa;

e a hagyomanyos felosztas (kalap-tonk) helyett egy részletgazdagabb modszer bevezetése;
(kalapboér-kalaphts-termélemezek-tonk) és e tagolas stlyviszonyainak megismerése,

e a kiilonb6zé gombafajok, gombatérzsek ¢€s gombarészek biokémiai potencialjanak
feltérképezése harom mért paraméter alapjan;

e atartdsitd modszerek hatasanak mérése a kiillonbozd gombafajok vizsgalt paramétereire

e kiilonboz6 kromatografias vizsgalatok elvégzése: profilanalizis, az antioxidans anyagok

kromatografias paramétereinek meghatarozasa és izolalasi protokoll kidolgozasa.

A kisérletek soran nyolc kiilonb6zé gombafajt (ebbdl négy termesztett) és 34 gomba
torzset, illetve ezek kiillonb6zé részeit vizsgaltam. A vizsgalatok az Osszfenoloid és az
Osszflavonoid tartalomra, illetve az antioxidans aktivitasra (szabadgyok-kotOképesség) iranyultak.
Emellett kiilonb6z6 analitikai modszerek segitségével (VRK, HPLC-MS, NMR) pontosabb képet
kaptunk az antioxidans hatasu anyagokrol. A nemzetkozi vizsgalatok a kalap és a tonk

Osszehasonlitd vizsgalatai soran markans kiilonbségeket tartak fel (RIBEIRO et al., 2008).

A spektrofotometrias eredmények alapjan a termétest legértékesebb részei a kalapbor és a
termblemezek, melyek a termdtest tomegének frissen 15-20 %-at, szaritott allapotban 20-30 %-at
teszik ki. A gombékban talalhato vegyiiletek konnyebben izolalhatokka valhatnak, mivel az egyes
termétest részek nagyobb koncentracioban tartalmazhatjak ezeket, mint példaul a fehér Agaricus
bisporus fenoloid tartalom aranya a termétest és azok alkotoi kozott (termétest — kalapbér —

kalaphits — termélemez — tonk = 1:1,2:1:1,6:0,9).

A termoétestek és a primordiumok fenoloid-tartalma k6zo6tt nem volt szamottevo kiilonbség
(pl.: fehér A. bisporus — 1,90 és 1,91 mg GSE/g sz.a.; barna A. bisporus — 2,38 és 2,35 mg GSE/g

sz.a., illetve a P. eryngii — 1,01 és 1,00 mg GSE/g sz.a.).
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Igazolodott, hogy a termétest antioxidans tartalma alkotorészei sulyozott atlaganak felel
meg. A vizsgalt gombadk mindegyikének sikeriilt meghatdrozni az antioxidans profiljat: a
termétesthez viszonyitva valtozatos a termdtest részek antioxiddns Osszetétele - leginkabb
mennyiségileg, de egyes fajoknal mindségileg is. A gombafajokbol egy olyan kozos vegyiiletet

sikertilt kimutatni, mely 6t gombafajban is megtalalhat6, s6t két gombafajban meghatarozo.

Nagymiiszeres analitikai vizsgalatok segitségével meghataroztuk a déli tékegomba egyik
antioxidans vegytiletét, ami a Brunnein-B vegyiilet diaszterecomere, melynek tomege M=246 Da,

osszegképlete: C13H14N203.

A termesztett gombatorzsek vizsgélatai alapjan sikeriilt egy, az antioxiddns hatés
szempontjabdl kialakitott mindsité rendszert kidolgozni, illetve a 34 torzs adatait (a vizsgalt
paraméterek alapjan, a termOtest részek adataival egyiitt) tartalmazé adatbazist 1étrehozni. Az
altalam létrehozott és hasznalt mindsité rendszer szerint a fehér csiperke torzsek koziil a legjobb
torzsnek az ‘A-15’-6s, mig a leggyengébbnek az ‘L-927’-es térzs bizonyult. A barna csiperkék
kozil egy kiemelked6 torzset talaltam (‘S-856’-os torzs), a leggyengébb pedig a ‘Heirloum’ volt.
A laskatorzsek két végpontjat az ‘1-0-30° és a ‘357-145’-0s torzsek képviselik. Az emlitett

torzsmindsité rendszer eredményei a jovében a nemesité munka soran is hasznosak lehetnek.

A kiilonbozé tartositd eljarasok vizsgalata alapjan a legcélszerlibb tartositasi modszer
(antioxidans szempontbol) a 60-90 °C kozotti szaritas. A homérséklet emelkedésével a fenoloid
anyagok mennyisége is nd, kivételt jelent az Agaricus bisporus. A flavonoidok mennyisége a
magas homérséklet hatdsara — jellemzéen 90 °C-on — kozel négyszeresére nd, mindharom
gombafajndl. A hiitési és fagyasztasi eljarasok — a laskagomban kiviil — nem befolyasoljak az
antioxidans aktivitast, a fenoloid és flavonoid anyagokat azonban - fajtol és idétartamtol fliggéen
- egyes esetekben csokkentik. A kiilonb6z6 kémiai tartositasok ugyanakkor jelentGsen
csokkentették a gombak minden vizsgalt paraméterét. Hasonld kovetkeztetéseket vontak le

egyébként mas kutatok is (CHOI et al., 2006; BARROS et al., 2007b; JAFRI et al., 2013).

Erdekes kérdés lehet a jovében, hogy az egyes termdtest részekben milyen eloszlasban
talalhatdak mas bioaktivitast (pl.: antibakterialis, antivirdlis, stb.) vegyiiletek. A jelen eredmények
egy, a tovabbiakban finomod6 kutatasi iranyvonalat képviselnek, mely reményeim szerint béviilni

fog, mind a fajokat, mind pedig a biokémiai paramétereket tekintve.
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7. SUMMARY

The cultivation and consumption of edible mushrooms, as well as application of medicinal
mushrooms, have increased significantly in the last 15-20 years (CHANG & MILES, 2008; CHANG
& WASSER, 2012). There are two important factors behind this phenomenon. Firstly, many
representatives of the mushrooms possess useful biological activities (DE SILVA et al., 2013;
FRIEDMAN, 2015). Secondly, a significant proportion of people consume fresh mushrooms or use
mushroom containing food supplements (ROYSE, 2014).

The main objectives of this study are:

e to develop a method for sampling and preparation which is generally suitable for fungi;

e to introduce more detailed fractionation (cap skin — cap meat — gills — stipe) of mushroom
fruiting bodies instead of the classical fractions (cap and stipe) and to study of their weight
relations;

e to evaluate the biochemical potential of different fungal species, fungal strains and fungal
parts, based on three measured parameters;

e to measure the effect of conservation methods on the examined parameters of different
fungal species,

e to perform various chromatographic tests: profile analysis, determination of
chromatographic parameters of antioxidant components and development of isolation

protocol for mushrooms’ antioxidant substances.

During the investigations | examined eight different fungal species (four of which are
cultivated) and 34 fungal strains, as well as their different parts. The studies focused on total phenol
and flavonoid contents and antioxidant (free radical scavenging) activity. Antioxidant compounds
of fungi were further investigated using various analytical methods (TLC - thin-layer
chromatography, HPLC-MS — high performance liquid chromatography, NMR — nuclear magnetic
resonance spectroscopy). Spectrophotometric results established that the most valuable parts of
the fruiting body are the cap skin and the gills, constituting 15-20% of its fresh and 20-30% of its
dry weight. The compounds found in fungi can be more easily isolated as some parts of fruiting
bodies may contain them in higher concentrations, for example the ratios for the white A. bisporus
phenolic content to the fruiting body and it’s parts (fruiting body — cap skin — cap meat — gills —
stipe 2 1:1,2:1:1,6:0,9).
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There was no difference in the phenol content between the fruiting bodies and the primordia
(e.g. white A. bisporus — 1,90 and 1,91 mg GAE/g, brown A. bisporus — 2,38 and 2,35 mg GAE/qg,
P. eryngii — 1,01 and 1,00 mg GAE/qg). It has been verified that the antioxidant content of the
fruiting body is equivalent to the weighted average of its different parts. The antioxidant
compositions were determined for all the examined mushrooms: the individual parts of fruiting
bodies have different antioxidant composition - mostly quantitatively, but in some species also
qualitatively, too. One common compound has been detected, which is found in five mushroom

species, moreover, it is a determinative one in two species.

One of the antioxidant compounds of Agrocybe cylindracea was determined by
instrumental analysis (HPLC, TOF-MS, NMR, CD) as diastereomer of Brunnein-B (M=246 Da),
C13H14N20s.

A qualification system was developed for antioxidant effects, based on the results of the
cultivated mushroom strains and a database was set up with data of 34 macrofungal strains (based
on examined parameters of the fruiting body and its parts). Data and results of the mentioned

qualification system will also be useful for breeding work of mushrooms.

The best preservation methods (for antioxidants) were the drying between 60-90 °C. The
amount of phenolic materials increased for increasing drying temperatures, except for A. bisporus.
The flavonoid contents increased fourfold at higher temperatures (typically 90 °C) for all
examined mushrooms. Cooling and freezing processes did not affect antioxidant activity
(except P. ostreatus), while the different chemical preservations decreased drastically all
examined parameters of the mushrooms (CHol et al., 2006; BARROS et al., 2007b; JAFRI et al.,
2013).

An interesting question for the future is the distribution of other bioactive compounds (e.g.
antibacterial, antiviral, etc.) in the fruiting bodies. The present published results represent a
research orientation and | hope it will be refined and expanded both in terms of species and of

biochemical parameters.
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2. MELLEKLET — ABRAJEGYZEK
1. abra — A vilagon termesztett gomba 6sszmennyisége (2006-2016) (Forras: http://faostat3.fao.org)

2. abra — A lentinan (B-1,3-1,6-gliikan) szerkezetének részlete (Forras: http://www.chemspider.com)

3. abra — Az ergocalciferol (Dz-vitamin) és a kolekalciferol (Ds-vitamin) molekulak és szerkezetiik kiilonbsége

(Forras: http://www.chemspider.com)
4. abra — A szuperoxid anion tovabbalakulasai (Forras: CANO-EUROPA et al., 2015)
5. abra — Az antioxidansok felosztasa (Forras: IANNITTI & PALMIER, 2009)

6. abra — A kisérletekben szereplé gombafajok; 1. — Agaricus bisporus (fehér), 2. — Agaricus bisporus (barna), 3. —
Lentinula edodes, 4. — Pleurotus ostreatus, 5. — Pleurotus eryngii, 6. — Leccinum duriusculum, 7. — Flammulina velutipes, 8. —
Hericium erinaceus, 9. — Agrocybe cylindracea (A siingomba foto forrasa: https://nutritionadvance.com/types-of-edible-

mushrooms/)

7. abra — A frakcionalas menete

8. abra — A DPPH szerkezete és lek6tésének mechanizmusa (Forras: TEIXEIRA et al., 2013)
9. abra — Laskagomba egységnyi mennyiségekre osztva

10. abra — A pontos tomegméréshez alkalmazott ESI-TOF-MS miiszer
11. abra — A MeOH-s és EtOH-s kivonatbdl meghatarozhat6 sszfenoloid-tartalom 6sszehasonlitasa

12. abra — A kiilonbdz6 extrakcios eljarasok dsszehasonlitasa antioxidans aktivitas alapjan

13. abra — A vizsgalt gombafajok osszfenoloid-tartalmanak atlaga (mg GSE/g sz.a.) és szérasa
Az eltéré betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

14. abra — A vizsgalt gombafajok 6sszflavonoid-tartalmanak atlaga (mg QE/g sz.a.) és szorasa

Az eltéré betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

15. abra — A vizsgalt gombafajok fenoloid tartalmanak és antioxidans aktivitasanak

linedris regresszioja

16. abra — A termesztett gombafajok fenoloid tartalmanak és antioxidans aktivitasanak

regresszios egyenesei

17. abra — A csiperketorzsek (fehér — ,,F” és barna — ,,B”) 6sszfenoloid atlagai és szordsa (mg GSE/g sz.a.) - A,
osszflavonoid atlaga és szorasa (mg QE/g sz.a.) — B, az antioxidans aktivitasaik atlaga és szorasa %-ban — C. Az

eltérd betlik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

18. abra — A laskatorzsek atlagos osszfenoloid-tartalma (mg GSE/g sz.a.) és szorasaik - A, 6sszflavonoid-tartalmuk
atlaga és szorasa (mg QE/g sz.a.) — B, az antioxidans aktivitasuk atlaga és szorasa %-ban - C. Az eltéré betiik

szignifikans kiilénbségeket jelolnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

111



10.14751/SZIE.2018.063

19. abra — A vizsgalt termesztett gombak frakcidinak osszfenoloid-tartalma (atlag+szoras, mg GSE/g sz.a.) Az

eltéro betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

20. abra — A vizsgalt vadon termé gombak frakcidinak dsszfenoloid-tartalma (atlagtszoras, mg GSE/g sz.a.) Az
eltéro betiik szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)

21. abra — A vizsgalt gombak frakcidinak 6sszflavonoid-tartalma (atlag+szoras; mg QE/g sz.a.) Az eltér6 betlik

szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Tukey post hoc teszt alapjan (p<0,05)
22. abra — A tartosito eljarasok hatasa a gombak dsszfenoloid-tartalmara (atlagtszoras; mg GSE/g sz.a.)

23. abra — A csiperkegomba szeletek allapota, 60 °C-os szaritast, 5 perces mikrohullamu kezelést és blansirozast

kovetden

24. abra — A tart6sito eljarasok hatasa a gombak 6sszflavonoid-tartalmara (atlag+szoras; mg QE/g sz.a.)
25, abra — A tartosito eljarasok hatasa a csiperke antioxidans aktivitasara (atlag+szoras; %)

26. abra — A tart0sito eljarasok hatasa a laskagomba antioxidans aktivitasara (atlag+szoras; %)

27. abra — A tartosito eljarasok hatésa a shiitake gomba antioxidans aktivitasara (atlag+szoras; %)

28. abra — A vizsgalt gombak vékonyréteg kromatografias antioxidans profilanalizise (1-kalapbér, 2-kalaphts, 3-

termdlemezek, 4- tonk, 5-termétest, 6-primordium)

29. abra — A fehér Agaricus bisporus termélemez és az Agrocybe cylindracea termétest kivonatanak
szarmazekképzési reakcidinak eredménye. Jelmagyarazat: 1 — DPPH, 2 — AICI3 (366 nm), 3 — Anilin, 4 — Difenilamin,
5 — Fast Blue B (254 nm),6 — Folin Ciocalteu, 7 — Foszfomolibdén, 8 — Vanillin-kénsav, 9 — Ninhidrin, 10 — NP-PEG,

11 — Primulin, 12 — Rhodamin B

30. abra — Az érdestinoru és a tékegomba izolalasi eredményei analitikai rétegen (1 — 254 nm; 2 — 366 nm; 3 — DPPH;

4 — a visszakromatografalas eredménye DPPH meritést kovetéen)

31. abra — Az Agrocybe cylindracea minta (1) SPE-s frakcionalasa szilikarétegen. Az alkalmazott eluensek: 2 — Hex-
EtAc (60:40); 3— ACN (100%); 4 — ACN-MeOH (80:20); 5 — ACN-MeOH (60:40); 6— ACN-MeOH (40:60); 7— ACN-MeOH
(20:80); 8- MeOH-H:0 (80:20); 9 — H.0 (100%)

32. abra — Az Agrocybe cylindracea SPE frakcio (E) és az izolalt komponens (1) TLC-DPPH ellen6rzése

33. abra — A fehér Agaricus bisporus termélemezeinek DPPH-HPLC kromatogramja és az egyik aktiv anyag (Rt=
12,485 perc) UV-spektruma

34. abra — A két kiilonb6z6 kalapszinii Agaricus bisporus kalapbérének HPLC kromatogramja és az egyik aktiv
anyag (Rt= 12,485 perc) UV-spektruma

35. abra — A P. ostreatus term6lemezének és a P. eryngii kalaphusanak HPLC kromatogramja és jellegzetes aktiv
anyagaik UV-spektruma
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36. abra — A Lentinula edodes ténk, a Hericium erinaceus termoétest és a Flammulina velutipes termélemez DPPH-

HPLC kromatogramja és az aktiv anyagaik UV spektrumai

37. abra — A Leccinum duriusculum kalapbér és az Agrocybe cylindracea termétest kivonatok DPPH-HPLC

kromatogramja
38. abra — Az Agrocybe cylindracea termélemez frakciojanak szelektiv ion kromatogramja

39. abra — A fehér csiperke, a barna csiperke és a déli tokegomba HPLC-MS-sel detektalt antioxidans csucsainak

terliletosszege termdtest részenként
40. abra — Az izolalt anyag pozitiv (fels6) és negativ (alsd) modban felvett spektrumai

41. abra — Az Agrocybe cylindracea-bél izolalt vegyiilet szerkezete, szamozasa és teljes *H és 3C NMR

jelhozzarendelése deuteralt metanolban, 600 MHz-en
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3. MELLEKLET — TABLAZATJEGYZEK
1. tablazat — A gombak egyes makro és mikroelem-tartalma (ng/g sz.a.)

2. tablazat — A gombakban leirt egyes fenoloid vegyiiletek és mennyiségiik
(Forras: Kim et al., 2008; FERREIRA et al., 2009)

3. tablazat - A begyiijtott gombak torzsei, szarmazasuk helye és a mintavétel ideje

4. tablazat — Az dsszehasonlitott extrakcids eljarasok

5. tablazat — Az alkalmazott tartésito eljarasok tipusai (Forras: SziL1, 1998)

6. tablazat — A vékonyréteg kromatografias mozgofazis fejlesztése soran kiprobalt elegyek

7. tablazat — A szarmazékképzési reakciokhoz felhasznalt reagensek (Forras: JORK et al., 1990)

8. tablazat — Az altalam hasznalt SPE-oszlopok

9. tablazat — A vizsgalt gombak frakcidi és azok tomegaranyai frissen és szaritva (fajonként)

10. tablazat — A kromatografias vizsgalatok kivonatainak szarazanyag-tartalmai (mg/ml)

11. tablazat — A vizsgalt gombafajok antioxidans szabadgyok-kotéképessége és ECso értékei

12. tablazat — A gombafajok termétestének fenoloid-antioxidans értékeinek korrelacidja

13. tablazat — A shiitake torzsek fenoloid-, flavonoid-tartalmai és az antioxidans aktivitas értékei

14. tablazat — Az alkalmazott kategoriahatarok a kiilonboz6 termesztett gombafajok esetében

15. tablazat — A csiperke és a laskagomba torzseinek mindsitése a hiarom vizsgalt paraméter

(osszfenoloid-, osszflavonoid-tartalmak és szabadgyok-kotoképesség) alapjan

16. tablazat — A termesztett gombak sulyozott atlaga a termétesthez viszonyitva

17. tablazat — A vizsgalt gombak frakcioinak antioxidans aktivitasa (atlagtszéras; %) és zardjelben
a hozzajuk tartozo ECso értékek (ng/ml)

18. tablazat — Az aktiv komponensek kromatografias értékei gombafajonként

19. tablazat — A DPPH-HPLC moédszerrel megallapitott aktiv komponenseinek az m/z értékek

alapjan meghatarozott cstics alatti teriilet értékei gombafajonként a kiilonb6z6 frakciékban
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4. MELLEKLET — A biolégiai redox-homeosztazis részletének sematikus abraja

(Forras: PACKER et al., 1997; FERREIRA et al., 2009)
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5. MELLEKLET — Fenoloidok osztalyzasa (C-atom szim alapj4n)

(Forras: HARBORNE, 1980)

u
(>>-9-)
jouluuelojjen Youluuelse||] ‘edoponal jojouajijod “Y2l19ya) sojouajijod T <u “%) (qq01 12U 0F)
‘uIpIul1eSIy0INaT ‘ulplueldolueoyna ‘uipiuelhdold “jouejoAe]{ H{ouluE[BW |0YyI31e) ‘YSulus "Ersy }asswijod
(*2-%)
V uolea|ns ‘] uoJiyo] ‘uneysoly ‘unadHjuin joplouoaejjig v {9-5-7) 0€
ulwezazs ‘jouizalould ‘joipoiajug joueusn [4 1®-%) 8T
jodoy ‘v |o1AeY )218|nASaA sojoua) 1197auaso|eH 7 99-7y-% oT
uIplun1ad ‘UIpIARIAl ‘UIAB|JEI] ‘UILII1ED ‘UljOJIXE] }OpIOUOAE|JOSN ENENES
‘uipriadsaH ‘uIlRdMIN ‘UullR2Ian ‘uljoaint ‘uiSejoON ) OpPIOUOAE|JOZ] Y OPIOUOAE]{ HOouo)j|e) ¢ J al
uliAdoBeq ‘upliadAH ‘p1adid ‘|oJ1eIaAZaY ‘UlAjIZSOUld youounjesyuy ML uaq|zs 4 9-9-%H v
unajiBuely ‘uljeJlowoz| ‘uiSoquien joplouojuey z 9-1)-%H €1
ulue)y|y ‘uisequinid ‘g ullodsolsIN jouounjoyen T -9 (1]
ung ‘joutdsaquny) ‘unadojoyz
‘unan N“ w_:“m_._m. .:ﬂ__u_ M“_ .wo._ m_N v_kwcmm: AouguIo] ourewmoz] Houlleuny 9-9
139|N¥Zs] "UelIB A “UDIMZSUIN “O43€ZS 7] | “yopiouedoid|iua{ “YyenesyenxoipiH T 6
‘Aese|nJ2{ ‘ullewny ‘AesuaSololy ‘AesaAe) ‘Aesfoyeq :
uyojAwe) Qeyade(iuajixolpiy ‘AesuizijuaSowoH edaEReles T 99 8
]0)9ZeW.IRZS UIZOJI] 0uU0U340132Y
IUBA ‘ABS|1DI|BZS ‘ABSZSN||ED) )eplyap|e sojoua{ “eAes sojouad T H-%H l
|0ZaJ)| ‘UouDjoIpIH ‘UIdi0ZaY jouounjozuag “ojousj niazsAs] T H 9
uegejmyajow
-, qeIn3 3|
epjad Aje1zsoSeAuy ; zeade)y e ewezs
3yninASjouaq
jowoleuszs

116



10.14751/SZIE.2018.063

6. MELLEKLET — Vékonyréteg kromatografias felvételek 254 és 366 nm-en

A Kiilonb6z6 gombafajok termétest részeirél

Agaricus bisporus Agaricus bisporus
(fehér) 254 nm (barna) 366 nm

Pleurotus Pleurotus
ostreatus eryngii

Flammulina  Hericium Lentinula
velutipes erinaceus edodes

Leccinum Agrocybe
duriusculum cylindracea

Jelmagyarazat:

1- kalapbér 4 — tonk

2 — kalaphus 5 — termotest

3 — termélemezek 6 — primordium
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7. MELLEKLET — Derivatizalasi eredmények
(Pleurotus eryngii primordium, Lentinula edodes kalapbér és Leccinum duriusculum termélemez)

Jelmagyarazat: 1 — DPPH, 2 — AICI; (366 nm), 3 — Anilin, 4 — Difenilamin, 5 — Fast Blue B (254 nm),
6 — Folin-Ciocalteu, 7 — Foszfomolibdén, 8 — Vanillin-kénsav, 9 — Ninhidrin, 10 — NP-PEG,
11 — Primulin, 12 — Rhodamin B

PLEUROTUS ERYNGII
UVyg, UVsgg 6 8 9 10 11 12
LENTINULA EDODES
UVys, UV 9
LECCINUM DURIUSCULUM

] II‘IIIiII

Uv254 Uvass
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8. MELLEKLET — MS/MS fragmentaciés eredmények

A 247-es ion [M+H] iitk6zésaktivalt bomlasi (CID) spektruma Kiilonbo6zo iitkozési energia hatasara

1: TOF MSMS 247.10ES+
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100- PR . 174.0992
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B
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| 204.0658 248.1123
160.0760 184 0761 231.085
1 146.0604
0 g e e
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174.0992 1: TOF MSMS 247.10ES+
100 e ) ~ 3.75e3
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B
175.1024 »04.0748 230.0933
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A 204-es ion [M] iitkozésaktivalt bomlasi (CID) spektruma 8 eV iitkozési energia hatasara

1: TOF MISMS 204.07ES+

204.0658
1001 g eV iitkdzési energia 1.43e3
[M] =204 m/z
162.0553
203.1{. 3
®
4.1206
160.0759 5.0701
3.0599 202.108
;05.1267
188.0708
13140606 186.05! J
' o Lkt Wl m " ) P [T
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KOSZONETNYILVANITAS

Ez a disszertacid nem johetett volna 1étre, ha nem lett volna mellettem szamtalan kivald
szakember, gombatermesztd és barat, akik segitettek az elmuilt 7 évben, hogy format 6ltson a sok

gondolat és hipotézis.

Eloszor is megragadnam az alkalmat, hogy sziileimnek — Kriizselyi Attila és Papp Ilona —
megkdszonjem a sok tdmogatd gondolatot és gondoskodast, mellyel segitettek a felsdfoku

tanulmanyaim sikeres befejezéséig és nem zarkdztak el attol az otletemtdl sem, hogy kutassak.

Szeretnék halas koszonetet mondani mentoromnak és témavezetomnek Vetter Janosnak,
aki megmutatta, hogy a sok nehézség ellenére is lehet, sot kell dldozatokat hozni és kitartani egy
hipotézis mellett. Soha sem fogom tudni igazan meghalalni, a sok Utbaigazitast és beszélgetést,

ami a tudomany szamos aspektusat foglalta magéba.

Masik mentorom Moricz Agnes, aki a szerény analitikai kémia tudasomat fejlesztette és a
meglatasaival eléviilhetetlen érdemeket szerzett a disszertdcidom sikeres megirdsaban. Itt szeretném

megemliteni még Ott Pétert is, aki bevezetett a kutatds modszertan és cikkiras rejtelmeibe.

Szeretném kiilon kiemelni a SOTE Farmakogndziai Intézet és az MTA TTK munkatarsait,
akik rengeteg segitséget nyujtottak az analitikai mérésekben és azok értékelésében: Alberti-Dér
Agnes, Béni Szabolcs, Darcsi Andras, Riethmiiller Eszter (SOTE), illetve Drahos Lasz16, Gomori
Agnes és Zsila Ferenc (MTA TTK).

Szeretném megemliteni azon szakemberek neveit akik, a gombatermesztésre nem
munkaként, hanem hivatasként tekintenek. Ebbol addoddan szamos torzset rendelkezésemre
bocsatottak, hogy e dolgozat elkésziilhessen. Tobbek kozott: Fehér Marianna, Fogarasi Antal €s
Fogarasi Rozalia, Hajdti Csaba, Kelemen Levente és Kelemen Ibolya, Somosné Nagy Adrienn,

Szarka Janos és Szarvas Jozsef.

A disszertaciom megalkotdsdban tobb kedves kollégam, hol szakmai, hol miiszeres
segitséggel tdmogatott. Természetesen a lista nem lehet teljes sosem, mert annyi apré dolog van,
ami hozzajarul egy ilyen munka elkészitéséhez. Koszondom mindenkinek, aki segitette a

munkamat, de nem keriilt bele a név szerinti felsorolasba.
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