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Bevezetés

Héziallataink betegségeinél mindig gondolnunk kell a takarmanyozasuk soran elkdvethetd
hibakra, novényi mérgezésekre. A fitotoxikozisok pontos okanak felderitése azonban nem

egyszeri feladat, ezek gyakran dsszetett laboratoriumi vizsgalatokat igényelnek [1].

Dolgozatunk témavalasztasa a lenmag mérgezdségének vizsgalatara esett, mivel a bioétkezés
aktualitasa, a tapértékét bizonyito 0j kutatasok, valamint az intenziv takarmanyozas mellett nd
a kereslet iranta [2], de meggondolatlan fogyasztasa szamos veszElyt is rejthet. Kutatasunk célja

ravilagitani a lenmagfogyasztas lehetséges kockéazataira, azok elkertilésére.

A lenmag, mint fontos tapanyagforras, a vilag olajosmag kinalatanak 1%-at teszi ki, 2009-2010
kozott a vilagtermelés kozel 2,3 millid tonna volt [3, 4]. Takarmanyozasi szempontbol
torténelmi jelentéséggel bir, mar a honfoglaldo magyarok is ismerték a len névényt, és elkezdték
a takarmanynovényként torténd lltetését, felhasznalasat. Vizsgalatok szerint a magasabb
cianogén glikozid-tartalmii novények termesztését az elsé gazdalkodok elényben
részesithették, mivel ellenallobbnak mutatkoztak a kartevokkel szemben, valamint a névényevo
allatok is sok esetben inkabb mas taplalékot kerestek maguknak [5]. Talan a cianogén
glikozidban gazdagabb kemotipusok, ndvények térhoditasanak koszonhetd, hogy mar éseink
¢letében is nagy szerepet jatszott a len. A ndvény termesztése napjainkban is jelen van
hazankban, amelynek klimajat tekintve az olajlen termesztése azokon a teriileteken javasolt,

ahol az éves csapadék nem haladja meg a 600 mm-t [6].

A len nyersfehérjetartalma 20-24 %, rostokban gazdag, fontos nyalkaanyagokat tartalmaz,
amelyek hozzajarulnak az allatok egészséges emésztésehez, bélgyulladas esetén javallott az
alkalmazasa, mivel a bélnyalkahartyan bevonatot képeznek. Mindemellett az omega-3
zsirsavak kozé tartozd o-linolénsav legfontosabb forrasa. Azok az allatok, amelyek
takarmanyozasaban jelen volt a lenmag, magasabb tejhozamot, tojastermelést mutattak [7]. A
bor, bél, valamint szlrzet egészségének megdrzése érdekében 16felek etetésében is
elészeretettel alkalmazzak, azonban sokan nincsenek tisztaban a kockazatokkal [8]. Rengeteg
elényos tulajdonsaga mellett meg kell emliteni az Osztrogén hatasu fitoszterol, valamint

cianogén glikozid-tartalmat, amely stilyos mérgezéshez is vezethet [3, 9].

A cianogén glikozid-tartalmii novények nagyon széles korben megtalalhatoak a
novényvilagban, de leginkabb az alabbi csaladokon beliil gyakoriak: Linaceae, Fabaceae,
Rosaceae, Poaceae [10]. A pazsitfiivek kozott nagy gyakorlati jelentésége van a cirok
(Sorghum) nemzetség fajainak, fajtainak, hibridjeinek, hiszen jelent6s cianhordozok lehetnek.
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A tropusi vidékeken fontos cianogén novények a Bambus nemzetség fajai [11]. A Phaseolus,
Glycine, Solanum tuberosum, Arachis hypogaea csirangvénye mutatott még jelentés HCN
cianglikozid-tartalmat [12]. A dolgozatban a Linaceae csaladba tartoz6 Linum usitatissimum

jelentéségével foglalkozunk.

A cianogén glikozidok (1.abra) a névények masodlagos anyagcsere-termékei, de szerepiik még
teljesen nem tisztazott [10, 13]. Szamos kutatas vizsgalja szerepiiket, de a novényevok elleni
védekezés az, ami leginkabb bizonyitast nyert. Feltételezések szerint a cianogén ndvények
jobban alkalmazkodnak a melegebb klimaja teriiletekhez [14]. A védekezéssel kapcsolatos
funkciok mellett, a cianogén glikozid energiaraktarként is szolgdl a ndvekvd csirandvény
szamara [15]. Ebbdl egyértelmiien kovetkezik, hogy a ciantartalom felszabaduldsa az intenziv
novekedés, az elongacio fazisaban magasabb [16]. Szamos kutatas folyik a cianglikozid és nem
cianglikozid-tartalmi ndvények baktériumokkal, gombakkal szembeni ellenallosagéaval
kapcsolatban. Megallapitottak, hogy szamos gombafaj képes formamid-hidrolizazanak
koszonhetéen a cianidot formamidda alakitani, amely toleranciajat javitja [17]. A

baktériumokkal szemben a cianglikozid-tartalma névények ellenallobbnak mondhatok.
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1.4bra A cianglikozidok altalanos szerkezete, (Vetter, 2019 nyoman)

A cianogén glikozidok bioszintézise L-aminosavakbol torténik, melyekb6l aldoximok
keletkeznek, amelyek majd hidroxinitrilekké alakulnak tovabb, ez egy kétlépéses folyamat [18].
A nitrilekhez egy cukormolekula kapcsolodik, igy jon létre a cianogén glikozid [15]. Mai
ismereteink szerint 80 féle cianglikozid kiilonboztetheté meg, ezek feltérképezése folyamatos

témat biztosit a kutatok szamara [19] (2. abra).
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2.abra A cianglikozidok bioszitézisének 1épései, (Vetter, 2019 nyoman)

A cianogén glikozidok szilard formaban vannak jelen a ndvényben, melyek a citoszolban
keletkeznek ¢és aktiv transzporttal a vakuolumokba szallitddnak [20]. A cianogén glikozidok
ennek koszonhetden a lebontd enzimektdl elkiilonitve talalhatoak [15, 21]. A névényi szovet
sériilése soran talalkozik a tobbségében a vakudlumban elhelyezkedd cianogén glikozid az
enzimmel, ebben az esetben a B-glikozidazzal. A lebont6 enzim hidroxinitrillé és cukorra bontja
a cianogén glikozidot. Hig savas kozegben a hidroxinitril spontdn hasadasa kovetkezik be,
amely soran szubsztitualt keton €s HCN keletkezik, melynek mérgezd hatasa van mar a
szervezetre [19]. Tehat a HCN minden cianogén glikozid-tartalmi novényben kotott,
glikozidos formaban van jelen, csupan még nem alakult at, ehhez az 4talakuldshoz enzimatikus
vagy nem enzimatikus hidrolizisre van sziikség [22]. Az enzim aktivitisa a kdzeg viztartalmatol
¢és pH-eértékétdl fiigg. FOzéssel az enzim denaturalhatd, ezaltal a cianidképzddés csokkenthetd
[23]. A kér6dzoknél ennek ellenére is fel tud szabadulni cianid, mert a névényi enzimek
denaturalasa mellett, a bend6flora bakterialis tevékenysége termel B-glikozidazt, ami a cianid
felszabadulasahoz vezet [24]. A bend6 kozel semleges pH-ja kedvez az enzim miikodésének,
emiatt gyors a HCN felszabadulas. Abban az esetben, ha a kér6dz6 allat magas zsirtartalmu
diétan van, akkor a bendd savasabba valhat, amely kevésbé kedvez a HCN felszabadulasanak
[25].



A lenmagban is eléfordulé cianogén glikozidok a linamarin ¢és lotustralin, melyek kozel azonos
mennyiségben vannak a len novényben [22, 26]. Ezen kivill szdmos forras linusztatin és
neolinusztatin (a diglikozidok csoportjaba tartoznak) tartalmat is igazolt [27, 28, 29].
Vizsgalataink soran nem torekedtiink a mono-, és diglikozidok elkiilonitésére, hiszen a
cianfelszabadulds szempontjabol 1ényegtelen, hogy az adott id0szakban pontosan melyik
vegyliletb6l szabadul fel a HCN. Kutatasok bebizonyitottak ugyanakkor, hogy a csirazas elsé
36 orajaban a diglikozidok értéke magasabb, amelyek a 3. napra mar detektalhatatlan szintre
csokkennek. A monoglikozidok viszont a kezdeti alacsony szintrdl novekednek ¢és atveszik a

diglikozidok vezet6 szerepét [30] (3.abra).
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3.abra A linamarin és a lotausztralin szerkezete, (Vetter, 2019 nyoman)

A cian mérgez0ségét az adja, hogy a nehézfémionokkal a cianid komplexet képez. A sejtlégzés
gatlasa is ezen alapul, mert a citokromoxidaz kdzponti atomjahoz az Fe**-hoz kot és a negativ
toltésh cianid inaktivalja azt. A kotédés azonban reverzibilis, egy bizonyos fokig a szervezet
természetes méregtelenitd funkcidi a cianidot tiocianatté alakitjak, amely a vizelettel {iriilni tud,

vagy aminosavakhoz koti a cianid iont [19].

A cianidmérgezésnek sokféle tiinete lehet, ezek mar az etetés utani 6-8 oraval észlelhetd.
Imbolygo jaras, bizonytalansag is megfigyelhetd az allatoknal, legelOn tartott 4llatoknal ez lehet
a legfeltinébb jel [31]. Egy, a szakirodalomban ismertetett juhfarmon bekovetkez6
mérgezésnél is ezeket a tlineteket észlelték, valamint nyalzast, az allatok elfekvését és a

megalvatlan, cseresznyepiros vért, melyek mind egyértelmiien a cianmérgezésre utalnak [32].

Kétféle mérgezést tudunk megkiilonboztetni, az egyik esetben hirtelen pusztul el az allat,
ilyenkor nehézlégzés, gorcsok figyelhetok meg, a halal beallta eldtt. A masik esetben, idiilt
mérgezésrdl beszélhetlink, amely soran hosszabb ideig, kisebb cidnmennyiség keriil a

szervezetbe. Ebben az esetben a méregtelenitd funkciok mar nem tudjak ellatni rendesen a
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feladatukat, kimeriilnek részben a méregtelenitésre elhasznalt vegyliletek mennyiségi hianyabol
adododan hidnytiinetekként idegrendszeri problémak alakulnak ki, részben pedig a keletkezo

kevésbé mérgezo vegyiilet (a tiocianat) felhalmozodasa is tiineteket okoz [1].

Nemcsak allatainkra lehetnek veszélyesek ezek a ndvények, hanem az emberekre is. A tropusi
orszagokban a manidka (Manihot esculenta) fontos népélelmezési cikk, amely a szdveteiben
cianogén glikozidot tartalmaz, melybdl hidrolizis utjan mérgezé HCN keletkezik [10, 13]. A
cianid okozta mérgezéses tiinetek sulyos problémat jelentenek ezeken a teriileteken. A manidka
monodiéta altal okozott f6 tiinet a golyva kialakulasa, melyet a folyamatos méregtelenito
funkcio altal eldallitott tiociandtnak tulajdonitanak, hiszen ez a vegyiilet csokkenti a
pajzsmirigy miikodését [33]. Allataink takarmanyozasanal a folyamatos kis mennyiségii
cianogén glikozid-tartalmi novény etetése okozhat még ilyenfajta mérgezéses eseteket. Stlyos
mérgezés idoben vald észlelése esetén alkalmazhatunk antidotumot is, amely intravénédsan

beadva Na-nitrit és Na-tioszulfat lehet [24, 25].

Az ember esetén a hidrogéncianid letalis dozisa 1 mg HCN/ttkg, emiatt veszélyes lehet a len
novény csirajanak fogyasztasa, amely a napjainkban is divatos bioszemléleti, csirandvény
fogyasztok korében nem eléggé koztudott. Foleg a csirandvények nyers fogyasztasa okozhat
problémat, mert a novény megfézésével a B-glikozidaz elbomlik, és csak a bélflora enzimjei
lesznek képesek a bontasra, igy kevesebb HCN tud felszabadulni [19]. A mag nagymennyiségii
fogyasztasa is problémat okozhat, ugyanfigy, mint mas cianogén glikozid-tartalmi mag
fogyasztasa (pl.: keserli mandula, szilva magjai) [34]. Az emberi egészséggel kapcsolatos
kockdzatok miatt az ESFA megkérte a Contam Panelt, hogy végezzen vizsgalatokat az

¢lelmiszerekben a cianogén glikozidok jelenlétére vonatkozoan [35].

Kérdéseket vet fel, a lenmagolaj iranti keresletndvekedés, hiszen az olaj kinyerése utan
keletkezd lenmagpogécsa, majd extrahalt dara az allatok takarméanyozésara kivalo lehetne, de
ciantartalmanak novekedése kérdéses [27]. Kérddzok esetében 400g/100ttkg lenmag
olajpogacsa etetése mar nem ajanlott [23]. A ciantartalom kivonasara, ennek legmegfelelébb
modszerére folyamatosan vannak torekvések. Az egyik leginkabb hatdsosnak bizonyuld az
autoklav hasznalata volt (15 perc 1,055 kg/cm? nyomason), ebben az esetben a lenmag pogacsa
cianid tartalma igen nagy mértékben lecsokkent. Hasonldoan j6 modszernek bizonyult a
lenmagpogécsa vizbe aztatdsa, majd megszaritdsa, amely sordn az eredeti cianidtartalom a

felére csokkent [36].



A témakor tudomanyos kutatasai koziil a hazai szakirodalom tekintetében kiemelked6 Vetter
Janos professzor munkaja. Kiilfoldi publikalt kutatasok és idegennyelvii szakirodalom f6leg az
1960-70-es években jelent meg, igy dolgozatomban ezek attekintésével is foglalkoztam. A cian
kimutatasdnak szamos moddszerét vizsgaltak mar, azonban a legtobb eddigi kutatds a
pikrinsavas papir modszert alkalmazta [37, 38, 39]. Megallapitottak, hogy a pikrinsavas papir
szinvaltozasanak intenzitasa szoros Osszefliggésben all a felszabaduld6 HCN mennyiségével
[22].

A Guignard-féle klasszikus teszt (1906), adta a dolgozatomban elvégzett kisérlet kiindulasi
alapjat. A moddszer a lugos pikrinsavas papir szinreakciojan alapul a friss, zuzott ndvényi
anyagbol felszabadul6 HCN-dal, amely soran a sziirGpapir szinvaltozasait a reakciotermékként
kialakulo Na-izopurpurat okozza [1, 13]. A kimutatast szaraz névényi anyaggal is lehet végezni,
de jobb a friss novényi szovetet hasznalni [22]. A pikrinsavas moddszernek szamos
tovabbfejlesztett valtozata ismert [36], mas modszerrel végzett vizsgalatok a mono-, és

diglikozidokat is elkiilonitik egymastol [30].



Celkituzések
Kutatasunk célja a hazai nemesitett lenfajtakban talalhato cianogén glikozid-tartalom
kimutatasa, szemikvantitativ meghatarozasa volt. Eltér6 csirazasi fazisokban vizsgaltuk a

lenmagokat pikrinsavas papir moédszerrel. Kérdéseink, melyekre valaszt kerestiink a

vizsgéalattal:

1. A csirazas kiilonboz6 fazisaiban miként valtozik a cianogén glikozid-tartalom?

2. Melyik fajtaban talalhato a legtobb felszabadithaté cianid, valamint van-e
szignifikansan kiemelked6 fajta?

3. Létezik-e az allatok takarméanyozdsa szempontjdbdl eldnydsebb fajta, vagy esetleg
elénydsebb csirazasi iddszak, mikor nem ér el toxikusnak tekinthet§ szintet a

ciantartalom?

A rendelkezésre allo6 szakirodalmak attekintése soran a pikrinsavas modszert talaltuk a
legalkalmasabbnak a kisérlethez, mivel ennek érzékenysége kielégitd eredménnyel szolgalt
szamunkra, valamint a kapott kvalitativ szinreakciokbol spektrofotometriasan, szemikvantitativ

mérést tudtunk végezni.



Anyag és modszer

Kutatasunkban 3 lenfajta magjait vizsgaltunk, adott csirazasi fazisokban. A Szegedi
Gabonakutaté Intézetnek koszonhetéen két magyar nemesitésii lenmag cidntartalmat
kutathattuk, ezek a fiatalabb ’Helga’ és régebben engedélyeztetett ’Zoltan® fajtak [40].
Harmadik, referencia lenmagnak, egy bioboltban is vasarolhatdé ’Aranysarga Bio’ lenmagot
valasztottunk  (1.kép). A rendelkezéslinkre  bocsatott lenmagok vizsgalata az

Allatorvostudomanyi Egyetem Novénytani Tanszékének laboratoriuméban tortént.

Aranysarga- Bio

1.kép A valasztott lenfajtak (balrél-jobbra) Aranysarga-Bio, Helga, Zoltan

A kimutatasi proba alapjaul szolgalo pikrinsavas papir elkészitéséhez Schleicher-Schiill 2043b
szlirOpapirt hasznaltunk. A filterpapirt a kémcsovekhez megfeleléen 0,8x8 cm-es csikokra
vagtuk. A lugos pikrinsavas oldat elkészitéséhez 0,25 N NaOH oldatot készitettiink, melybe
veszteség nélkiil 0,228 g pikrinsavat oldottunk bele, lassu keverés mellett. Az oldatot 100 ml-
re egészitettilk ki desztillalt viz hozzaadasaval. A kész pikrinsavas oldatba meritettiik a
szlir6papirokat, melyeket felakasztva szaritottunk. A kész tesztcsikjaink sarga szint kaptak a
pikrinsavas oldattol. Szakirodalmi adatok szerint szaraz allapotban, fénytél védve hosszu ideig

tarolhatova valtak [22] (2.kép).



2.kép Pikrinsav és a pikrinsavba martott, kiszaritott szlir6papir csikok

A ciantartalom méréséhez elengedhetetlen volt, hogy ismert cidntartalm kalibracids egyenest
tudjunk felvenni. Minden mérést 4 ismétlésben végeztiink a hibalehetdség minimalizalasa
érdekében. A kalibracios oldatok elkészitéséhez 100 ug KCN/ml-es torzsoldatot készitettiink.
A kalibracios kémcesovekbe a ciankalis torzsoldatbol 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 ml-es
adagokat mértiink ki, ezeket desztillalt vizzel 1,00 ml-re egészitettiik ki (3.kép). A kalibracios
oldatban talalhat¢ cianid felszabaditasahoz feleslegben 0,50 ml 3N HCl oldatot adtunk. A soésav
hozzaadésa utan rogton lezartuk a kémcsoveket gumidugdkkal, melyekhez hozza volt rogzitve
a pikrinsavas tesztcsik. A kémcsoveket ezek utan termosztatban 50 °C-on 30 percig inkubaltuk.
A sésav hataséra felszabadul6 cianid reakcidba 1épett a Na-pikrattal, melynek hatdsara voros
Na-izopurpurat keletkezett. A cianidtartalomnak megfeleld0 mértékben szinezddtek el a
tesztcsikok. A szindrnyalatok kiilonbsége jelen esetben csak kvalitativ jellegli, de a szin
maradéktalan leoldasaval, melyet szakirodalmi adatok tamasztanak ala, szemikvantitativva
tettiik [41]. A tesztcsikokat 4 cm? desztillalt vizbe apritottuk, és 10 percig razatogépbe tettiik.
A sziir6papir lesziirése utan a szines oldatok abszorbancia-értékei spektrofotométerben

mérhetové valtak.

10



3.kép A KCN kalibracios oldatok szinreakcio utan, balrol-jobbra a cianidtartalom
(5, 10, 25, 50, 75, 100 ug) szerint sorban

A kvantitativ mérésekhez Rayleigh UV-1601 UV/VIS spektrofotométert hasznaltunk. A
spektrofotométer elvi miikddésérdl, valamint bedéllitasarol Féabian Istvdn miivébdl

tajékozodtunk [42].

A mérési hullamhossz bedllitdsdhoz referenciafolyadéknak pikrinsavas oldatot hasznaltunk. Az
oldatot cianidos reakcio nélkiili papircsikrol oldottunk le, a reagalt csikokkal egyez6 modon,

megegyez0 toménységben. Az ismert cianidtartalmu oldatainkkal vettiik fel a spektrumot.

Eddigi kutatasokban 480-510 nm-en végezték a legtobb mérést, de az abszorbancia
maximumanak pontos meghatarozasa érdekében 440-560 nm ko6zott kezdiink mérni 20 nm-es
1épéskozokkel. A mérési eredmények ingadozasaval egyértelmiivé valt, mely tartomanyba kell
szlikiteniink a méréseinket. 460-490 nm kozott 5 nm-es 1épéskozzel mértiink, majd tovabb
szukitettiink 479-487 nm ko6z€, ahol 1 nm-enként mértiink. Az abszorbancia maximuma, 481-

484 nm kozott volt, igy méréseinket 483 nm-en végeztiik a tovabbiakban (4.4bra).
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4.abra A sziir6papirbol kioldott Na-izopurpurat spektruma 460-490 nm kozott

A vizsgilandd lenmagok szdrazanyagtartalmanak vizsgalata 4 ismétlésben tortént.
Kisérletiinkben 0, 1, 4, valamint 7 napos lenmagokat, illetve csirandvényeket vizsgaltunk,
ennek megfelelden minden egyes csirdztatasi tételbdl a cidnfelszabaditassal parhuzamosan
szarazanyagtartalom-meghatarozast is végeztiink, ehhez 2,00 g-ot mértiink ki fajtankként a 0
napos szaraz magbol, valamint a csirandvényekbdl is. 3 oran keresztiil 105 °C-on szaritottuk,

majd visszamértik.

Kutatasunkban a *Helga’, *Zoltan’ és ’Aranysarga Bio’ lenmag ciantartalmat allapitottuk meg,
0, 1, 4 és 7 napos korban (4.kép). A novények csiraztatasat azonos koriilmények kozott
végeztilk. Szamos eddigi tanulmany emliti a talaj jelentOségét, valamint a vetOmag fajtajat,
évjaratat, mint befolyasolo tényez6t [2, 43], a vizsgalat soran talaj nélkiil, egy mindségi,
évjarati lenmaggal dolgoztunk. Azt a tényt, hogy a cianogén vegyiiletek korforgalma
fényhatasra felgyorsult [44], s6tétben valod csirdztatassal minimalizaltuk. A 0. napnal a szaraz
lenmagokat kavédaraloval porra 6roltiik, ebb6l mértiink 1-1 g-ot a kémcsovekbe [43]. A
csiranovények esetében 1-1 g ndvényi részt dorzsoltiink igen gyorsan homogén allagiva 0,5 g
kvarchomok segitségével. A kimért 1 g-os ndvényi részeket 2 ml desztillalt vizzel oblitettiik a
kémcsovekbe. A cianid felszabadulasahoz sziikséges volt, hogy a ndvényi sejteket roncsoljuk,
valamint a maradéktalan felszabadulas érdekében feleslegben levé 0,50 ml 3N HCI oldatot

adtunk hozza. A kémcsoveket azonnal lezartuk a pikrinsavas tesztcsikokat tarto dugokkal. A
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csOveket termosztatba helyeztik 50 °C-ra, 30 perces inkubacids idore. A kisérlet alapjaul
szolgélo reakcid a cianogén glikozidbdl felszabaduld gaznemi cianid és a papircsikok sarga

szinét kialakito Na-pikrat kozott alakul ki.

4.kép *Helga’ és *Zoltan’ fajtak a csirdzas 1. és 7.napjan

A keletkezett szineredménytért felelds vegyiilet a Na-izopurpurat. A kimutatasi médszer 5-100
pg cianidtartalom vizsgalatara is alkalmas a vords elszinezddésnek koszonhetden. A szines
sziirdpapir csikokat 4 cm? desztillalt vizbe apritottuk bele, ahogy a kalibracios méréseknél is
tettiik. Az oldatokat ezutan 10 percre razogépbe helyeztiik, majd leszlrtik. Végeztiink
kisérleteket razatogép hasznalata nélkiil is, de nem talaltuk teljesnek a szin leoldddasat. A
razatogépben toltott id6 megnovelése sem bizonyult megfelelonek, mert a sziirGpapir szétazott
¢és a zavarossa valo oldat hibas méréseket eredményezett. A kapott oldataink cianidtartalmat

spektrofotométeren mértiik.

A kapott értékek elemzéséhez az R-commander statisztikai programot hasznaltuk, az

eredményeket diagramokon, tdblazatokban Gsszesitettiik.
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Eredmények

A kalibracidos egyeneshez sziikséges mérések elvégzése utan, az értékeket koordinata
rendszerben abrazoltuk, majd az egyenes egyenlete segitségével elkészitettiilk a kalibracios

gorbénket (5.abra).

Kalibracids egyenes
0,35
0,3 ([
0,25
0,2

0'15 . ----------------

01 '
t.

0,05

Mért abszorbancia

....
....

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

KCN mennyisége mikrogrammban

5.4bra Kalibracios egyenes a 483nm-en mért kalibracids oldatok eredményeire illesztve

A kalibracios egyenes felvétele utan tovabbi méréseinket mar konnyedén ra tudtuk illeszteni,
ebbdl visszaszamolva megkaptuk a pontos cianid-koncentraciot, ezaltal sikeriilt
szemikvantitativva tenni a kvalitativ kimutatast Az R-commander program, valamint Svab

Janos konyvének segitségével a kovetkez6 egyenletet hataroztuk meg [45].

Abszorbancia = KCNx0,0021+0,0722
tehat,

Cianid = (abszorbancia - 0,0722) / 0,0021

Szamitasainkhoz azonban elengedhetetlen volt a szarazanyagtartalom mérése, mely értékeket a
1. tablazat 3. oszlopaban tiintettiink fel. Megallapithato, hogy a 0. napos lenmag esetében volt
a legmagasabb a szdrazanyag tartalom, amely a napok elérehaladtaval egyre csokkent. A
csokkenés nem meglepd, hiszen a csirandvények viztartalma folyamatosan nd, ezéltal
szarazanyagtartalmuk csdkkenni kezd.
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6.4bra Szarazanyagtartalom mérés eltérd csirazasi fazisokban, fajtanként dbrazolva

Fajtak 0.napos lenmag 0. napos 0. napos 0. napos
abszorbancia lenmag lenmag mért lenmag
mérések atlaga szamitott szarazanyag- szamitott
és szorasa cianid- tartalmanak cianid-
felszabadulasa atlaga és felszabadulas
mikrogramm/1 szérasa mg/kg
g friss szarazanyag
novénynél atlaga és
szorasa
Aranysarga 0,16 £0,015 39,91 93,60 + 0,346 42,63 + 0,065
Bio
Helga 0,11 £0,028 18,36 94,16 + 0,390 19,50+ 0,121
Zoltan 0,10 £ 0,026 13,71 94,51 £ 0,401 14,51 £0,112
Fajtak 1.napos lenmag 1. napos 1. napos 1. napos
abszorbancia lenmag lenmag mért lenmag
mérések atlaga szamitott szarazanyag- szamitott
és szorasa cianid- tartalmanak cianid-
felszabadulasa atlaga és felszabadulas
mikrogramm/1 szorasa mg/kg
g friss szarazanyag
novénynél atlag
Aranysarga 0,12 + 0,027 20,74 24,26 + 0,673 85,47 £ 0,462
Bio
Helga 0,11+£0,012 19,67 37,90 + 0,652 51,89 +0,126
Zoltan 0,13 £0,030 27,76 40,56 + 1,043 68,44 + 0,303
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Fajtak 3.napos lenmag 3. napos 3. napos 3. napos
abszorbancia lenmag lenmag mért lenmag
mérések atlaga szamitott szarazanyag- szamitott
és szorasa cianid- tartalmanak cianid-
felszabadulasa atlaga és felszabadulas
mikrogramm/1 szorasa mg/kg
g friss szarazanyag
novénynél atlaga és
szorasa
Aranysarga 0,17 £0,026 46,81 21,23 £ 13,151 | 220,54 + 0,505
Bio
Helga 0,22+ 0,012 69,91 15,00 + 1,000 | 466,03 + 0,337
Zoltan 0,22 +0,012 71,21 15,51 £1,000 | 459,08 + 0,327
Fajtak 7.napos lenmag 7. napos 7. napos 7. napos
abszorbancia lenmag lenmag mért lenmag
mérések atlaga szamitott szarazanyag- pzamitott cianid-
és szorasa cianid- tartalmanak | felszabadulas
felszabadulasa atlaga és mg/kg
mikrogramm/1 szorasa szarazanyag
g friss atlaga és szorasa
novénynél
Aranysarga 0,28 £ 0,036 96,45 6,96 + 0,891 1385,31 + 2,448
Bio
Helga 0,23 +0,045 76,81 6,08 £ 0,602 1264,35 + 3,497
Zoltan 0,26 + 0,025 90,26 6,51 + 0,385 1385,98 + 1,801

1.tablazat Fajtak adott csirdzasi napjan mért abszorbancia-értékek, az ebbdl szamitott cianid-

koncentracio, valamint a szadrazanyagtartalom atlagai és szorasa

A 1.tdblazat kiilonbozd csirdzasi fazisok sordan mért fajtanként eltérd értékek lathatok. A

feltlintetett értékekbdl konnyedén kiszamithatova valt a felszabaduld cianid mg/kg

szarazanyagra vonatkoztatott mennyisége (1.tablazat).

Tovabbi statisztikai méréseket végeztiink az R-commander program segitségével. Az

altalanositott legkisebb négyzetek modszerének segitségével megallapithatova valt a fajtak és

a napok kozotti szignifikancia. (7.abra, 8.4bra) Minden hatas szignifikansnak bizonyult, tehat

kijelenthetd, hogy interakcid van a fajta és a nap kozott, azaz a napok szama befolyésolja a

fajtak értékeit.

16




w0 _ fajta
. —e— bio
2 Helga
S
g 2 - Zoltan
o
=
E3
c
®
w ——-/__’___
o L¥
| T T
0 1 3 7
nap
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8.4bra A cianidtartalom fajtanként abrézolva, lesziikitve a 0.,1. napra
A 7.abra tengelyein a fajtak cianid koncentracidja és az eltelt napok szamat abrazoltuk. A
8.abran a 7. abra 0., 1. napja van kozelebbrol abrazolva a jobb attekinthetdség, aprobb eltérések
elemezhetdségének érdekében. A kiillonbozo fajtak értékeit, ezek valtozasait, szordsaikat eltérd
szinekkel abrazoltuk. A 7. abran kivehetd, hogy az ’Aranysarga Bio’ lenmag indult a
legmagasabb cianidtartalommal, de a 3. napon lelassult a novekedése. Kutatasunk soran is

lathatova valt az *Aranysarga Bio’ lenmag lassabb fejlodése, amely ennek ellenére a 7. napra
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beérte a tobbit. A 7. napon a ’Helga’ fajtaban volt a legkevesebb a felszabadulo cianid. Az dbran
lathato az is, hogy a napok szamanak novekedésével a szoras is nd. Ez annak kdszonhetd, hogy

a megnott lencsirdk iddsebb korukban nagyobb cianid ingadozast mutattak.

Tovabbi statisztikai elemzésekre volt sziikséglink a szignifikancia meghatirozasahoz. A Tukey
modszer segitségével tobbszords dsszehasonlitasokat végeztiink a fajtdk és a napok kozott

(2.tablazat). Ha a p-érték <0,05-nél, akkor szignifikansnak mondhato a kiilonbség.

0.nap l.nap 3.nap 7.nap
Aranysarga 0,0349 0,3329 0,0022 0,7951
Bio -Helga
Aranysarga 0,0109 0,7472 0,0029 1,0000
Bio-Zoltan
Helga-Zoltan 0,8201 0,7593 0,9939 0,7931

2.tablazat A fajtak cianidtartalmanak 6sszehasonlitdsa soran kapott p-értékek

A 2. tablazatban lathatok az Gsszehasonlitasi proba soran kapott p-értékek. Megallapithato,
hogy a 0. napon az ’Aranysarga Bio’ fajta szignifikans eltérést mutatott a *Zoltan’ és *Helga’
fajtatol, viszont a "Helga’ és *Zoltan’ fajta nem kiilonbozott egymastol jelentds mértékben. Az
1. napon egyik fajta sem tért el szignifikans mértékben a masiktol, ezzel szemben a 3. napra az
’Aranysarga Bio’ fajta ismét szignifikans kiilonbséget mutatott. A 7. napon ismét nem volt

jelent6s differencia a fajtak 6sszehasonlitasa soran.

A Tukey modszerrel tovabbi Osszevetéseket végeztiink, szerettilk volna megallapitani, hogy

van-e jelentds kiilonbség a napok kozott, fajtanként vizsgalva (3.tablazat).

Aranysarga Bio Helga Zoltan
0-1 0,0899 0,2702 0,0219
0-3 0,0034 <0,0001 <0,0001
0-7 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-3 0,0468 <0,0001 <0,0001
1-7 <0,0001 <0,0001 <0,0001
3-7 <0,0001 0,0002 <0,0001

3.tablazat A napok Osszehasonlitdsa (fajtanként) soran kapott p-értékek

Osszevetések szempontjabol a 0-1; 1-3; 3-7 sorokat érdemes vizsgalni, hiszen a nagyobb
intervallumokat fellelé mérések kozott egyértelmii lesz az emelkedés. A kapott p-értékekbdl
megallapithato, hogy az ’Aranysarga Bio’ fajtan beliil a 0-1., valamint az 1-3. nap koz6tt nincs
szignifikans cianidtartalom emelkedés, de a 3-7. nap kotott mar észlelhetd. A "Helga’® fajta
esetében a 0-1. nap kozotti valtozas nem jelentds csupan, a tobbi esetben mind szignifikans

differencia mutatkozik. A *Zoltan’ lenmag esetében mar a 0-1. nap kozott is szignifikans az
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emelkedés, igy ez a fajta az, amely mindig érdemi emelkedést mutatott a cianid tartalmat

illetéen.
Szamitott cianidtartalom fajtanként, a csirazas kiilonb6z6
fazisaiban mg/kg szarazanyagra
1385,9790
1137,958
mg/kg 1385,3120
1500 459,0768
1000 14,5106 68,4423 100037
A 51 5009 - Zoltan
19,4952 ' - 220,5396
°00 42,6333 AN 35,4739 ' Helga
0
0 nap lnap 3nap 7nap

HBIO mHelga WZoltdn

9.4bra A cianidtartalom (mg/kg szarazanyag) valtozasa a csirazas elorehaladtaval a
kiilonb6z6 fajtakban

3 soros térbeli oszlopdiagram segitségével szemléltettilk még inkabb a fajtak cianidtartalmanak
valtozasat, melyet mg/kg-ra szamoltunk at. Az abrarol konnyedén leolvashato, hogy a *Helga’
fajta mutatta a 7. napon a legkisebb cianidtartalmat, valamint a mar emlitett *Aranysarga Bio’

lemaradasat a 3. nap kornyékén (9.4bra).
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Kovetkeztetések

Kutatasunk soran, valamint a rendelkezésiinkre all6 szakirodalomra tamaszkodva
megallapitottuk, hogy a kvalitativ pikrinsavas mddszert lehetséges szemikvantitativva tenni. A
szin intenzitdsa a leoldas utan sem csokkent, valamint pontosabban meghatarozhato értékeket

kaptunk.

Vizsgalatainkkal igazolni tudtuk a ciantartalom fajtatol valé fiiggdségét. A HCN produkcio
Barnett kutatdsa soran is 6roklodo jelleget mutatott (kornyezeti tényezok is nagy mértékben
befolyasolhatjak) [46]. Egyértelmiien megallapithatd volt a napok elérehaladtaval

szignifikansan novekvo cianidérték, valamint a fajtak kozotti eltérés.

Az Eredmények fejezetben szemléltetett értékek alapjan megallapithato, hogy a *Helga’ és
’Zoltan’ fajta indulési cianid tartalma szignifikdnsan kisebb, mint az emberi fogyasztasra szant
’Aranysarga Bio’ lenmagé. A ’Helga’ és ’Zoltan’ fajta cianidnévekedése kozel megegyez6
mértéket mutatott, azonban a 7. napon a ’Helga’ alacsonyabb cianid-felszabadulast produkalt.
Az ’Aranysarga Bio’ lenmagnal a 3. napon vald lemaradas utan a *Zoltan’ fajtaval megegyez6

cianid értékét mértuk.

Cianidtartalmuk a 7. napra jelentésen megndvekedett, amely veszélyes lehet, mivel tallépi a
CliniTox altal megjeldlt és mar veszélyesnek itélt 20 mg/kg mennyiséget. Az ’Aranysarga Bio’
lenmag ezt a koncentracidt mar szaraz allapotban kétszeresen meghaladja. Kiilfoldi
szakirodalmi adatokkal Gsszevetve a két magyar nemesitésli fajta emellett is alacsonyabb

cianid-felszabadulast mutatott, mint mas fajtak.

A kezdeti (még csirazdsmentes) iddszakban mind a két magyar fajtat ajanljuk takarmanyozasi
célokra. A 7 napos csirandvények etetését egyetlen esetben sem javasoljuk. Még az alacsonyabb
cianidtartalmi magyar fajtdk magja is komoly mérgezést okozhat. Tarolasuknal vigyazni kell,
hogy meg ne 4zzanak, vagy barmilyen més okbdl vizet ne tudjanak felvenni, mert mar egy nap
utan is a veszélyes mennyiség folé emelkedhet a cianidtartalmuk. A 7. napon, tehat a csirdzas
jelentds elérehaladtaval a "Helga’ fajtat javasoljuk, hiszen ez produkalta a legkisebb szintet a 3

elérhetd fajta koziil.

A pikrinsavas modszer alkalmazasa soran az id6 tényez6 volt az egyetlen, amely nehezitette
munkankat, mindemelett egyszeriien alkalmazhatonak bizonyult. Tovéabbi lehetdségeket vet fel
egy gyorsteszt kidolgozédsa, amely egy a vizeletvizsgalatokhoz is hasonlatos szinskala

létrehozasan alapulna, helyben elvégezhetd lenne. A takarméany kozvetlen addsa eldtt meg
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lehetne mérni a gyorsteszt segitségével, hogy milyen mértéket 61tétt a cianid-felszabadulas,
adagolhato-e a lenmag biztonsagosan. A takarmanyan megazasanak, beparasodasanak veszélye

sok esetben fennal, igy mddszeriink gyakorlati haszna igazolhatova valna.
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Osszefoglalas

Kutatasi munkank soran egyes len (Linum usitatissimum) fajtak magjaiban eléforduld
cianglikozid-tartalmat vizsgaltuk. A cianglikozidok a novényekben elég gyakran
el6forduld, nitrogéntartalmu, masodlagos anyagcsere-termékek, melyek f6 feladata a ndvény
¢letében egyes korokozokkal szembeni védelem

Glikozidos formaban kozvetlen bioldgiai hatasuk nincs, az allati és emberi szervezetbe keriilve
azonban enzimatikusan az erésen mérgez6 HCN szabadul fel. Célunknak tiiztiik ki néhany
lenfajta magjabol (illetve a fiatal csirandvényekbdl) felszabadulo HCN mennyiségének
meghatarozasat, egyben valtozadsanak nyomon kovetését a csirdzas kiilonb6zd szakaszaiban.
Vizsgalatunk soran két, hazai nemesitésii, takarmanyozasi szempontbol is fontos *Helga’, és
"Zoltan’ lenfajtat és a bioboltbdl szdrmazo, human fogyasztasra szant ’Aranysarga Bio’ fajtat
hasonlitottuk Ossze. A vizsgalat médszere pikrinsavas proba volt. A kimutatas a liugos
pikrinsavas papir szinreakciojan alapul. A pikrinsav reakcioba 1ép a novénybdl a reakcidedény
zart terében felszabadulo HCN-dal, s ez a voros Na-izopurpurat 1étrejottét eredményezi. A
pikrinsavas tesztpapirok szinét kvalitative, illetve a papirbol kioldott festék mennyiségét
spektrofotometridsan 483 nm hullamhosszon mértiik. A vizsgaland6 fajtak magjait kutatdsunk
soran sotétben csirdztattuk, melynél jobb eredési szazalékot tapasztaltunk. A mintavételekre a
0. (szaraz mag), az 1., a 3., és a 7. napokon keriilt sor.

Fontosnak tartottuk a csirdzasi fazisok kozotti kiillonbség vizsgalatat, hiszen nem csupan a
nemesitési munkan van a hangsuly, hanem a takarmany megfeleld taroldsan, mely épp olyan
fontos, mint a kivalasztott takarmany, ezt méréseinkkel ald is tamasztottuk.

Eredményeink tobb kovetkeztetés levonasat is lehetdvé tették. A vizsgalt fajtak
magjainak cianglikozid-tartalma a 0. napon (14,51 - 42,63 mg/kg). A vizsgalt fajtak koziil az
’Aranysarga Bio’ lenmag (42,63 mg/kg) mar szaraz allapotban is a veszélyességi szint (20
mg/kg) felett mutatott cianid felszabadulast. *Helga’ és ’Zoltan’ fajta szaraz magként valo
etetése még megengedett, a szakirodalom adataival 6sszevetve is alacsony értéket produkaltak.
A csirdzds soran azonban — mely kezdeti szakaszat az igen jelentds, egyben kozismert
vizfelvétel jellemzi — a cidnglikozid (illetve a cidn) szint jelentdsen €s dinamikusan nétt. A 7.
napon a 0. napos érték sokszorosat érte el és 1264,35 - 1385,31 mg/kg kozotti koncentracio volt
mérhetd. A cidnglikozid molekuldkbdl tehat lehetdség van HCN molekulak felszabadulasara is,

aminek sulyos toxikologiai kdvetkezményei lehetnek allatra-emberre egyarant.
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Munkénk tovabbi kérdéseket vet fel a lenmagok (lenmagtermékek) cianid hordozo szerepérdl,
ennek kivédésérél. Ugy értékeljiik, hogy egy egyszerti, pikrinsavas teszt segitségével a HCN

mérgezés adott esetben €s helyszinen kivédhetd, megeldzhetd lenne.
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Abstract

Cyanogenic glycoside contents of certain cultivars of flaxseed (Linum usitatissimum) were
examined in course of our study. Cyanogen glycosides are nitrogen-containing secondary
metabolites that are quite common in plants and whose main function is to protect against
certain pathogens during the plant life.

They do not have a direct biological effect in the glycosidic form, however entering into the
animal or human body, the highly toxic HCN will be released enzymatically. Our goal was to
determine the amount of HCN released from the flax seeds (or from seedlings) of some
cultivars, as well as to monitor their changes during the germination.

In our study, we compared two domestically breed ‘Helga’ and ‘Zoltan’ flax cultivars, which
are also important from a feeding point of view, and ‘Golden Bio’ cultivar from the organic
shop, intended for human consumption. The test method was a picric acid test. Detection is
based on the colour reaction of alkaline picric acid paper. Picric acid reacts with HCN released
from the plant in the closed space of the reaction vessel, resulting the red Na isopurpurate. The
colour of picric acid test papers was evaluated qualitatively and the amount of dye dissolved
from the paper was measured spectrophotometrically at a wavelength of 483 nm. The seeds of
the cultivars were germinated in the dark, at which we found a higher rate of germination.
Sampling was performed on days 0 (dry seeds), 1, 3, and 7™ days, respectively.

We found important to examine the difference between germination phases as there is emphasis
not only on selection work but on the adequate storage of fodder which is just as important as
the selected fodder, this was supported by our measurements as well.

Our results allowed us to draw several conclusions. The cyanogenic glycoside content in seeds
of studied cultivars was on day 0 between 14.51 - 42.63 mg/kg. Among the studied cultivars,
‘Golden Bio’ flaxseed (42.63 mg / kg) showed cyanide release above the hazard level (20 mg/
kg) even in the dry state. Feeding of ‘Helga’ and ‘Zoltan’ cultivars as dry seeds is still allowed,
they have produced low HCN values compared to the data of literature.

However, during germination, the initial stage of which is characterized by a very significant
and well-known water uptake, the level of cyanogenic glycosides (or cyanide) increased
significantly and dynamically. On day 7, it reached a multiple of day 0 and a concentration
between 1264.35 and 1385.31 mg/kg was measurable. Thus, it is also possible to release HCN
molecules from cyanogenic glycosides, which can have serious toxicological consequences for

both animals and humans.
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Our work raises further questions about the cyanide carrier role of flax seeds (flax seed
products) and its prevention. We evaluate that a simple picric acid test can prevent and prevent
HCN poisoning where appropriate and at the site. Our view is that HCN poisoning can be
prevented by performing of a simple picric acid test.
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