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1 Bevezetés és célkitiizés

Az elmult években egyre jelentésebb érdeklédés mutatkozik a természetes névenyi ere-
deti termékek irant, amely kdszonhetd az egészséges taplalkozasra valo torekvés, illetve a ter-
mészetes gydgyszertermékek irdnti kereslet er6sodésének.

A gyogyndvények torténete egyidds az emberiséggel. Kezdetben csak taplalkozési cé-
lokra, késobb, miutan felfedezték jotékony hatasukat, bizonyos betegségek ellen es az egészseg
fenntartasa érdekében fogyasztottak szamos kozdssegben. [1] A fennmaradt tradicionalis népi
jegyzékek alapjan elmondhat6, hogy Azsiaban alakultak ki a legnagyobb gyégynévényt gyo-
gyitasra hasznald kultdrak, mint India és Kina, amely annak koszonhetd, hogy a jé éghajlati
adottsaguk miatt a gydgynoévenyek szadma igen nagy.[2] A gorogoknél Hippokratész idején élte
viragzasat a gyogynovény ismeret. [3] Hazankban legkorabbrol fent maradt gyogyndvenyeket
tartalmazé kdnyvet a Herbariumot 1578-ban Kolozsvarott nyomtattak. Ebben 1236 magyar né-
venynév szerepelt, amelyek kozul tébb mint 100 ma is gyégynovényként ismert.[4] Miutén a
20. szazadban &ltaldnossa valtak a szintetikus uton eléallitott hatdéanyagok, fokozatosan leval-
tottak a gyogyhatasu novényeket, melynek fé oka a koltségekben és a termelékenységben ke-
resend6. Napjainkban azonban a szintetikus gyogyszerekbe vetett hit gyengil és mellékhatasaik
miatt is egyre nagyobb érdekl6dés mutatkozik a gydkereinkhez valo visszatérésre, a tradicio-
nalis gyogymaddokhoz.

A macskakarom egy az Amazonas Oserdében termé gydgynovény, amelyet a perui
Ashaninka indianok kezdték el hasznalni. Szertedgazo gyogyhatasu novénykent jellemzik, ko-
szonhetéen virusellenes, réakellenes és gyulladascsokkent6 hatasanak. Erdeklédés kozéppont-
jaba a 20. szdzad masodik felében kerilt, ekkor indultak el a kutatsok a hatéanyagjai irant. A
macskakaromban nagyszamu, kozel 50 féle hatéanyagot mutattak ki, tobbek kodzott
pentaciklusos alkaloidokat, triterpéneket, flavanoidokat, tanninokat és polifenolokat.[5]

Kutatdcsoportunkban 2013 6ta foglakoznak hagyomanyos (Soxhlet, toltétt oszlop) és
szuperkritikus CO> extrakcioval készitett macskakarom kivonatokkal. A TDK dolgozatom a
kivonatokban az egyéb hatéanyagok megtartasa mellett az alkaloid koncentracio szabalyozasat
ceélzd kutatbmunkahoz kapcsolodik.

Munkam soran a macskakarombol hagyomanyos kevertetéses extrakcidval torténd
pentaciklusos alkaloid Kinyerést vizsgaltam. Méréseket végeztem kiilonb6z6 hémérsékleteken,
eltérd extrakciods idovel és kiilonb6zé koncentracioju citromsavat tartalmazé vizes és etanolos
olddszerekkel. Eredményeim Utmutatast nyQjthatnak a jovobeli étrend-kiegészitéként valo fel-

hasznalhaté, Uizemi szinten eldallitott macskakarom kivonatok eldallitasdhoz.



2 lrodalmi attekintés

2.1 Macskakarom

Uncaria Tomentosa (Willdenow ex Roemer and Schultes) De Candolle[6], melynek az
Uncaria Tomentosa (Willd.) DC. roviditését hasznéljak az irodalomban. Angol nyelvtertilete-
ken cat’s claw, mig spanyol ajku orszdgokban az una da gato néven illetik, tovabbi ismert el-
nevezései: cat’s crew, saventaro, hawk’s claw, samento, garabeto amarillo, Katzenkralle és
Vilcacora. A gydgyndvény magyar nyelven macskakaromként terjedt el. A ndvény a nevét a
kinézetének kdszonheti, mivel hajlitott kampo alaku tovisek taldlhatdak a névény hajtasain. A
macskakarom sz616téke szerii n6vény, melynek szarai tobb méter hosszura is megnéhetnek,
amelyen 10 cm nagysagu ovélis levelek talalhatéak.[7] A macskakarom a buzérfélék
(Rubiaceae) csaladjaba tartozik, azon belil is az Uncaria alcsalad tagja. Az Uncaria alcsalad 34
fajt foglal magaba, melyek koziil a legtobb Azsiaban talalhat6, mig a macskakarom és a rokon
Uncaria Guianensis tovises kuszonovények a Kozép- és Del Amerikai dzsungelokban (Peru,
Columbia, Ecuador, Venezuela, Guatemala, Costa Rica stb.) fordulnak el6.[8]

Felhasznalast tekintve az els6 feljegyezések az Ashanika torzstdl maradtak fent, mely a
legnagyobb bennsziilétt csoport Peruban. A macskakarmot a torzs sdméanjai hasznaltak, manap-
sag pedig népi és kiegészitd gyogyaszatban fordul el6. A macskakarom és komponensei iranti
kutatasok mar szdmos éve folynak kifejezetten az alabbi kutatasi irdnyokban: botanikus, gaz-
dasagi és gydgyhatas. Uncaria Tomentosa-t bemutatja példaul a WHO Gydgynévény Mono-
grafia és a legfontosabb eurdpai gyogyszerkényv a Hagers Handbuch der Pharmazeutischen
Praxis.[8]

A macskakarom (1. abra) leveleit és vékony hajtasait a nepi gyogyaszatban hasmenés
ellen hasznalték.[7] 1997-ben méar tdbb mint 50 macskakarombol készilt étrend-kiegészito ter-
méket gyartd volt megtalalhato az Egyesiilt Allamokban. Teréapias kezeléseként az alabbi ese-
teknél hasznalhato: talyog, izlleti gyulladas, asztma, rak, kemoterépias mellékhatasok, fogam-
zasgatlas, laz, fekély, menstruacids panaszok és gyulladasok ellen.[9] Manapsag a legnagyobb
mértekben kutatott tertiletek a névény bioldgiai hatasaival kapcsolatban a rakellenes hatasa,
ezen belll is a leukémia-elleni, HIV virusellenes és a gyulladascsokkent6 hatasa. A perui torzs
az aldbbi modon hasznélta a macskakarmot: 20 g felszeletelt gyokér kérget 1 1 forrasban 1évo
vizbe helyeztek 45 percre. Az id6 elteltével dekantaltak, majd az elparolgott vizet kiegészitven

a kapott fozetet 10 napos adagként hasznaltdk, mely napi 4 mg oxindol alkaloidot tartalma-



zott.[9] Manapséag tradicionalisan kivonatként 20 — 350 mg/nap vagy tabletta/kapszula forma-
jaban naponta 300 — 500 mg 2-3 részletben, valamint gyogyhatast készitmenyként 100 mg/
szaraz kivonat/tabletta formaban naponta legfeljebb hdromszor hasznaljék fel. [10]

1. dbra. Macskakarom [11]

Az alkaloidoknak két kemotipusat fedezték fel a ndvényben, a tetraciklusos és a
pentaciklusos alkaloidokat. Jelentds kutatasok folytak és folynak az alkaloidok virusellenes,
gyulladéas csokkentd, rakellenes és altalanos immunerdsité hatdsai miatt. Fontos szempont,
hogy a két alkaloid keverékének aranyat ismerni kell, mivel antagonista viselkedést mutatnak,
példaul amig a tetraciklusos alkaloid a kozponti idegrendszert befolyasolja, addig a
pentaciklusos alkaloid a sejtes immunrendszerre hat.[7] Alkaloid tartalmat tekintve a fiatal le-
velek [12] majd a gyokeér és a kéreg tartalmazza a legtdbbet. Az Osszetétel fugg a foldrajzi
elhelyezkedéstdl és az évszaktdl. Felhasznalas céljabdl a kérget hasznosithatjak az tizemek, mi-
vel a macskakarom legnagyobb exportdrje Peru megtiltotta a gyokér exportjat a populacié csok-
kenés megel6zése végett. A ndvény kifejlodéséhez 8 év szilkséges és a természetes eléfordulasa
az Amazonas 6serdében hektaronként csak 2 — 8 egyed, mig az ember &ltal telepitett erdében
korilbeltl 17 darab hektaronként.[13,14]



2.1.1 A macskakarom fébb hatdéanyagai

2.1.1.1 Alkaloidok

1821-ben Meissner ’alkaloide’ kifejezéssel jel6lt meg egy csoport nitrogéntartalmu

anyagot, amely ¢l61ényekben keletkezik és bazikus jellegti. 1950-ben Mothes Ugy fogalmazta

meg, hogy az alkaloid bazikus névényi anyagok, talnyomdrészt heterociklusosan beépitett

aminos nitrogénnel, amelyek erds, rendszerint nagyon specifikus hatast gyakorolnak az ideg-

rendszer kiilonb6z6 teriileteire.[15]

A macskakaromban két kemotipust alkaloid van jelen, az indol és oxindol alkaloi-

dok.[9] Mindkét csoport feloszthato tetraciklusos es pentaciklusos alkaloidokra (1. tablazat),

ahol a ciklusok szama a szerkezetben talalhat6 gytiriikk szamara utal. A pentaciklusos oxindol

alkaloid csoportba tartozd vegyiletek szerkezete a 2. abran lathato.

Pentaciklusos alkaloidok

Tetraciklusos alkaloidok

Oxindol alkaloidok pteropodin (uncaria C) rinchofillin
izopteropodin (uncaria E) izorinchofillin
speciofillin (uncaria D) corinoxein

uncaria F izocorinoxein
mitrafillin
izomitrafillin

Indol alkaloidok akuammigin hirszutin

tetrahidroalsztonin

dihidrokorinantein

izoajmalicin

hirszutein

korinantein

1. tablazat. Macskakarombol izolalt alkaloidok[9]




2. dbra. Izopteropodin (1.), Pteropodin (2.), Izomitrafillin (3.), Uncaria F (4.),
Speciofillin (5.), Mitrafillin (6.) [16]

Az oxindol alkaloidok, melynek alap szerkezete a 3. abran lathatd, izomerizaciora kony-
nyedén hajlamosak, ez az (gy nevezett spiro szerkezetiikbdl adodik.

I=z

3. abra. Oxindol gytirii [15]
A feltételezett mechanizmus az izomerizacié soran magaba foglal egy retro - Mannich
gytri felnyitast, rotaciot nyilt-zart ikerionnal [17] és Mannich gytrt zarodast. Az atalakulasok

protonalodassal és olddszer polaritdsanak csokkentésével lassithatd. Az izomerizaciéo miatt



tiszta anyagként nem hozhatdk forgalomba, mint gyogyszer-hatéanyagok.[9] Az atalakulasok
miatt a macskakarom tényleges alkaloid dsszetétele nehezen hatarozhaté meg, tovadbba magas
homérsékleten végzett extrakcié soran kapott kivonatok bioldgiai aktivitasa eltéréek lehetnek a
hasonld modszerrel, de alacsonyabb homérsékleten végzetthez képest.[6] S. Kaiser és munka-
tarsai vizsgaltak az izomerizaciot befolyasold tényezoket, mint a pH, a hémérséklet és az oldo-
szer polaritds. A kutatas soran tobb féle extrakcids tipust hasznaltak, ebbdl a kevertetéses
extrakcio soran kapott eredményeket emelném ki. Vizsgalataik soran 40 %-os etanollal végzett
23+1 °C-on végzett extrakciot kovetden megallapitottak, hogy a kevertetéses extrakcio soran a
novény tényleges total alkaloid tartalmahoz és a kivonatban 1év6 kozott nincs szignifikans k-
I6nbség, csak az alkaloid 6sszetétel valtozott meg. Ezt kovetéen hé stressznek vetették ala
refluxaltatas mellett a kivonat oldatat, ahol is arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az alkaloid
Osszetetel megvaltozik. Statisztikailag igazoltak, hogy a kélcsondsen atalakithatd mitrafillin,
izorinchofillin csdkkenés mellett ugyanolyan mértéki izomitrafillin, rinchofillin névekedés ko-
vetkezik be. A speciofillin, uncaria F és pteropodin alkaloidok mennyiségének csdkkenése és
az izopteropodin egyidejii novekedése mellett képet kaphatunk arrdl, hogy energia befektetést
kovetden termodinamikailag mely alkaloidok stabilabbak. Az alkaloidok egymasba alakulasa,
elébb leirtak miatt endoterm folyamatnak tekinthetéek. Fontos megjegyezni, hogy mas
extrakcios modszereknél az izomerizacié foka eltérd lehet, tehat figyelembe kell venni a macs-
kakarom biologiai aktivitdsanak targyalasakor feldolgozasanak maodjat, mivel a kozti és végter-
mék mindsége fligg az extrakcios folyamattol.[17] Az el6bb leirtak amiatt fontosak, mert pél-
daul a speciofillin, Uncaria F és az izopteropodin,az ugyancsak macskakaromban megtalalhato
flavanoidokkal egyiitt felel6sek a kozponti idegrendszer nyugtatd hatasaért. [18] Egyes vizsga-
latok szerint a mitrafillinek van jelentds gyulladascsokkentd hatasa. [19] Izomitrafillin,
izopteropodin, izorinchofillin és a pteropodin emeli a fagdcitak aktivitasat egyes in vitro és in
vivo korilmenyek kozott elvégzett vizsgalatok alapjan. [20] Izopteropodin és a pteropodin ren-
delkeznek gyenge, de ellentmondas mentes citotoxikus hatassal emberi sejt tumor vonalakra,
mint példaul a méhnyakrak és a prosztatarak. [21]

2.1.1.1.1 Alkaloidok analitikai vizsgalata

A macskakarom extraktok elemzésére legelterjedtebb modszer a forditott fazisd nagy-
nyomasu folyadék kromatografia (HPLC). A macskakarom pentaciklusos alkaloid vizsgalata-
nak céljabol el6szor acetonitril, metanol és foszfat puffer eluenseket olddszer-gradiens mod-

szerben hasznéltak. A detektalasra UV - VIS detektort hasznalnak [16], mely soran az alkaloi-
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dokra abszorbancia maximumat 243 és 247 nm hullamhossz kozott talaltak.[22] Més publika-
ciok alapjan eltérés mutatkozik az eluens Osszetételében €s az alkalmazott kolonna hémérsék-
letében, példaul Kaiser és tarsai a vizsgélataikat ammonium-acetat puffer (pH 7,0) és acetonitril
oldoszerek felhasznalasa mellett, linearis gradiens modszerben, 1ml/perc aramlasi sebesseggel
23+1 °C-on végezték. [23] A kozos a kiilonbozé publikalt modszerekben a felhasznalt puffer
pH (6,5 — 7,0) értékében van. [12], [16], [22]-[24]

A mintaeldkészitésrol csak kevés publikacioban esik sz6. Egy esetben a kivonatot 0,1
M H,SOs-al savasitottak, majd 3x extrahaltak etil-acetattal. Ezt kovetden lugositottak 10 %-0s
NHs-val majd 4x extrahaltak etil-acetattal. A kapott etil-acettos fazist szarazra paroltak és me-
tanolban feloldottak..[16]

2.1.1.2 Tanninok

A tannin a német Tanne (jegenyefeny6) szobol szarmazik. A tanninok, mas néven cser-
savak novényi eredetii polifenolok, amelyek a cserzéanyagok csoportjaba tartoznak. Erds 6sz-
szehuzo6 (adsztringens) hatasu, nem csak allati nyersboroket cserzi, hanem az €16 szervezeteken
is képes enyhe kisméretii fellleti sebek kezelésére. Vizben és alkoholban jol oldédnak, nem
mérgezoek. [15] Két f6 csoportba sorolhatdak: hidrolizalhato és a nem hidrolizalhato tanninok.
Utobbi csoportba tartozé tanninok flavanvazas proantocianidinek és/vagy katechinek (4. abra)
szarmazékai [25], amelyeket a macskakarombdl izolaltak. A proantocianidinek antioxidans és

gyulladascsokkent6 hatassal rendelkeznek.[8]

OH

HO
OH

HO

4. dbra. Katechin, a proantocianidint felépité egyik vegytilete

2.1.1.3 Triterpének

A triterpének 30 szénatomszamu terpenoidok, melyek széleskorii megoszlassal eléfor-
dulnak az emberi szervezetben, ndvényekben, féleg kétszikiickben és gombakban, tovabba bak-
tériumokban, korallokban és kétéltiiekben. A triterpének kozé tartozik szamos fontos molekula,
mint pl.: a szteroidok. Kémiai szerkezetik és fizikai, bioldgiai tulajdonsagaik alapjan tébb cso-

portba sorolhatéak. [26] A macskakaromban el6fordulnak a fitoszterol csoportba tartozo R3-
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szitoszterol (5. abra), sztigmaszterol es kampeszterol vegyuletek, illetve a pentaciklusos
triterpénsavak (urzolsav, oleanolsav) és a pentaciklusos triterpénglikozidok (kinovasav-
glikozidok). [5, 8]

5. dbra. R-szitoszterol szerkezete

Urzol- és oleanolsav antioxidans, tumor-ellenes, gyulladas-elleni, virusellenes, majvédo

és nyugtatd hatasokkal rendelkeznek.[8]

2.1.2 A macskakarom jellemzé biologiai hatasai

A 90-es években kezd6dott el a macskakarom kutatdsa in vivo és in vitro korilmények
kozott. Szamos publikacio készilt az Uncaria Tomentosa farmakolodgiai eldnyeirdl, mint az
antimutagen [27, 28], gyulladascsokkentd hatasarol, antioxidans tulajdonsagéarol, tovabba leu-

kémia-elleni ismérvével kapcsolatban is szamos kutatasok folytak és folynak napjainkban is.

2.1.2.1 Immunstimulalé hatas

A macskakarom antivirdlis hatdséval kapcsolatban, melyek kdzott a kutatasok tobbek
kozott a pentaciklusos alkaloidok HIV (Human Immunodeficiency Virus, magyarul immunhi-
anyt el6idéz6 virus) az AIDS nevii betegség korokozdja elleni hatasat bizonyitottak. HIV pozi-
tiv betegeknél az immunrendszer gyengul, a limfocitak mennyisége lecsdkken. Tehat a betegek,
akik elkaptak a virust, nem magaba a virusba halnak bele, hanem a legyengult immunrendszer
okozta betegsegekbe. A macskakarom kivonatokkal HIV pozitiv embereken végzett kisérletek
soran szignifikansan nott a limfocitak mennyisége, igy erdsitheté a HIV betegek immunrend-

szerre. [9]
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2.1.2.2 Gyulladascsokkento hatas

Uncaria Tomentosa gyokér és kéreg kivonatokat szamos gyulladasos betegség kezelése
hasznaljak.[29] Az el6nyos hatasa a gyulladast okozo citokin TNFa gatld és az NF-«xB nuklearis
transzikripcids faktor aktivalasa miatt szarmazik.[5, 6] Egyes szerzok szerint a gyulladascsok-
kent6 hatas a pentaciklusos oxindol alkaloidoktdl és a kinovasav-glikozidoktol szarmazik [9,
30], azonban egyéb komponensek pl. triterpének is ismert gyulladascsokkenték. Etanolos és
vizes kivonatok vizsgalata soran az eldbbi eredményezett nagyobb aktivitast, mikdzben a teljes
oxindol alkaloid tartalom is nagyobb volt. A macskakaromnak er6s gyulladas-elleni hatasat a

komponensek szinergikus hatasaval magyarazzak.[27]

2.1.2.3 Antioxidans hatas

Korébbi tanulmanyok az Uncaria fajokban a tanninok és polifenolok jelenlétét allapi-
tottak meg, melyek antioxidans hatassal rendelkeznek. [24, 31] Antioxidans hatas szempontbol
az alkoholos kivonatokat jobbnak talaltak, mint a vizes kivonatokat. A szabadgyok-fogd képes-
ség szempontjabol tekintve a macskakarom kiemelkedik a tobbi étrend-kiegészité novény ko-
zil. Fontos megemliteni, hogy magas tannin tartalmd alkoholos kivonatok nem kivanatos hata-
sai lehetnek a gyomorra, de szabalyozhatd a mennyisége, ha az extrakcio soran az etanol meny-
nyiségeét valtoztatjuk.[24] Egyes eredmények a macskakarom metanolos kivonatat Alzheimer-
kor megel6zésére és kezelésre ajanljak, azonban a hatasért felel6s vegyiiletet nem nevezték

meg. [32]

2.1.2.4 Rakellenes hatas

Manapsag a leginkabb kutatott betegségek a kiillonb6zd rakos elvaltozasok és gyodgyitasi
lehetdségeik. A mai napig dollar milliardokat koltenek a gyogyszeripari oridsvallalatok az el-
lenszer kifejlesztésére, illetve a rakos betegek életmindségének javitasat célzo termekek fej-
lesztésére. Az érdeklddési korbe a macskakarom, mint gyogyndvény is bekeriilt annak joté-
kony, leukémia-ellenes tulajdonsagai miatt. [6, 8-9] A leukémiat fehérvériiségnek vagy vérrak-
nak is nevezik, mely a vérképzo rendszer rosszindulati daganatos megbetegedése, mely soran
a csontvel0bdl kiszabadulo érett vagy éretlen sejtek szabalyozatlan szaporodéasa miatt alakul ki.
A leukémia a feln6ttek esetében az Gsszes daganatos betegségb6l ered6 halalozas 9%-at, a 15

évnél fiatalabb gyermekeknél pedig korilbelll 40%-at adjak. [33]

A vizsgalatok soran eredményt értek el a HL60 és U-937 leukémids sejtek ndvekedés
gatlasaban a pentaciklusos alkaloidok jelenléte mellett, tovabba a leukémias és normal sejtek
kodzotti szelektivitasukat is megéllapitottak. [34] Méas kutatdcsoportok a pentaciklusos alkaloi-
dok endotelialis sejtekre valo €élénkitd hatasat allapitottak meg, ennélfogva a sejtek a limfocita

13



szaporodast szabalyozo ismeretlen faktort termelnek. [9] Az endotelialis sejtek az erek legbels6
rétegét alkoto egyrétegili laphamsejtek melyek mar annyira laposak, hogy a sejtmagjuk bedom-
borodik az ér lumenébe. Utobbi sejtek szdmos funkciot latnak el, tébbek kdzott olyan anyagot

termelnek, melyek az erck atméréjét valtoztatja és segitik a fehérvérsejtek vandorlasat. [33]

Pilarski és tarsai vizsgaltak kiilonb6zd oxindol alkaloid dsszetételi macskakarom viz-
zel, 96 %-os etanollal és diklormetannal készilt kivonatok rak ellenes aktivitasat. Legnagyobb
mennyisegben oxindol alkaloidot a diklormentannal végzett extrakcioval nyertek ki, a kivonat
50 %-a oxindol alkaloid volt, mig legkisebb mennyiséget vizzel. In vitro kisérletek alapjan a 96
%-os etanolos kivonat bizonyos raksejt vonalakra kiemelkedd sejtszaporodast gatld hatast mu-
tatott, mint példaul a méhnyakrék ellen, azonban a mellrak esetén szinte rezisztens volt az
extrakt. A vizes kivonatoknak gyenge sejtszaporodas elleni hatdsa volt. In vivo kisérletek ege-
rekben szignifikanst hatast mutatott a vizes macskakarom kivonat hasznélata és a tumor nove-
kedés gatlasaban, mig a masik két olddszerrel készitett kivonat esetén ez nem mondhato el.
Elébb leirtak alapjan nem biztos, hogy helyes parositani az alkaloid mennyiséget és a rak elle-

nes hatast.[6]

A rékos megbetegedesek potencidlis ellenszereként olyan vegyiletek érdekesek, me-
lyek a rakos sejtek apoptdzisat segitik és sejtszaporodasara gatld hatassal rendelkeznek. A
pentaciklusos alkaloidok elébbi tulajdonsédgokkal rendelkeznek, tehat rakos betegek szamara
elonyos lehet a macskakarom kivonatok szedése, példaul kemoterapia hatékonysaga né macs-

kakarom kivonat szedése mellett.

2.1.2.5 Kivonatok toxicitasa és biztonsagos hasznalata

K. Keplinger és tarsai egereken végzett in vivo kisérleteket vizes gyokér kivonatokon,
mely soran a napi dozis 35 mg total pentaciklusos alkaloid volt. Az 5 napos kurat kdvetden a
tulélt egyedeken semmilyen elvaltozas nem mutatkozott a kiilsé megjelenésiikben és viselke-
déslikben, egyedil a limfocita szam mérséklése kovetkezett be. Az akut letalis dézist (LDso)
egerekre vonatkozolag vizes extrakt esetén nagyobbnak talaltak per os alkalmazas esetén, mint
16 g extrakt/ kg testsuly.[35] Patkanyokon mért LDso érték ennél alacsonyabb a 8 g extrakt/ kg
testsuly értékével.[36] A toxicitasért felelés tetraciklusos alkaloidokra vonatkozd LDsg érték
165 mg/ kg testuly. [37] A kivonatok hasznalatakor figyelembe kell venni, hogy a pentaciklusos

alkaloidok kis mertékben oldddnak vizben, mig jol savakban és alkoholokban. [8]

14



2.1.3 Macskakarom alapu termekek

A macskakarom alapt termékek hatasarol els6sorban a gyartok altal készitett klinikai
vizsgalatok beszdmoldi allnak rendelkezésre, illetve tudomanyos allasfoglaldsok az &llami in-
tézményektdl, utdbbit Magyarorszagon is adott ki az Orszagos Elelmezés- és Taplalkozastudo-
manyi Intézet (OETI). A vizsgalat alapjan megallapitottak, hogy az Uncaria Tomentosa kéreg
étrend-kiegészitGkben és egyéb anyagokkal dusitott élelmiszerek alkalmazasra nem javasolt,
annak ellenére, hogy Eurdpai Unio egyes tagallamaiban (pl.: Szlovékia, Olaszorszag, Ausztria,
Németorszag) engedélyezett. A szakértdi testiilet dontését a felhasznalt szakirodalmak alapjan
indokolja, illetve a kiilonb6z6 olddszerekkel kapott kivonatok esetén az alkaloid tartalom je-
lent6sen eltérhet és az oxindol alkaloidokra vonatkozd biztonsagos szintje nem hatarozhatd
meg. Tovabba a toxikologiai szempontbdl nagyobb kockazatl tetraciklusos alkaloidokra vo-
natkozd megengedhetd maximalis szintjére vonatkozo adatok ellentmondésosak, igy nem en-

gedélyezhet6 a macskakarom felhasznalasa. [10]

A macskakarombol keszilt készitmények felhasznéldsat 3 éves kor alatt nem ajanljak,
mivel ebben a korosztalyban nem allnak rendelkezésre klinikai vizsgalati eredmények. A
gyogynovény immunstimulalo hatasanak szemszogébdl tekintve nem ajanlott transzplantacion
atesett vagy az elott allo betegeknek, illetve varandosoknak. Az immunrendszer erdsité hatasa
miatt szervkilokodést okozhat.[8, 33] Feln6tteknek Németorszagban és Ausztriaban a standar-

dizalt por extraktokat 20-60 mg dozisban napi 2-3 alkalommal valé bevételét javasoljak.[8]

2.2 Extrakcio
2.2.1 Fogalma és csoportositasa

Az extrakci6 olyan anyagatadasi miivelet, mely soran a kiindulési anyagbdl valamelyik
komponensét szelektiv modon kioldjuk olddszer segitségével. A kiindulasi anyag és az oldoszer

mikéntjének szempontjabol tekintve harom f6 csoportba sorolhatéak az extrakcios miiveletek

[39]:

e Folyadék — folyadék extrakcid
e Szilard - folyadék extrakcio

e  Szuperkritikus extrakcid

2.2.2 Szilard - folyadék az an. diffazios extrakcid
Kilugozasnak is nevezett miiveleti csoport, mely soran szilard vazanyagbol oldoszer se-

gitsegével vonnunk ki kiilonboz6 komponenseket. A diffGzios extrakcio elnevezes onnan ado-
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dik, hogy a sejtben, illetve sejt kdzott részben talalhaté anyagok kiaramlasi sebessegét megha-
tarozo6 folyamat részben vagy egeszben a diff(zio. A vazanyag gyakran névényi eredett, legel-
terjedtebb felhasznalasa a cukoriparban a répacukor feldolgozasa. A gydgyszeripar a méasik
iparag, ahol elterjedten alkalmazzak a difflzids extrakciot, példaul természetes eredetii hato-
anyagok-kinyerésére. A gyogyndvenyek szaritott részeibdl (pl. gyokeér, levél, virag stb.), ame-
lyeket drogoknak nevezink, nem illékony hatdanyagait (pl. alkaloidok) szilard — folyadék
extrakcioval nyerik ki, elterjedtebb nevén drogextrakcidval. Szamos extrakcios technika létezik
dardizalt drogextrakciés modszerek, amely soran a terapias célokbol elényds anyagkinyerése
és a nem kivant komponensek csokkentése érhetd el szelektiv olddszeres kezeléssel. Az
extrakcidés maodszer standardizalasanak elénye, hogy a kiilonb6z6 idében késziilt Kivonatok
hozzavet6legesen egységes Osszetételiiek lesznek. Az igy kapott kivonatokat megfelel szab-
vanyositas utan lehetséges gyodgyaszati hatéanyagként vagy tinktdra formajaban forgalomba
hozni és felhasznalni. A hatéanyagok tovabbi feldolgozas utan mas anyagokkal keverve meg-
hatarozott dézisokban felhasznalhat6 példaul tabletta és kapszula formajaban.

A hatbéanyag-kinyerés 1épései az el6készités, extrakcio, olddszer elvalasztasa és vissza-
nyerese, valamint a kivonat szaritasa. Az el6készités soran a névényt szaritjak, ezaltal a biolo-
giai folyamatok ledlinak, majd apritjak igy a fajlagos felilet n6, ezaltal az extrakcidé hatasfoka
is n6. A szemcseméretnek egy bizonyos hatarok kdzott kell lennie, mert ha tul kicsi, akkor az
extrakcio soran iszapossa valhat az oldat, amely a sziirést igen megneheziti, mig ha tdl nagy,

akkor csokken a kitermelés és n6 az extrakcios id6.[2, 39-40]

Az drogextrakciot leginkabb befolyasold tényezdk a feldolgozandd ndvény matrix tu-
lajdonséagai, az oldoszer, a miiveleti hémérséklet, a nyomas és az id6. Az extrakcids technikakat
két csoportba soroljak: hagyomanyos (Soxhlet—extrakcio, kevertetéses extrakcio, toltdtt oszlop)
és nem hagyomanyos modszerek (szuperkritikus extrakcid, ultrahanggal segitett extrakcio,
mikrohullammal segitett extrakcio, enzimmel segitett extrakcio, nyomas alatti folyadék
extrakcio). A nem hagyomanyos maddszerek joval kérnyezetbaratabbak koszonhetéen a kisebb
mennyiségben felhasznalt szintetikus és szerves anyagoknak, illetve a miikodési idejiik keve-
sebb, emellett pedig a kitermelés nagyobb és a kivonatok minésége jobb. Azonban a hagyoma-
nyos eljarasokat mégis mai napig hasznaljak, ezek tébbnyire sokkal olcsobban és egyszeriibb

eszkozokkel megvaldsithatdak.[41]
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2.2.3 Oldoszer kivalasztas szempontjai

Az extrakcio hatékonysaga minden hagyomanyos madszer esetén jelentésen fligg az
olddszer vélasztasatol, mely soran a f6 szempont a kioldando6 anyag polaritésa (2. tablazat). Az
altalanos tablazatot dsszevetve a 2.1 fejezetben bemutatott macskakaromra vonatkozo részletes
kutatasi eredmeényekkel egyértelmiivé, hogy az oldoképességre vonatkozo tapasztalatok csak
fészabalyként, és kiindulasi pontként hasznalthatoak természetes anyagok esetében. Nem te-
kinthetlink el tovabba az olddszer és az oldand6 anyag kozotti affinitastdl, anyagatadastol, se-
gédolddszer hasznalatatol, a tiiz- s munkaveédelmi és a biztonsagtechnikai szempontoktol, ara-
tol és a kornyezetvédelemt6l. [41] Tovabbi szempont még a termékben visszamarado olddszer-

tartalom szabalyozasa.

Viz Etanol Metanol Kloroform | Diklérmetan Eter Aceton
Antocianok Tanninok Antocidnok | Terpenoidok | Terpenoidok = Alkaloidok | Flavonolok
Tanninok Polifenolok | Terpenoidok | Flavonoidok Terpenoidok
Szaponinok | Flavonolok | Szaponinok Zsirsavak
Terpenoidok | Terpenoidok |  Tanninok
Alkaloidok Flavonok
Polifenolok

2. tablazat. Néhany példa kiilonb6z6 oldoszerekkel kinyerhet6 bioldgiailag aktiv kom-
ponensre [42]

1980-90-es evekben a valaszthatd szerves olddszerek (pl. klérozott szénhidrogenek)
szama lecsokkent a kiilonb6z6 korlatozasok és tiltasok miatt. Manapsag mar allami szinten sza-
balyozzak a felhasznélasukat rendeletekkel és torvényekkel. Az Eurdpai Unidban az Eurdpai
Tanéacs 88/344/EEC sz&mU rendelete tartalmazza az élelmiszerek és élelmiszer-adalékok
extrakcioja soran felhasznalhato olddszereket, melynek legutdbbi médositasa 1997-ben jelent
meg. Az uniés normékat kévetvén Magyarorszagon 2003-t6l a Magyar Elelmiszerkényv 1-2-
88/344 elbirasa alapjan torténik az olddszerek szabalyozasa, ez alapjan hazankban harom {6
csoportot kiildnboztetiink meg:

1. Good manufacturing practice (GMP) vagyis a jo gyartasi gyakorlat szerint alkal-
mazva minden célra hasznalhat6 (3. tblazat). Ebbe a csoportba tartozé oldoszerekbdl annyi
maradék és szarmazék kerilhet a termékbe, amennyi mar technikailag nem tavolithat6 el és

egészségre artalmatlan.

Gazok butan szén-dioxid

Folyadékok | etil-alkohol
3. tablazat. GMP-technoldgidkban szabadon felhasznalhatd olddszerek

propan dinitrogén-oxid

etil-acetat aceton Viz
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2. Azon oldoszerek (hexan, metil-acetat, metil-alkohol, izopropil-alkohol, etil-metil-
keton, dikl6r-metéan), amelyeket élelmiszer és élelmiszer-adalékok eléallitasara hasznalhatoak,
azonban a felhasznalasukat és a termékben megtalalhat6 oldészermaradék tartalmat rendeletek
rogzitik.

3. Azon extrakcios oldoszerek (pl. dietil-éter, ciklohexan, propan-1-ol, butan-1-ol, me-
til-acetat), amelyek természetes anyagokbol végzett aroma kinyeréséhez hasznélhatdak és a
maradék mennyiségét rendeletekben szabalyozzak.[40, 43]

Tovabbi oldoszer valasztasi szempontok:

e konnyen elparologtathatd legyen, emiatt alacsony parolgashdjii oldoszert érdemes al-
kalmazni. Tovabba fajhdje is legyen kicsi, ekkor a regeneralas soran, a melegitéshez
kevesebb energiara van sziikség.

e oldoszer regeneralas desztillacidval torténik, ezért a forraspontja ne legyen tul magas

e az extraktumra ne hasson karosan

e melegités, viz és gbz hatasara ne bomoljon

e vas- és fém fellletet ne timadjon meg

e gdze ne legyen artalmas az egészségre

e nelegyen tiiz-, illetve robbanasveszélyes (magas lobbanaspontu és gyulladasi hdmér-
sékletii oldoszert érdemes valasztani)

e kemiailag legyen egyseges es termikusan stabil

e olcsé legyen

Oldoszer valasztas esetén nem lehet minden egyes pontnak megfelelni, emiatt megfelel6

gazdasagi szamitasok alapjan kell kivalasztani a szamunkra megfelel6t.

2.2.4 Kevertetéses extrakcio az an. maceralas

A maceralds vagy méas néven kevertetéses extrakcioé a hagyomanyos szilard — folyadék
extrakcios miiveletek kozé tartdzik.[40] A kevertetéses extrakcidé hagyomanyos maéd tinktarak
és kiilonboz6 gyogynovények keverékébdl allo oldatok készitésére. [2, 41] Miikodését tekintve
szakaszos lizemil, amely soran egy allo tartalyba beletoltik a felapritott ndvényi anyagot és ra-
toltik az oldoszert, majd az edénybe épitett keverdszerkezetet segitségével viszonylag kis for-
dulatszdmu keveréssel mozgasban tartjak a rendszert. A kiméletes keveréshez a lassi mozgasu
horgony, kalodas és ujjas keverdk alkalmasak. Ha a vazanyag torékeny, a kevertetés szakaszos.
Ekkor bizonyos id6k6zonként par perces keveréssel mozgatjak at a tartaly tartalmat. Amikor az

oldott anyag koncentracioja nem novekszik tovabb, az egyensulyi &llapot beallt, az extraktumot
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egy sziirén keresztiil leengedik. Egy lépés soran az extrahaland6 anyag bizonyos hanyadat le-
hetséges csak kinyerni, igy a vazanyagot visszahelyezik a tartalyba és az extrakciét 2—4-szer
megismeétlik friss olddszerrel.[40] Az 6sszegylijtott folyadék a kolloid, illetve apro részecskek
miatt zavaros lehet, emiatt elengedhetetlen a koalugacio és az iilepités. A végsd sziirés a mar
letlepitett folyadékkal torténik nyomas hatasara specialis szoveten keresztll. [2] Ipari szinten
a legnagyobb probléma a kevertetéses extrakcio kapcsan, hogy mig kis oldoszer mennyiségek
esetén konnyi a keverés, addig hatalmas oldoszer mennyiség esetén mar nehéz. Gazdasagi
szempontbdl a legfontosabb, hogy az extrakciot hatékonnya tegyiik, igy peldaul kevesebb ol-

doszer felhasznalasa mellett a beparlas, regeneralas koltsége is csokken.

Nagy lzemi termelés esetén hasznalhatd technoldgia példaul a tébbfokozatl kevertetéses
extrakcio (6. abra). A készilék fontosabb egységei kozé tartdzik az extraktor, keringetd szi-
vattyl, permetelosztd és szamos extrahalt oldat tarolasara alkalmas tartaly. Az extraktor és a
tartalyok csévezetékekkel vannak osszekotve, igy barmelyik tartalybdl szallithaté oldat vagy
olddszer az extraktorba. Az extraktort feltdltik droggal és friss olddszerrel cirkulaltatjak a meg-
szabott ideig. Az oldatot az els6 tartalyba helyezik, majd az extraktorba friss oldoszert toltenek
és recirkulaltatjak majd a méasodik tartalyba engedik. Az extraktort feltdltik djra friss olddszer-
rel, recirkuléltatjadk majd a harmadik tartalyba helyezik. Az extraktort kilritik, majd feltdltik
friss droggal. Az els6 tartaly tartalmaval extrahdljak a friss drogot, majd beparlasra viszik to-
vabb a tomény oldatot. A méasodik tartaly oldataval valo extrakciot kévetéen az oldatot az els
tartalyba helyezik. A harmadik tartaly oldataval torténd extrakciot kovetéen pedig a masodik
tartdlyba helyezik az oldatot. Ezt kovetéen az extraktorba friss oldoszert engednek,
recirkulaltatjdk majd a harmadik tartalyba helyezik. Eltavolitjak a drogot, Gjra toltik és kezd6-
dik el6lrdl a ciklus. Tehat egy sarzsot tobbszor kezelnek oldoszerrel. Az elsé tartaly a legtomeé-
nyebb, mig a harmadik tartaly a leghigabb oldatot tartalmazza a kioldott anyag szempontjabol
tekintve. A drogextrakcid 1épéseinek a szama a tartalyok szamaval megegyez6, példaul a 6.

abran lathato keszilekkel harom Iépéses extrakcid hajthatd végre.

19



| Extraktor

X

>

Oldészer !?
tartaly

X . Savattys X h X

6. abra. Tobbfokozatl kevertetéses extraktor [2]

2.2.4.1 Macskakarom kevertetéses extrakciojanak optimalizalasa

A keverteteéses extrakcio optimalizalasat vizsgaltak tobbek kozott polifenolokra és
oxindol alkaloidokra. Kisérleteket veégeztek kiilonboz6 etanol koncentracio, extrakcios id6 és a
drog — oldészer arany mellett, magneses keverd segitségével 23+1 °C-on. Eredmeények alapjan
a pentaciklusos alkaloidok kinyerésére 63 térfogatszazalék etanol olddszer, 0,5:10 drog:oldo-
szer aranyt talaltak optimalisnak, mig az extrakcios idonek nem volt szignifikans hatasa. Mind-
egyik komponenst figyelembe véve az optimalis extrakcios paraméterek az alabbiaknak addd-
tak: 61 térfogatszazalék etanol olddszer, 2 6ra extrakcio és 0,5:10 drog — olddszer arany. [23]

2.2.5 Citromsav hatdsa az extrakciora és a kivonatra
A citromsav (7. dbra) egy harombazisu szerves sav, mely nagy mennyiségben citrusos
gyumaolcsokben, mint narancs, citrom és grépfrat, illetve nektarinokban, kortében, cseresznye-

ben és eperben fordul el6.

OH
HOOC COOH
COOH

7. dbra. Citromsav szerkezete
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Legszélesebb kérben hasznalt szerves sav az élelmiszeriparban, tébb mint 60%-ban sa-
vanyusagot szabalyozé adalékanyagként hasznaljak. A citromsav, mint antioxidans adalék-
anyag az E330 koddal tiintetik fel a termék Osszetev6i kozott. Az antioxidansok felhasznalasat

jelenleg a Magyar Elelmiszerkényv 1-2.95/2 szamu eléirasa szabalyozza. [44]

Citromsav elényei kozott szerepel a vizben valé magas oldhatésaga, savanykas ize, to-
vabba er6s fém kelatképz6 tulajdonsaga, illetve ez a legszélesebb puffer tartomanyban (2,5 —
de kinyerhet6 citrusos gyiimolcsokbdl, illetve ananasz 1€bol extrakcioval. Beszerezhetd témeny
folyékony formaban is, amely a feldolgozas soran tapasztalhatd problémakat megoldja, példaul
nem szilkséges plusz oldoszer a citromsav feloldasahoz, tovabba a gyartas sordn hasznélt ké-
szlilékekben a kristalyos lerakodas kisebb mértékii. Szamos sojat is felhasznaljak az élelmiszer-
iparban, mint példaul a natrium-citratot, amely megtalalhat6 szénsavas italokban, illetve a bo-
raszok a bor fermentacioja soran a pH beéllitdsara hasznéljak. Boraszatban is jelentds a fémio-
nokkal torténd kelatképzo tulajdonséga, mert ezzel a citromsav csokkenti a zavarossagot. A bor
zavarossaga a fém ionok tanninokkal vagy foszfatokkal valo kotodésével keletkezhet. Kalcium-
sojat fruktozzal izesitett készitményekben, mint a poritott tiditéitalokban, csomdsodas gatlo
adalékanyagként hasznaljak. Kis mennyiségben hlskészitményeknél (szaritott hus, szaraz kol-
basz, stb.) is hasznaljak antioxidans hatasa miatt. Minden élelmiszer termékben jelen vannak
az oxidativ reakciok, amelyek a készitmény szinvesztéshez, avasodasahoz, zavarosodashoz, iz
oxidativ reakciokat katalizal6 fém ionokat, mint a réz, vas, mangan, nikkel, 6n és cink, amelyek
csak nyomokban lehetnek jelen a termékben, hozzaférhetetlenné teszi, kelat szerkezetbe fog-
lalja. Ennek kdszonhet6en a citromsavat tartalmazé termékek megfeleld stabilitassal rendelkez-

nek, igy az eltarthatésaguk jobb. [45]

Macskakarom citromsavat tartalmazo oldoszerrel torténd extrakcidja amiatt lehet el6-
nyds, mert a pentaciklusos alkaloidok vizben gyengén oldédnak, azonban savban és alkoholok-
ban jol.[8] Megemlitend6 még, hogy savas oldatok esetén az alkaloidok izomerizaciojanak se-
bessége lényegesen csokken, s6t meg is sziinhet szobahdmérsékleten. [22] A citromsavat tar-

talmazo olddszerrel torténd extrakciora publikaciot nem talaltam.
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3 Anyagok és mbdszerek

3.1 Felhasznélt anyagok
o Macskakarom kéreg (8. abra) (Gradiens Kft. altal Perubdl beszerzett, daréalt for-
maban)

8. abra. Daralt macskakarom kéreg

e Abszolut etanol (>99,8 % tisztasagu, Molar Chemicals Kft.)

e loncserélt viz (Laboratoriumban eléallitott, vezetOképesség <1 uS/m)

e Citromsav (>99 % tisztasagu, Azur Vegyszerkereskedelmi Kft.)

e HPLC - Acetonitril (>99,9 % tisztasagu, LiChrosolv® Merck Millipore)
e HPLC - Viz (>99,9 % tisztasagu, LiChrosolv® Merck Millipore)

e AmmOdnium - acetat (>98 %, Molar Chemicals Kft.)

o Mitrafillin standard (>90% tisztasdgu, Gradiens Kft.)

e lzomitrafillin standard (>99% tisztasagu, Phytolab GmbH.)

e Pteropodin standard (>97% tisztasagu, Cfm Oskar Tropitzsch GmbH)

e lzopteropodin standard (>99% tisztasagu, Cfm Oskar Tropitzsch GmbH)
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3.2 Szarazanyag-tartalom mérése

A mintak nedvesseg tartalmanak meghatarozasat Ph. Hg. VIII. 2.8.16-0s cikkelye sze-
rint végeztem. Harom parhuzamos mérésben 11,81 g; 20,88 g és 15,06 g macskakarmot Petri-
csészébe kimértem, majd ezt kbvetéen 105 °C-os szaritoszekrénybe helyeztem. A mintakat to-
megallandosagig szaritottam, mely koriilbeliil két napot vett igénybe. A mintdban 1év0 szaraz-
anyagot tdmeg-visszaméres alapjan szamitottam. A mérési eredmények azt mutatték, hogy a
macskakarom kéreg szarazanyag-tartalma 93,00 + 0,17 %.

3.3 Extrakcid

A kevertetéses extrakciot a 9. &brén lathatd készulékkel végeztem. A melegitést kdzve-
tit6 vizfiirdo segitségével végeztem, amelyet pedig elektromos fiitélap segitségevel melegitet-
tem. A homérsékletét higanyos hdmérével mértem. A drogot a 250 ml-es gdmblombikba tara-
mérlegen mértem ki és miel6tt Gsszeallitottam a rendszert hozzadntéttem a méréhenger altal,
de taramérleggel mért olddszert. Olddszerként ioncserélt vizet, abszolut etanolt és 0 — 1 témeg-

sz4zalékos vizes és etanolos citromsavoldatokat hasznaltam.

K everomotor
. v e 4 I 1
Homerd Ve
v
K everdlapat
Drog

Oldoszer

9. dbra. Kisérletekhez hasznalt késziilék

A kevertetéshez propeller tipust kever6t hasznaltam, mig a fordulatszam mindvégig 300
1/min volt, mivel ennél a fordulatszamnal mar a keverési Reynolds szam a turbulens tarto-

manyba esik. A kevertetéshez IKA® RW 20 Digital keverdmotort hasznaltam.
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Miutan lejart az extrakcio ideje a kevertetést lekapcsoltam és a gomblombik tartalmat
vakuumsziirtem. A sziiréshez Blchner-tdlcsért hasznaltam, amelybe VWR® 413 tipusq,
90mm-es sziirépapirt tettem, a vakuumot pedig vizsugarszivatty( segitségével allitottam el. A
novényi anyagot ezt kdvetden 3 — 5 percig szaritottam ~20 Hgmm nagysagu vakuum segitsé-
gével. A sziirést kovetden a drogot a gobmblombikba helyeztem és az extrakcidt az el6bb leirt
modhoz hasonldan még kétszer elvégeztem. A sziirletek tomegeét taramérlegen lemértem, majd

redds sziirépapiron keresztiil csavaros kupakkal zarhat6 tivegekbe sziirtem.

3.4 Alkaloidok mennyiségi meghatéarozasa
3.4.1 Mintael6készités

A hiitébdl kivettem a sziirleteket és megvartam, mig laboratoriumi homérsékletet felve-
szik. Mivel az extrakciot 3 Iépésben végeztem, egy adott Kisérlethez harom sztlirletem volt. Az
analitikai vizsgélatndl a mennyiseg es a kimutatas hatar kozotti dsszefugges alapjan az elsd
sziirletb6l ~ 30 ml-t, masodik sziirletbdl ~ 90 ml-t, mig a harmadik sziirlet teljes mennyiségét
rotacios vakuum beparlo segitségével beparoltam. A beparlas eldtt a lombik és a szlirlet tomegét
is lemértem analitikai mérleg segitségével, igy kiszamithattam a sztirletek teljes szarazanyag
tartalmat. A minta vételt reprezentativnak tekintettem. A beparlast 60 — 70 °C-on végeztem ~
100 Hgmm nagysagu vakuumban. A mintak erds habzasa miatt, melyet valosziniileg a kioldott
szaponin vegyuletek okoztak, a beparlas soran 96 %-os etanolt adtam a beparland6 szirlet rész-
lethez, igy a habzas megsziint, de a biztonsag érdekében nagyobb vakuumot nem alkalmaztam,

csak a mintak szaritasara.

Az alkaloid mennyiség meghatarozasara a beparolt mintakat 20 — 25 ml 1%-0s Na>COs
oldatban oldottam fel, majd haromszor 20 ml kloroformmal raztam valasztotolcsér segitségé-
vel. A rdzasok kozott negyed orat vartam, mivel a kirdzas sorén, leginkabb a citromsavtartalmd
kivonatok esetén, nagyfoki emulzio képzoédést tapasztaltam, amely a varakozasi id6 utan meg-
szlint. Az also, kloroformos fazist, korilbelll egy vegyszereskanalnyi vizmentes natrium-szul-
fatot tartalmazo sziirdpapiron keresztiil engedtem le. Az dsszegytijtott kloroformos fazisokat
rotacios vakuumbeparl6 segitségével beparoltam ~ 50 °C-on. Az igy kapott anyagot 10 ml ab-
szoldt etanolban feloldottam és csavaros kupakkal zarhat6 Givegcsékbe tettem. A munkam soran
minden mintanal ugyanazt az liveg pipettat hasznaltam a végsé feloldashoz, igy az ebbdl adodo
hiba nagysaga egységes. Az Uvegcséket fagyasztoba helyeztem az analitikai mérésig. A HPLC
fiolaba torténd bemérés eldtt megvartam, mig a mintak felveszik a laboratérium hémérsékletét,
majd ezt kovetden fecskendd segitségével kivett oldatot teflon fecskenddsziirdn keresztiil a fi-

olaba szlrtem.
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3.4.2 HPLC modszer
Az alkaloid mennyiségi meghatarozasahoz forditott fazisi HPLC késziiléket hasznal-

tam. A készllék az alabbi egységekbdl épiil fel:

e ANS - 3113 Gazmentesitd

e Jasco LG - 980- 02S Ternary Gradient Unit, gradiens egység
e Jasco PU - 1580 HPLC Pump, eluens pumpa

e Jasco AS — 2057 PLUS Sample, automata injektor

e Jasco MD - 910, diddasoros detektor

e Jones Chromatography Model 7955, kolonna termosztat

e Jasco LC- Net II/ADC, adattovabbitd

Az eluens dsszetétele 65% acetonitril és 35% 0,05 M ammdnium-acetat puffer volt, a
mérés soran izokratikus modszert alkalmaztam. Az aramlasi sebesség 1 ml/ perc, mig a vizsga-
lati id6 10 perc volt. Minden egyes merési nap mitrafillin standarddal bizonyosodtam meg a
készllek megfelel6 miikodésérdl. A mérések soran SUPELCOSIL LC-18 5um, 25¢cm x 4,6mm
tipust kolonnét hasznaltam és a kolonna termosztat hdmérséklete 28 °C volt. A detektélast fo-
todioda soros UV-VIS detektor segitségével végeztem. A mérés a 200 nm — 650 nm hullam-
hosszUsagu tartomanyban tortént, amelyekbdl két kivalasztott (243 és 254 nm) hulldmhosszon,
nagyobb id6beli pontstiriséggel vettem fel a kromatogramokat a 2.1.1.1.1 fejezetben ismertetett
irodalmak alapjan. Az abszorbancia maximum 243 nm-en volt, igy a kiértékelést ezen a hul-
lamhosszon kapott eredmények alapjan végeztem.

A standardokbdl 5 pontos kalibracio alapjan tértént a mennyiségi meghatarozas. Az
eredmeényeket mitrafillin kalibracié alapjan szamitottam, mivel a kalibrécids egyenes meredek-
sége ez esetben bizonyult a legmeredekebbnek, tehat az alkaloidok mennyiségére also értéket
adtam mg mitrafillin ekvivalens (ME) alkaloid/ g drog szarazanyag (sza.) mértékegysegben. Az
elemzés soran kapott kromatogram (10. abra) ésszes csucsat alkaloidnak tekintettem, mert UV-
VIS spektrumuk megegyezett és ellcios idejik csak mérsékelten kilonbdzott. Az integralést
kovetben kapott adatokat 0sszesitvén szdmitottam ki az alkaloid mennyiségét a mintaban. A

kromatogramok bizonyos csucsait standardok alapjan azonositottam (11. abra)
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10. abra. Jellemz6 alkaloid frakcié kromatogramja

1. Mitrafillin, 2. Pteropodin, 3.1zomitrafillin, 4. Izopteropodin

Interzitas [uV]
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---------------------------------------------

11. abra. Pentaciklusos alkaloid standardok

1. Mitrafillin, 2. Pteropodin, 3.1zomitrafillin, 4. Izopteropodin
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3.5 Szabadgyok-fogd képesség mérése

A vizsgélatok sordn a kivonatok szabadgyok-fogod kepességét DPPH (1,1-difenil-2-
pikril-hidrazil) médszerrel mértem, amely soran poléris kdrnyezetben torténik az elemzés. A
DPPH egy szabadgyok, oldatanak szine lila. Ha reakcioba 1ép a jelen levé antioxidans hatasu
vegyulettel, akkor sarga szinti oldatot kapok, ez a DPPH redukalt formaja miatt adodik. A
DPPH-oldatnak az abszorpciés maximuma 517 nm-en van, ahol a sarga oldatnak nincs elnye-

Iése, emiatt az abszorbancia csokkenése koncentraciofiiggo.

A torzsoldat készitése soran 20 mg DPPH-t feloldottam 50 ml metanolban, majd hiit6-
ben taroltam. A méréshez higitottam az el6bbi oldatott Ugy, hogy az 517 nm-en mért
abszorbancidja 0,700 és 0,900 koze essen. Vakmintanak metanolt hasznéltam. A higitési sor
elkészitéséhez 2,5 ml DPPH-oldathoz kiilonb6zé mennyiségii mintaoldatot adtam. A kiivettakat
fényt6l védve fél oran at allni hagytam. Ezt kovetéen 517 nm-en meértem az abszorbancidkat
Camspec M501 készulékkel. A mintaoldathoz 0,5 mg/ml-es oldatot készitettem az extraktum-
bol, 10 mg kivonatot oldottam fel 20 ml metanolban. A mérés sordn kaptam egy Ao
abszorbancia-értéket, amelyet a minta nélkili oldattal mértem; illetve egy A1-et, amelyet a min-

tat tartalmazo oldattal mértem. Az inhibicidt a 1. egyenlet alapjan szamitottam.

|nh%:u-1oo
Ay

1. egyenlet. Inhibicié szdmitasa

A mérési eredmények dsszehasonlitdsahoz az 50%-os inhibiciot (ICso érték) hasznal-
tam, ezt a mérési adatokra illesztett fiiggvénybél szadmoltam ki. Az ICsp az a

extraktumkoncentracio, amelynél a szabadgydkdk mennyisége a felére csokken.

3.6 Tannin vizsgalata a mintakban

A tannin tartalom vizsgalatokat Markus Maier végezte a Fraunhofer UMSICHT-nal
(Oberhausen, Németorszag). A vizsgalatokhoz az ugynevezett radial diffuziés mddszert alkal-
mazta. A modszer eldnye, hogy a hidrolizalt és kondenzalt tannin mennyiségét egyszerre mér-
het6 a tanninnal kisebb tomegl polifenolok reakcidja nélkiil. A tanninok gytiriiformaji csapa-
dék forméban jelennek meg a borju szérum albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) proteint
tartalmazo agardz gélben a Petri-csészében. A gyliriik atmérdjét lemérik, ebbdl kiszamithato a
teruletlik, amik egyenesen aranyosak a tannin tartalommal. A mennyiseégi meghatarozast kalib-
racios egyenes alapjan vegeztunk, a teljes tannintartalmat tanninsav témeg ekvivalensben kife-

jezve (TE m/m%).
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3.6.1 Meghatarozasi modszer leirasa

El6szor 340 ml ioncserélt vizhez 11,44 ml ecetsavat és 4,2 mg aszkorbinsavat adunk és
5 M-os natirum-hidroxid oldattal a pH-t 5-re allitjuk. Egy Erlenmeyer lombikba 400 mg BSA-
t 40 ml ioncserélt vizben feloldunk. A kovetkezé 1épésként 2 g agarozt oldunk az elsé 1épésben
elkészitett pH=5 oldatban. Utdbbi rendszert addig melegitjiik, mig az agaréz teljes mértékben
fel nem oldddik, majd 60 °C-os vizflrdébe helyezziik. Mikor az agar6z oldat hdmérséklete
kevéssé 45 °C folott van az elkészitett BSA oldatot hozzaontjiik majd par méasodpercig kevert-
jik a megfelel6 homogenizalas érdekében. A két oldatbdl 10-10 ml-t pipettazunk a Petri cse-
szébe, egyenletesen vekony réteget alkotva. Miutan megszilardul a gél a hasznélatig 4 °C-on
hiitészekrényben kell tarolni. A tannin tartalmd mintékat ioncserélt vizben, 50:50 viz — meta-
nolban és 50:50 viz — acetonban feloldjuk, majd 20 ul-t pipettazunk a Petri csészében talalhato6
gél kozepére. A gytrik novekedése 30 °C-on 150 Oran at zajlott, ezt kdvetéen mérték le az
atméréket. Mindharom oldoszer megfelelének bizonyult, az eredményeket a harom oldoszer

esetén kapott értékekbdl atlagoltam.

3.7 Szamitasi mddszerek

A technikai hozamot a kivonat témeg és a felhasznalt szaraz drog mennyiségenek hanya-
dosaként szamoltam (Y;..,), €z azonban esetenként tartalmaz citromsavat is, hiszen az extrakcio
soran a sziirletbe, majd a beparlas soran visszamarad. A citromsav kihozatal torzitd hatasanak
mérséklésére vezettem be a korrigalt hozamot (Y,,,+). A korrigalt hozam értékekkel alabecsul-
tem a valds anyagkinyerést a citromsavat tartalmazo olddszerekkel tortént extrakcid esetén,
mivel nem tudhato a pontos citromsav mennyisége a kivonatban. Ennél fogva azt feltételeztem,
hogy a felhasznalt oldoszer teljes citromsav mennyisége a sztirletbe kertilt, onnan pedig a kivo-

natba. A szamitast a 2. egyenlet alapjan végeztem.

Moy — Mgy * Xes
Ykorr,i [%] = -100 %
mdrog

2. egyenlet. Korrigalt hozam szamitasa, i-edik frakcio

Ykorr,i.: Korrigalt hozam, i-edik frakcio [%]

Mex: A kapott kivonat témege [g]

Mszi: A szlirés utdn mért sziirlet tomege [g]

Xcs: A felhasznélt olddszer citromsav tartalma témegtdrtben [-]

Madrog: AZ extrakciohoz felhasznalt szaraz drog mennyisége [g]
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A teljes korrigélt hozamot (Ykorr) @ 3. egyenlettel szamoltam, analdg egyenletet alkal-

maztam a teljes technikai hozam szdmitéséara.

3
Yiorr[%] = Z Ykorri
i=1

3. egyenlet. Teljes korrigalt hozam szamitasa

“ sz

A;
W : Vminta
cjilmg ME/ g extrakt] = "% Muminta;

4. egyenlet. A j alkot6 koncentracioja az i frakcidban
Ai: Kromatogram alapjan kapott csucsok dsszterilete [-]
Mka.: A mitrafillin kalibracios egyenes meredeksége [mg ME/ ml]
Mmintai: A Minta mennyisége [g extrakt]
Vminta: A minta oldatanak mennyisége [ml]

Az adott komponensek kihozatalat (H;j) az 5. egyenlettel szamoltam.

H 1961 = ) [(0) - Yeend]
i=1

5. egyenlet. Komponensek kihozataldnak szamitasa
A hérom Iépeéses extrakcio soran 6sszesen kinyert j alkotd (alkaloid, tannin) atlagos kon-

centrécidjat (c;) az extraktban a 6. egyenlet szerinti stlyozassal szdmitottam.

H:
¢j [mg ME/ g extrakt] = /

3
i=1 Ytechi

6. egyenlet. Kivonat atlagos koncentraciojanak szamitasa
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4 Eredmények

Az extrakcios paraméterek hatasanak részletes vizsgalata eldtt elokisérlettekkel allapi-
tottam meg néhany alapvetd paraméter kozelitd hatasat annak érdekében, hogy a késobbi vizs-
galatok jol 6sszehasonlithato eredményeket adjanak. Az eldkisérletek soran rogzitett paraméte-

rek: a drog — olddszer arany, a hdmérséklet, a 1épések szama és az extrakcios ido.

4.1 Drog - oldoszer arany vizsgalata

A vizsgéalatok sordn 1 tomegszézalék citromsavat tartalmazé vizes oldat esetén vizsgal-
tam a kiilonboz6 drog-olddszer aranyokat. Az extrakcid hémérséklete 70 °C és a keverd fordu-
latszama 300 1/min volt mindegyik esetben. Az eredmeényeket az 4. tblazatban szemléltetem.
Nagymertékben nem valtozik a drog — olddszer arany eseten a korrigalt termelés. A jol kever-
het6 és szlirheté aranyt 10 g drog — 200 ml olddszer esetén kaptam. Ennek elénye, hogy az
analitikai meghatarozasok miatt magasabb koncentracidja mintakat kell elemezni az érzékeny-
ségbdl adodoan, ezért a harmadik 1épés elemzéséhez a 150 ml oldoszer nem elegend6. A be-

parlast kovetden a visszamérésbél adodo hiba is kisebb a valasztott drog — oldoszer arany ese-

tén.
Drog — olddszer arany Komga[lg/: ]ermeles Megfigyelés
59-100 ml 20,1 a keverdt nem lepi el a szuszpenzio
keverés, sziirés rendben. A sziirés
utan a masodik 1épésre visszakeriild
5g-150m 22,1 drog mennyisege kevesebb (tul sok
marad a szilir6papiron)
10 g - 150 ml - nehezen keverhetd, nem sziirhetd
10g — 200 ml 19,5 rendben

4. tablazat. Drog — olddszer arany vizsgalata soran kapott értékek 6sszehasonlitasa

4.2 Hoémérséklet és extrakcios lépésszam hatésa az extrakciora

Elézetes kisérletekként a hOmérsékletet és harom olddszer (1 tdmegszazalék vizes
citromsav oldat, desztillalt viz és abszolut etanol) hatasat vizsgaltam 10 g — 200 ml drog
— olddszer arany mellett. A legnagyobb mértékii alkaloid kinyerést 70 °C-on értem el,
mindharom olddszer esetén. A haromlépéses extrakcio eredményeit jol szemlélteti a 12.
abra, mely alapjan elmondhatd, hogy etanol esetén a kioldhat6 alkaloidok nagy részét
kinyerjik az els6 1épésben. Azonban a masik ket olddszer esetén a két 1épés szikséges,
mivel a masodik 1épésnél is kinyerhet6 még szamottevo alkaloid, mig a harmadik lepés

esetén mar alig ndvekszik az alkaloid kihozatal.
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nyert alkaloid mennyisége
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13. abra. Kiilonboz6 oldoszerek és hémérsékletek esetén az extrakcids 1épésekkel altal

elert korrigalt termelés

A Korrigélt termelést tekintve (13. &bra) a legnagyobb értéket 70 °C-on értem el 1 to-
megszazalék citromsavat tartalmazo desztillalt viz olddszerrel, melyek az als6 becsult értékek.
A biztonsag kedvéért a tovabbi kisérletekben is harom extrakcios Iépést végeztem és a 70 °C

homérsékletet valasztottam.
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4.3 Az extrakcio idejének hatasa a kihozatalra

A vizsgélatok soran 10g — 200ml drog — olddszer aranyt, 70 °C hdmérsékletet és harom
Iépéses extrakciot végeztem. Olddszerként 1 tdmegszazalék citromsav 50:50 viz — etanolt hasz-
naltam, az extrakcio idejét valtoztattam 0,5 — 3 h kdz6tt és minden beallitasnal harom ismétlést
végeztem. Az eredmények alapjan (14. abra, 15. abra) elmondhatd, hogy az alkaloid koncent-
racidt a kivonatban, a korrigalt termelést és az alkaloid kihozatalt az extrakcio ideje nem befo-
lyasolja jelent6s mértékben a vizsgalt tartomanyban. Azonban munkaszervezési okok miatt to-
vabbiakban 1 oras extrakcids idével végeztem a kisérleteket. Uzemi szinten a megfeleld kontakt

id6 rovidebbre is valaszthatd, de ekkor figyelembe kell venni a méretndvelt késziilékben a ke-

veredési viszonyokat.
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14. 4bra. Extrakci6 idejének hatasa a kivonat alkaloid koncentrécidjara
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15. abra. Az extrakcio idejének hatdsa a korrigalt termelésre

4.4 Citromsav és az etanol egyuttes hatasa az extrakciora

A vizsgalat soran 32 kisérletterv alapjan a citromsav koncentraciojat 0 — 1 témegszaza-
extrakcid homérséklete minden kisérletnél 70 °C volt, mig az extrakcié ideje 1 6ra, haromlépé-
ses extrakciot végeztem 10 g — 200 ml drog — olddszer arany mellett. Az eredményeket
100 % etanol és 0 % citromsav tartalom mellett kaptam a legnagyobb értéket (16. abra). Cit-
romsav hozzaadasa miatt nétt a termelés, de az extraktumban csokkent az alkaloid koncentra-
cidja. Utdbbi a higulasi hatassal magyarazhatd, tehat minél toményebb az oldatunk citromsavra
nézve, annal nagyobb mennyiségii citromsav fog megjelenni a kivonatban. Ez az oka annak,
hogy nagyobb citromsav koncentracio mellett a kivonatban mérhetd alkaloid koncentraciéra
nézve nem szamottevd az alkohol hatasa, mig kis citromsav koncentracidé mellett éppen az al-
kohol koncentréacié a meghatarozd. A kisérletterv kiértékelése alapjan lehetséges elkésziteni

tetszOleges alkaloid koncentracioju kivonatokat 7,7 — 37,3 mg ME/ g extrakt tartomanyban.
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16. abra. Osszesitett alkaloid koncentracié abrazolasa kiilénbozé citromsav tdmegsza-
zalék és alkohol térfogatardny mellett

A korrigalt termelést tekintve az optimum 65 térfogatszazalek abszoldt etanol és
1 tdbmegszazalék citromsav (17. abra). Az alkohol koncentracié optimuma korrigalt ter-
melésre és az alkaloid kinyerésre (18. abra) nézve megegyezik az irodalomban
pentaciklusos alkaloidra megtalalhaté optimummal (2.2.4.1 fejezet). Tobblet informéacid
a kiértékelésem szerint, hogy a citromsav koncentracio és az etanoltartalom hatasa fug-

getlen a termelésre nézve, de a kdlcsonhatasi tag meghatarozé az alkaloid koncentracio
és az alkaloid kihozatal szempontjabol.
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17. abra. Osszesitett korrigalt hozam az alkohol térfogat arany és citromsav tdmegsza-
zalék fuggvényeben.

Az alkaloid kinyerés (18. &bra) szempontjabdl a felvett fliggvénybdl szamitva
optimumnak 55 térfogatszazalék abszolut etanol és 0,6 tdmegszazalék citromsavnak bi-
zonyult. A citromsav koncentracid novekedesével etanolmentes oldat esetén jol lathato,
hogy szignifikansan névekszik a kinyert alkaloid mennyisége. Az olddszer citromsav-
tartalmanak csak kis etanol koncentracio esetén van novekvé hatassal az alkaloid kinye-

résre, mig 40 térfogatszazalék nagyobb etanol koncentracio esetén a citromsav elényei
mar alig jelentkeznek.
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18. 4bra. Osszesitett alkaloid kihozatal az alkohol térfogat arany és citromsav témeg-
szazalék fuggvényében (sza.=szarazanyag)

A legkisebb korrigalt termelés értéket abszolut etanollal készitett kivonat esetén
kaptam (16,1 %), mig a legnagyobb korrigalt termelést 0,5 témegszazalek citromsav
50:50 viz — etanol oldészerrel kaptam (25,0 %). A citromsav koncentréciétol fliggetlendl
a viz — alkohol arény 40:60 — 60:40 tartomanyban eredmeényez legnagyobb korrigalt
hozamot. Az illesztett fliggvény és az abra alapjan lathato, hogy nem éri el a maximumot
a kihozatal a vizsgalt citromsav koncentracio tartomanyban, igy tovabbi vizsgalatokat
folytattam nagyobb citromsav koncentraciok esetén. Kiserleteket végeztem 1, 1,5 és 2
tdmegszazalék citromsavtartalmu 50:50 viz — etanol oldoszerekkel (3-3 ismétlés). Az
extrakciokat a Kisérletterv esetén hasznalt drog — oldészer arannyal 70 °C-on 1 6ras
extrakcios idével végeztem. Eredmények a 19. abran és 20. abran lathatok, melyek alap-
jan elmondhatd, hogy a citromsav higitasi hatasa szignifikansan megmarad, de valame-
lyest csokken. A korrigalt termelésnél (20. dbra) nagy a széras, de ez betudhat6 annak,
hogy a sziirési hatasfok nem mindig azonos. Az optimumnak 1,0 - 1,2 témegszazalék
citromsav oldatot kaptam. A 19. abra alapjan elmondhatd, hogy minél nagyobb a cit-

romsav tartalma az extrahaldszernek annal kisebb alkaloid koncentracioju oldatokat ké-
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szithetéek. Tovabba 21. abran lathato, hogy ndévekedésnek jelentés hatasa nincs az al-
kaloid kihozatalra 50:50 etanol — viz elegynél. A korrigalt termelés csokkenését okoz-
hatja, hogy a ndvekvd citromsav koncentracid esetén nd a kivonatba keriil6 citromsav

mennyisége, ezaltal egyre kisebb érték lesz a becsult termelés.
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19. 4bra. Kiilonbozd citromsav tartalmu oldatok hatasa az alkaloid koncentracidra
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20. &bra. Kiilonb6z6 citromsav tartalmu oldattal torténd extrakcid hatasa a korrigalt
termelésre
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21. dbra. Kiilonbozd citromsav tartalmu oldattal torténd extrakcid hatdsa az alkaloid
kihozatalra

A legkisebb koncentracioju (~5 mg ME/ g extrakt) Kivonatot 2 tdmegszazalék citrom-
mg ME/ g extrakt) citromsav mentes 50:50 viz — etanol oldattal értem el. Mindenképpen érde-
mes megfontolni a citromsav mennyiségét az olddészerben, mivel ez befolyésolja az alkaloid

koncentracidt, a hozamot és a drog — extrakt aranyat.

4.5 Szabadgyok-fogo képesség

A kivonatok antioxidans hatasanak dsszehasonlitdsdhoz a DPPH mddszerrel meghata-
rozott 50%-os gatlast (ICso) hasznaltam. Referenciaként egy szintetikus antioxidanst, a butil-
hidroxil-anizolt (BHA) hasznaltam, az eredményét piros szinnel jeleztem. A 22. abra alapjan
elmondhato, hogy az extrahaldszer citromsav tartalmanak névekedésével csokken a szabad-
gyok-fogd képesség (né az ICso érték). A citromsavat tartalmazoé olddszerrel kapott kivonatok
citromsavat tartalmaztak. Ez utbbi abbol a szempontbdl igen érdekes, hogy a citromsavat an-
tioxidanskent alkalmazza az élelmiszeripar, mégis a citromsavtartalmu kivonatok kisebb sza-
badgyok-fogo képességliek, mint a citromsav mentes kivonatok. Tovabba elmondhato, hogy a
macskakarom 50:50 viz — etanol olddszerrel kapott kivonatanak (ICso= 6,7 + 0,5 pg/ml) a sza-
badgyok-fogo képessége szinte ugyanakkora, mint a BHA értéke (ICso= 5,55 + 0,4 pug/ml).
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22. dbra. Néhany kivonat antioxidans hatasa

4.6 Tanninok mennyisége

A tannin vizsgalatokhoz a kisérlettervben kapott elsé 1épések kivonatét hasznaltam. Ha-
rom f6 oldoszer tipust (absz. etanol, 50:50 viz — etanol, viz) jelzi a 23. abra szinei. Az eredmé-
nyek alapjan elmondhatd, hogy az olddszerek citromsavtartalom ndvelésével csokkent a kinyert
tannin mennyisége. Tehat a tannin kinyerés szempontjabdl a citromsav mentes oldoszerek igen
elényosok, ezek koziil is az abszolut etanol kiemelkedik, mely soran a kivonat tannin tartalma
25,08+1,14 %-nak adodott. Tovabba a 4.5 pontban emlitett eredményekkel 6sszehasonlitva a
tannin mennyiségeket biztos, hogy a névekvé citromsav koncentracid hatranyos a tannin Kinye-
rés szempontjabol. Az 50:50 viz — etanol olddszer esetén a nagy tannin tartalomhoz nagy anti-
oxidans tulajdonsag parosul, igy az eredmények alapjan feltehetdleg az antioxidans tulajdonsa-
gért a tanninok felelések. A magas tannintartalma kivonatok (>20%) alkalmasak lehetnek ter-
meészetes cserz6szernek,[46] amelyekkel részben ki lehet valtani a béripar altal hasznalt nehez-

fém-sokat.
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23. abra. Els6 extrakcios 1épéssel eldallitott mintak tannin tartalma (c.s.=citromsav)

Egyes tanninok savas tulajdonsaga miatt savas pH esetén a kinyerése nehézkesebb, mint
semleges vagy lugos esetben, azonban kotoétt formaban is jelen lehetnek a névényben, amit
felszabadithat egy esetleges savas hidrolizis, ezért a pH hatéasa a tannin jellegi komponensek
kinyerésére nem egyértelmti. A tannin kihozatal a 24. abran lathatd, hogy etanol — viz elegy
esetén a legjobb a tannin kihozatal, és az citromsavtartalomnak kisebb hatasa van, mint a viz —

alkohol ardnynak.
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24. dbra. Vizsgalt mintak tannin kihozatala (c.s.=citromsav)
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5 Osszefoglalas

TDK dolgozatomban a macskakarom kérgébdl készitett kivonatok alkaloid koncentra-
cidjanak a szabalyozasat vizsgaltam hagyomanyos kevertetéses harom lépéses extrakcioval. A
munka motivacidjat az adja, hogy a széleskorli hatasspektrummal rendelkezé gydgyndvény ét-
rend-kiegészitdként valé hazai forgalmazasa nem megengedett az oxindol alkaloid-tartalom
miatt. Mas orszagokban (pl. Ausztria és USA) éppen alkaloidtartalomra standardizalt készit-

mények kaphatoak.

Olddszernek vizet, abszolut etanolt és 50:50 viz — etanol elegyet alkalmaztam és vizs-
galtam a hozzaadott citromsavtartalom hatasat. Az olddszerek és a savas komponens kivéalasz-
tasat az élelmiszeripari alkalmazhat6sag motivalta. Elékisérleteim soran az extrakcié homér-
sékletének hatasat vizsgaltam, amely soran a legnagyobb mennyiségben és alkaloid koncentra-
cioval 70 °C-on tudtam kivonatokat késziteni. Az eredményekbdl az is latszott, hogy az abszo-
lut etanollal torténd kivonas esetén egy 1épéses extrakcid elegendd, mig viz €s a citromsav oldat
esetén mar legalabb két 1épés sziikseges a régzitett drog — oldoszer arany mellett. Léptéknovelés
soran vagy Uzemi szinten megfontolandd kérdés, hogy sziikséges-e harom lépés, a 70 °C-on
kapott eredményeket tekintve, azonban ezt természetesen a drog — olddszer arannyal dsszeflig-
gésben kell vizsgalni. Az extrakcio koltségeit figyelembe véve, véleményem szerint ket 1épéses
extrakciot érdemes végezni, utdbbit a citromsavas olddszer és desztillalt viz esetén értem. Ab-
szolut etanolnal esetén mar érdemes fontoldra venni az egylépéses kevertetéses extrakciot, le-
het6leg centrifugalassal kiegészitve, mivel a masodik és a harmadik 1épés estén lényeges keve-
sebb hozamot ériink el, mint az els6 Iépés esetén és ennek az oka is elsdsorban a vazanyagban

visszamaradod extrahaldszer.

Az extrakciés id6 az alkaloid koncentraciora és a korrigalt termelésre nincs hatassal %2-
3 ora intervallumon beliil. Az etanol és a citromsav egyiittes hatasanak vizsgalata soran egy 32
Kisérlettervet készitettem. A kivonatok alkaloid koncentracidjat kb. 5 — 37,3 mg ME / g extrakt
tartoményban szabalyozhatjuk kevertetéses extrakcioval. A legnagyobb értéket abszollt eta-
nollal értem el. A korrigalt termelés esetén az optimalis a 40 — 65 % etanol és 1 — 1,2 tdmeg-

szazalék citromsavtartalom.

A Kkisérletterv soran az elsd extrakcios 1épés soran kapott néhany kivonat antioxidans
hatasat és tannintartalmat is vizsgaltam. Az eredmények alapjan az 50:50 viz — etanol olddszer-

rel nyert kivonat antioxidans hatdsa szinte megegyezik a referenciaként hasznalt szintetikus
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vegyuletével, tovabba az oldoszerek novekvé citromsavtartalma rontja a kivonatok szabad-
gyok-fogd képességét. Tanninkoncentracié szempontjabol a citromsav mentes olddszerek bi-
zonyultak a legjobbnak, ezek kozil is az 50:50 etanol — viz elegy. A tanninsav ekvivalensben
megadott tanninkoncentracio a kivonatot alkalmassa teszi természetes cserzdszerként valo fel-
hasznalasra is. Az antioxidans és tannin eredmények 6sszevetése soran arra a megallapitasa
jutottam, hogy a macskakarom kivonatok antioxidans hatésa feltehetdleg a tanninoktol szarma-
zik.

A munkam soran sikerilt képet alkothom a macskakarom hagyomanyos kevertetéses

extrakciojaval kapcsolatban, amely Utmutatést nyujthat a jovébeli tizemi szint( termelésekhez.

43



6

[1]

[2]

3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Irodalomjegyzék

M. Vinatoru, “An overview of the ultrasonically assisted extraction of bioactive
principles from herbs,” Ultrason. Sonochem., vol. 8, no. 3, pp. 303-313, Jul. 2001.

D. D. R. Sukhdev Swami Handa, Suman Preet Singh Khanuja, Gennaro Longo,
Extraction Technologies for Medicinal and Aromatic Plants. United Nations Industrial
Development Organization and the International Center for Science and High
Technology, 2008.

B.A. Varrd, Gyogyndvények gyogyhatasai. Pallas Antikvarium Kft, 1991.
P. Balbulka, Ismerjiik fel a vadon termé gyogyniovényeket. Gabo Kiadd, 2013.

M. E. Heitzman, C. C. Neto, E. Winiarz, A. J. Vaisberg, and G. B. Hammond,
“Ethnobotany, phytochemistry and pharmacology of Uncaria (Rubiaceae).,”
Phytochemistry, vol. 66, no. 1, pp. 5-29, Jan. 2005.

R. Pilarski, B. Filip, J. Wietrzyk, M. Kuras, and K. Gulewicz, “Anticancer activity of
the Uncaria tomentosa (Willd.) DC. preparations with different oxindole alkaloid
composition.,” Phytomedicine, vol. 17, no. 14, pp. 1133-1139, Dec. 2010.

K.-H. Reinhard, “Uncaria tomentosa (Willd.) D.C.: Cat’s Claw, Ufia de Gato , or
Savéntaro,” J. Altern. Complement. Med., vol. 5, no. 2, pp. 143-151, Apr. 1999.

B. Falkiewicz and J. Lukasiak, “Vilcacora [Uncaria tomentosa (Willd.) DC. and
Uncaria guianensis (Aublet) Gmell.] - A review of published scientific literature,” Case
Reports Clin. Pract. Rev., vol. 2, no. 4, pp. 305-316, Jan. 2001.

K. Keplinger, G. Laus, M. Wurm, M. P. Dierich, and H. Teppner, “Uncaria tomentosa
(Willd.) DC.—Ethnomedicinal use and new pharmacological, toxicological and
botanical results,” J. Ethnopharmacol., vol. 64, no. 1, pp. 23-34, Jan. 1998.

OETI Szakértd Testiilet, “Tudomanyos allasfoglalas az étrend-kiegészitékben, egyéb
anyagokkal dusitott élelmiszerekben alkalmazni kivant Uncaria Tomentosa kéreg
biztonsagossagarol,” 2013.

A. Cardoso, “https://www.flickr.com/photos/andre_cardoso/6357770421.” 2011 .

G. Laus, D. Brossner, and K. Keplinger, “Alkaloids of peruvian Uncaria tomentosa,”
Phytochemistry, vol. 45, no. 4, pp. 855-860, Jun. 1997.

C. Tucker, Klein K.Roger W. Mutalish, Evans B., “Development of a phytohabitat
index for medicinal plants in the Peruvian Amazon,” Acta Hortic., vol. 426, pp. 123-
131, 1996.

A.W. Nalvarta, W. de Jong, and G. Dominguez, “Plantas Amazonicas de uso
medicinal: diagnostico de un sector economico con un potencial de realizacion,” 1999.

44



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

D. H. Rompp, “Rémpp Vegyészeti Lexikon,” 1960.

H. Stuppner, S. Sturm, and G. Konwalinka, “HPLC analysis of the main oxindole
alkaloids from Uncaria tomentosa,” Chromatographia, vol. 34, no. 11-12, pp. 597-
600, Dec. 1992.

S. Kaiser, S. Verza, and R. Moraes, “Cat’s claw oxindole alkaloid isomerization
induced by common extraction methods,” Quimica Nova, 2013.

M. F. Taviano, N. Miceli, M. T. Monforte, O. Tzakou, and E. M. Galati, “Ursolic acid
plays a role in Nepeta sibthorpii Bentham CNS depressing effects.,” Phytother. Res.,
vol. 21, no. 4, pp. 382-385, Apr. 2007.

R. Rojas-Duran, G. Gonzélez-Aspajo, C. Ruiz-Martel, G. Bourdy, V. H. Doroteo-
Ortega, J. Alban-Castillo, G. Robert, P. Auberger, and E. Deharo, “Anti-inflammatory
activity of Mitraphylline isolated from Uncaria tomentosa bark.,” J. Ethnopharmacol.,
vol. 143, no. 3, pp. 801-804, Oct. 2012.

H. Wagner, B. Kreutzkamp, and K. Jurcic, “Die Alkaloide von Uncaria tomentosa und
ihre Phagozytose-steigernde Wirkung,” Planta Med., vol. 51, no. 05, pp. 419-423, Feb.
2007.

K. K. Lee, B. N. Zhou, D. G. Kingston, A. J. Vaisberg, and G. B. Hammond,
“Bioactive indole alkaloids from the bark of Uncaria guianensis.,” Planta Med., vol.
65, no. 8, pp. 759-60, Dec. 1999.

G. Laus and D. Keplinger, “Separation of stereoisomeric oxindole alkaloids from
Uncaria tomentosa by high performance liquid chromatography,” J. Chromatogr. A,
vol. 662, no. 2, pp. 243-249, Feb. 1994,

S. Kaiser, S. G. Verza, R. C. Moraes, V. Pittol, E. M. C. Pefialoza, C. Pavei, and G. G.
Ortega, “Extraction optimization of polyphenols, oxindole alkaloids and quinovic acid
glycosides from cat’s claw bark by Box—Behnken design,” Ind. Crops Prod., vol. 48,
pp. 153-161, Jul. 2013.

R. Pilarski, H. Zielinski, D. Ciesiotka, and K. Gulewicz, “Antioxidant activity of
ethanolic and aqueous extracts of Uncaria tomentosa (Willd.) DC.,” J.
Ethnopharmacol., vol. 104, no. 1-2, pp. 18-23, Mar. 2006.

G. Réacz, Gyogynoveny ismeret. Ceres Kiadd, Bukarest, 1984.

M. T. A. Balazs, A. Blazovics, A. Kéry, L. Kursinszki, E. Lemberkovics, E. Szdke,
Farmakognozia-Fitokémia, gyogyndvények alkalmazasa. Semmelweiss Kiado,
Budapest, 2012.

R. Rizzi, F. Re, A. Bianchi, and V. De Feo, “Mutagenic and antimutagenic activities of
Uncaria tomentosa and its extracts,” J. Ethnopharmacol., 1993.

45



[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

Y. Sheng, R. Pero, A. Amiri, and C. Bryngelsson, “Induction of apoptosis and
inhibition of proliferation in human tumor cells treated with extracts of Uncaria
tomentosa.,” Anticancer Res., 1997.

M. Sandoval, N. N. Okuhama, X. J. Zhang, L. A. Condezo, J. Lao, F. M. Angeles’, R.
A. Musah, P. Bobrowski, and M. J. S. Miller, “Anti-inflammatory and antioxidant
activities of cat’s claw (Uncaria tomentosa and Uncaria guianensis) are independent of
their alkaloid content.,” Phytomedicine, vol. 9, no. 4, pp. 325-337, May 2002.

J. L. Aguilar, P. Rojas, A. Marcelo, A. Plaza, R. Bauer, E. Reininger, C. A. Klaas, and
I. Merfort, “Anti-inflammatory activity of two different extracts of Uncaria tomentosa
(Rubiaceae).,” J. Ethnopharmacol., vol. 81, no. 2, pp. 271-6, Jul. 2002.

C. Wirth and H. Wagner, “Pharmacologically active procyanidines from the bark of
Uncaria tomentosa.,” Phytomedicine, vol. 4, no. 3, pp. 265-6, Sep. 1997.

H. R. Choi, J. S. Choi, Y. N. Han, S. J. Bae, and H. Y. Chung, “Peroxynitrite
scavenging activity of herb extracts.,” Phytother. Res., vol. 16, no. 4, pp. 364-367, Jun.
2002.

Stanley L. Robbinson, A patologia alapjai, no. Medicina Kényvkiado Zrt. 2009.

H. Stuppner, S. Sturm, G. Geisen, U. Zillian, and G. Konwalinka, “A Differential
Sensitivity of Oxindole Alkaloids to Normal and Leukemic Cell Lines,” Planta Med.,
vol. 59, no. S 1, pp. A583-A583, Jan. 2007.

G. K. Kynoch, S.R., Lloyd, “Acute oral toxicity to mice of substance E- 2919,”
Unpubl. (available request), no. Huntingdon Research Centre, Huntingdon,
Cambridgeshire, England, 1975.

Y. Sheng, C. Bryngelsson, and R. W. Pero, “Enhanced DNA repair, immune function
and reduced toxicity of C-MED-100™, a novel aqueous extract from Uncaria
tomentosa,” J. Ethnopharmacol., vol. 69, no. 2, pp. 115-126, Feb. 2000.

TH. Ueng, JJ. Kang, HW. Wang and PC. Lin, “An Overview of the Toxicology of
Commonly Used Traditional Chinese Medicine,” no. 5, pp. 241-263, Nov. 1997.

L. G. Valerio and G. F. Gonzales, “Toxicological aspects of the South American herbs
cat’s claw (Uncaria tomentosa) and Maca (Lepidium meyenii) : a critical synopsis.,”
Toxicol. Rev., vol. 24, no. 1, pp. 11-35, Jan. 2005.

G. Fabry, Zs. Fony0, Vegyipari miivelettani alapismeretek. Nemzeti Tankdnyvkiado,
Budapest, 1998.

E. Cséfalvay, A. Deék, T. Farkas, L. Hanék, L. T. Mika, P. Mizsey, J. Sawinsky, B.
Simandi, T. Szanya, E. Székely, E. Vago, Vegyipari miiveletek Il. Anyagatado
miiveletek és kémiai reaktorok. Typotex Kiad0d, Budapest, 2011.

J. Azmir, I. S. M. Zaidul, M. M. Rahman, K. M. Sharif, A. Mohamed, F. Sahena, M. H.
A. Jahurul, K. Ghafoor, N. A. N. Norulaini, and A. K. M. Omar, “Techniques for

46



[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

extraction of bioactive compounds from plant materials: A review,” J. Food Eng., vol.
117, no. 4, pp. 426-436, Aug. 2013.

M. M. Cowan, “Plant products as antimicrobial agents.,” Clin. Microbiol. Rev., vol. 12,
no. 4, pp. 564-582, Oct. 1999.

Magyar Elelmiszerkonyv Bizottsag, “Az ¢lelmiszerek eldallitasa soran felhasznalhatd
extrakcios olddszerek,” Magy. Elelmiszerkdnyv, vol. 1-2—-88/344, 2002.

“Magyar Elelmiszerkonyv 1-2-95/2 szamu el6iras,” 2015.
http://www.omgk.hu/Mekv/1/12952.pdf.

B. Caballero, Encylopedia of Food Sciences and Nutrition. Academic Press, no.
Academic Press. 2003.

T. Covington, Tanning chemistry : the science of leather. Cambridge UK: Royal
Society of Chemistry, 2009.

47



	Tartalomjegyzék
	Köszönetnyilvánítás
	1 Bevezetés és célkitűzés
	2 Irodalmi áttekintés
	2.1  Macskakarom
	2.1.1  A macskakarom főbb hatóanyagai
	2.1.1.1 Alkaloidok
	2.1.1.1.1 Alkaloidok analitikai vizsgálata

	2.1.1.2 Tanninok
	2.1.1.3 Triterpének

	2.1.2 A macskakarom jellemző biológiai hatásai
	2.1.2.1 Immunstimuláló hatás
	2.1.2.2 Gyulladáscsökkentő hatás
	2.1.2.3 Antioxidáns hatás
	2.1.2.4 Rákellenes hatás
	2.1.2.5 Kivonatok toxicitása és biztonságos használata

	2.1.3 Macskakarom alapú termékek

	2.2 Extrakció
	2.2.1 Fogalma és csoportosítása
	2.2.2 Szilárd – folyadék az ún. diffúziós extrakció
	2.2.3 Oldószer kiválasztás szempontjai
	2.2.4 Kevertetéses extrakció az ún. macerálás
	2.2.4.1 Macskakarom kevertetéses extrakciójának optimalizálása

	2.2.5 Citromsav hatása az extrakcióra és a kivonatra


	3 Anyagok és módszerek
	3.1 Felhasznált anyagok
	3.2 Szárazanyag-tartalom mérése
	3.3 Extrakció
	3.4 Alkaloidok mennyiségi meghatározása
	3.4.1 Mintaelőkészítés
	3.4.2 HPLC módszer

	3.5 Szabadgyök-fogó képesség mérése
	3.6 Tannin vizsgálata a mintákban
	3.6.1 Meghatározási módszer leírása

	3.7 Számítási módszerek

	4 Eredmények
	4.1 Drog – oldószer arány vizsgálata
	4.2 Hőmérséklet és extrakciós lépésszám hatása az extrakcióra
	4.3 Az extrakció idejének hatása a kihozatalra
	4.4 Citromsav és az etanol együttes hatása az extrakcióra
	4.5 Szabadgyök-fogó képesség
	4.6 Tanninok mennyisége

	5 Összefoglalás
	6 Irodalomjegyzék

