DEBRECENI EGYETEM

KERPELY KALMAN NOVENYTERMESZTESI ES KERTESZETI TUDOMANYOK
DOKTORI ISKOLA

Doktori Iskola vezeto:
Prof. dr. Holb Imre
az MTA doktora

Témavezeto:
Galné Dr. Remenyik Judit
tudomanyos fomunkatars

A MEGGY ANTIOXIDANS HATASU KOMPONENSEI ES AZ ANTOCIANINOK
SZEREPE A SZERVEZET GYULLADASOS FOLYAMATAINAK
PREVENCIOJABAN

Készitette:
Kun-Nemes Andrea
doktorjelolt

Debrecen
2021



A MEGGY ANTIOXIDANS HATASU KOMPONENSEI ES AZ ANTOCIANINOK
SZEREPE A SZERVEZET GYULLADASOS FOLYAMATAINAK
PREVENCIOJABAN
Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
a novénytermesztési €s kertészeti tudoméanyok tudomanyagban

[rta: Kun-Nemes Andrea okleveles élelmiszermérnok

Késziilt a Debreceni Egyetem Kerpely Kalman Doktori Iskolaja
(ndvénytermesztési és kertészeti tudomanyok programja) keretében

Témavezet6: Galné Dr. Remenyik Judit

A doktori szigorlati bizottsag:

név tud. fokozat
elnok: Dr. Sipos Péter PhD
tagok: Dr. Helyes Lajos DSc

Dr. Szab6 Zoltan DSc

A doktori szigorlat idépontja: 2016. aprilis 29.

Az értekezés biraloi:

név tud. fokozat alairas
A birdlobizottsag:
név tud. fokozat alairas
elnok:
tagok:
titkar:

Az értekezés védésének idopontja: 20............oooeiiiin..n.



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE
1. BEVEZETES

2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. ANTIOXIDANSOK
2.2. AMEGGY ES HATOANYAGAI
2.2.1. A meggy jellemzése
2.2.2. A meggyhus és a héj kedvezo élettani hatasu vegyiiletcsoportjai
2.2.2.1. A fenolok jellemzése
2.2.2.2. A flavonoidok jellemzése
2.2.2.3. Az antocianinok jellemzése
Az antocianinok szerkezete és szinvaltozasai
Az antocianinok egészségre gyakorolt pozitiv hatasai
2.2.2.4. A procianidinek jellemzése
2.2.3. A meggymag jellemzése
2.2.3.1. A meggymagolaj kedvezo élettani hatast vegyiiletei
2.2.4. A tokoferolok jellemzése
2.2.4.1. Tokoferolok hatdsa a human szervezetre
2.2.4.2. y -tokoferol antioxidans hatasa
2.2.4.3. A y-tokoferol gyulladascsokkentd hatasa
2.3. AZ ANTIOXIDANSOK MENNYISEGI ES MINOSEGI MEGHATAROZA-
SANAK JELENTOSEGE, NEHEZSEGEI ES LEHETOSEGEI
2.3.1. Mintaelokészités - Kioldas hatékonysaga: szabad és kotott formak
2.3.2. Mérési lehetoségek: mennyiségi és minoségi meghatdrozasok
2.3.2.1. Spektrofotometrids meghatarozasi eljarasok
2.3.2.2. Fotokemilumineszcencias meghatarozasi eljarasok
2.3.2.3. Kromatografias meghatarozasi eljarasok
2.3.2.4. Kapcsolt rendszerek jellemzése
2.3.3. Az antioxidansok hatasainak igazolasa
2.4. AZ ELHIZAS (ES TARSBETEGSEGEINEK) LEHETSEGES EGESZSEG-
UGYI KOVETKEZMENYEI
2.4.1. Az elhizas jellemzese

10

11
11
13
13
14
15
18
19
20
21
22
25
27
28
30
30
31

32
33
34
35
36
40
40
41

42
42



2.4.2. Az elhizas kovetkeztéeben fellepo WAT diszfunkciok és a kapcsolodo anyagcesere-

-rendellenességek 43
2.4.3. A 2-es tipusu diabetes jellemzése 46
2.4.4. Az elhizas és a T2DM megelozéese és kezelése 46

3. ANYAG ES MODSZER 49
3.1. FELHASZNALT ANYAGOK 49
3.1.1. Meggy 49
3.1.2. Egerek 49
3.1.2.1. Etikai engedély 49
3.1.3. Felhasznalt vegyszerek és oldoszerek 49
3.2. MINTAK ELOKESZITESE 50
3.2.1. Szaritas 50
3.2.2. A meggymagok olajtartalmanak kinyerése 50
3.2.3. A liofilizalt mintak elokészitése antioxidans kapacitas meghatarozasara 51
3.2.4. Az antocianinok kivondsa 51
3.3. MEGGYKIVONATOK KESZITESE 51
3.3.1. Kioldhato antioxidansok kivondsa ol

3.3.1.1. A kioldhato antioxidansok extrakcidja etanol és viz elegyével (1-es oldo-
szerkombinacio) 52

3.3.1.2. A kioldhat¢ antioxidansok extrakcidja metanol és aceton felhasznalasaval

(2-es oldoszerkombinacio) 52
3.3.1.3. A kivonatok el6készitése az UHPLC-s vizsgalatokhoz 54
3.3.2. Nem kioldhato antioxidansok kivondsa savas hidrolitissel 54
3.3.2.1. Hidrolizalhat6 tanninok kivonasa 54
3.3.2.2. Kondenzalt Tanninok kivonasa 54
3.3.2.3. Nem kioldhat6 antioxidansok kivonasa lugos hidrolitissel 55
3.3.2.4. Nem kioldhat6 antioxidansok kivonasa enzimes hidrolitissel 55
Enzimes hidrolizis Prote4zzal 55
Enzimes hidrolizis Pektinazzal 56
Enzimes hidrolizis a-amilézzal 56
3.4. A KISALLATKISERLET KORULMENYEI 56
3.4.1. A kisérleti allatok tartasi kériilményei és kezelése 56
3.4.2. A vérmintak elokészitése 57



3.5. MERESI MODSZEREK

3.5.1. Méreési modszerek spektrofotométerrel
3.5.1.1. Vasredukaloképességen alapuld antioxidans kapacitast (FRAP) meg-
hataroz6 modszer
3.5.1.2. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gy6k megkotésén alapulo anti-
oxidans kapacitast meghatarozé modszer
3.5.1.3. Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitast (TEAC) meghatarozé
modszer
3.5.1.4. Antocianinok meghatarozasa pH differencialis modszerrel
3.5.1.5. C-vitamin-meghatarozas
3.5.2. Mérési modszerek microplate readerrel
3.5.2.1. Osszantioxidéans kapacitds meghatérozasa FRAP modszerrel
3.5.2.2. Osszantioxidéans kapacitds meghatdrozasa DPPH modszerrel
3.5.2.3. Osszantioxidans kapacitds meghatarozasa TEAC modszerrel
3.5.2.4. Osszfenoltartalom (TPC) meghatarozasa
3.5.2.5. Procianidin-tartalom meghatarozasa
3.5.3. Antioxidans kapacitds meghatarozdsa kemiluminometrias (PLC) modsze-
rekkel
3.5.3.1. Vizoldhato antioxidans kapacitas (ACW) meghatarozasa
3.5.3.2. Zsiroldhato antioxidans kapacitas (ACL) meghatarozésa
3.5.4. Kromatogrdfias modszerek
3.5.4.1. A meggkivonat UHPLC analizise
3.5.4.2. A meggykivonat UHPLC-MS analizise
3.5.4.3. A tokoferolok mennyiségi meghatarozasa HPLC-vel
3.5.5. A vérmintak elemzéséhez hasznalt mérési modszerek
3.5.5.1. Oralis gliik6z tolerancia teszt (OGTT)

crer

3.5.5.3. A citokinek mennyiségi meghatarizasa

3.6. STATISZTIKA
4. EREDMENYEK
4.1. MEGGYMAGOLAJ

4.1.1. A magyarorszagi meggyfajtak magjanak olajhozama és tokoferol tartalma

57
S7

58

58

59
60
61
62
62
62
63
63
63

64
65
65
66
66
66
66
67
67
67
68
68
69

70

70
70



4.2. AMEGGYFAJTAK ANTIOXIDANS TARTALMANAK OSSZEHASONLI-
TASA KULONBOZO MERESI MODSZEREKKEL

4.3. AMEGGY ANTIOXIDANS HATASU VEGYULETEINEK KIVONASA ES
AZONOSITASA

4.3.1. A meggy kioldhato anioxidans vegyiiletei
4.3.1.1. A kioldhato vegyiileteket tartalmazo meggykivonatok antioxidans kapa
citdsa
4.3.1.2. A kioldhat6 vegyiileteket tartalmaz6 meggykivonatok UHPLC-MS anali-
zise
4.3.1.3. A cinkonin beazonositasa
4.3.1.4. A meggyben talalhat6 fébb antioxidans vegyiiletek meghatarozasa
UHPLC-vel

4.3.2. Az extrakcio utan visszamaradt rost nem kioldhtao antioxidans tartalma
4.3.2.1. A meggy ¢s a kivonas utdn visszamaradt rost 6sszprocianidin tartalma

(PAC)
4.3.2.2. A meggykivonatok nem kioldhat6 antioxidans kapacitasa
4.4, AZ ANTOCIANINOK HATASVIZSGALATA

4.4.1. Antocianinos kezelés hatasa a testsulyra és a vizfogyasztasra

4.4.2. Az antocianin kezelés hatasa a gliikoztolerancidra

4.4.3. Az antocianin kezelés hatasa a gyulladasgatlo, és a gyulladascsokkento adipo-

kinekre

4.4.4. Az antocianin kezelés hatdsa a szervezet antioxidans stdtuszdra

4.4.5. Az antocianinok hatasa a SOD értékekre

4.4.6. A kronikus antocianin kezelés hatdsainak ésszefoglalasa
5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK
6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK
8. OSSZEFOGLALAS
9. SUMMARY
10. IRODALOM
11. PUBLIKACIOK AZ ERTEKEZES TEMAKOREBEN
12. KOSZONETNYILVANITAS

74

77

77

77

78
83

84
85

85
86
88
88
89

90
92
93
93
96
101
102
103
105
107
125
128



13. NYILATKOZATOK 129
14. MELLEKLETEK 130



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ROVIDITES ANGOL MAGYAR
ACL Lipid soluble Antioxidant Capacity | Zsiroldhat6 antioxidans kapacitas
ACW Water soluble Antioxidant Capacity | Vizoldhat6 antioxidans kapacités
BMI Body Mass Index Testtomeg index
COX Cyclooxygenases enzym Ciklooxigenédz enzim
CRP C-Reactive Protein C-reaktiv proteineket

DP Degree of Polymerization Polimerizécio foka
. . . 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil gyok
DPPH 2,2-diphenyl-1 plcryhy_d razyl raQ|caI megkdtésén alapuld antioxidans
scavenging capacity Kanacita
apacitas
EPF Extractable Polyphenol Kiextrahalhato polifenolok
ET Electron Transfer Elektron atvitel
FRAP Ferric Reducing Ability of Plasma, | /*Plazma vas redukéloképességén
alapuld antioxidans kapacitas
HAT Hydrogen Atom Transfer Hidrogénatom atvitel
HPLC High Performance Liquid Nagyhatékonysagu
Chromatography folyadékkromatografia
IR Insulin Resistance Inzulinrezisztencia
MEE High-energy diet Magas Energiatartalmi Etrend
MEEA High-er\ergy diet with anthocyanin- Magas E.ner.giatartglmﬁ Etrend
rich sour cherry extract Antocianinnal kiegészitve
NAFLD Non-Alcoholic Fatty Liver Disease Nem alkoholos eredetd zsiros
majbetegség
NEPA Non-Extractable Proanthocyanidins Nem extrahalhato
proanthocianidinek
NEPF Non-Extractable Polyphenols Nem extrahalhato polifenolok
OGTT Oral Glucose Tolerance Test Oralis gliikoz tolerancia teszt
PCL Photochemiluminescence Fotokemilumineszcencidn alapul
antioxidans kapacités
PGE2 Prostaglandin Prosztaglandin
PPAR Peroxysoma Proliferator Activated | Peroxiszoma proliferatorral aktivalt
Receptor receptorok
ROS Reactive Oxygen Species Reaktiv oxigén formak
SOD Superoxide Dismutase Szuperoxid-dizmutaz
T2DM Type 2 Diabetes Mellitus 2-es tipusu diabetes
TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Troloxra vonatkoztatott antioxidans
Capacity kapacitas
TNF-a Tumor Necrosis Factor Alpha Tumor nekrézis faktor alfa




TPTZ

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine

2,4,6-trisz(2-piridil)-s-triazin

UHPLC

Ultra High Performance Liquid

Ultra-nagyhatékonysagu

Chromatography folyadékkromatografia
. - Ultra-nagyhatékonysagu
UHPLC-MS Ultra High Performance Liquid folyadékkromatografiaval kapcsolt
Chromatography-Mass Spectrometry . .
tomegspektrométer
WAT Fehér zsirszovet

White Adipose Tissue




1. BEVEZETES

A fogyasztok egyre inkabb tartozkodnak a mesterséges adalékanyagoktol, és emellett a
szintetikus  antioxidansok toxikologiai szempontbol sem elénydsek farmakologiai
alkalmazasra, ezért egyre tobb kutatdcsoport fokuszal a fitonutriensek vizsgalatara. Ez hivta
¢letre a novényi kivonatok vizsgalatat, illetve a benniik 1év6 haté komponensek azonositasat,
mennyiségi meghatarozasat, valamint a kiméletes, ugyanakkor nagy hatékonysagu izolalasuk
kidolgozasat. Ezzel egyidejtileg ezen bioaktiv komponensek élettani hatasainak igazolasa is a
tudomanyos érdeklédés kdzéppontjaba kertilt.

Ezeket a vizsgalatokat kezdetben foként a bogyds gylimolcsok korében végezték el
kimagaslo antioxiddns kapacitdsuk miatt, viszont a bogydsok a termelési (terméshozam,
betakaritas) ¢s az eltarthatosagi szempontok alapjan az ipar szamdra mar nem tal idealisak.

Hozzéajuk hasonldéan, a meggy héja, husa és magja is szdmos bioldgiai aktivitassal
rendelkezd, antioxidans hatast vegyiiletet tartalmaz. Tovabbi eldnyiik, hogy hazank hatalmas
fajtaszortimenttel rendelkezik, a termesztéséhez sziikséges koriilmények idealisak és
Magyarorszagon az alma utdn ez a legnagyobb mennyiségben termesztett gylimolcs, tehat nagy
mennyiségben rendelkezésiinkre all. Ezen kiviil elmondhatd, hogy bar az antioxiddnsok
(antocianinok) vizsgalatara szamos kozlemény megjelent mar a magyarorszagi meggyfajtak
esetében, szisztematikus analizist még nem végeztek, ezért iranyultak vizsgalataink a
termesztésben leggyakoribb fajtdk antioxidansainak, illetve ezek élettani hatdsainak
vizsgalatara.

Ennek megfeleléen doktori munkam soran az alabbi célokat tliztem ki: a magyarorszagi
meggyfajtdk magjabol nyert olaj tokoferoltartalmanak elemzése, a Magyarorszagon
termesztett, jelentésebb meggyfajtdk antioxidans kapacitdsanak felmérése illetve
Osszehasonlitdsa, a meggyfajtdk mérésére hasznalt antioxidans kapacitdst méré modszerek
Osszehasonlitasa, a meggyben taldlhatdo kioldhatdo és nem kioldhatdo vegyiiletek kinyerése,
azonositasa, azok felhasznalhatosaganak feltérképezése, a meggybdl nyert magas antocianin

tartalmt kivonat hatdsanak vizsgélata magas energiatartalmu étrenden tartott egerek esetében.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. ANTIOXIDANSOK JELLEMZESE

A biologiai rendszerben 1évé oxigén-, nitrogén- és kénmolekuldkbdl szarmazéd szabad
gyokok - a benniik 1évé parositatlan elektronok miatt - nagyon aktivak, igy igen agressziven
reagalnak mas molekulakkal. Elettani szempontbol igen jelentdsek a reaktiv oxigén forméak
(ROS-reactive oxygen species), melyekbdl a legfontosabbak a hidroxil gyok (OHe) és a
hidrogén-peroxid (H202). A ROS a cellularis anyagcsere és a funkcionalis folyamatok soran
keletkezik a szervezetiinkben, ahol a szignaltranszdukcidoban, az apoptdzisban, a
génexpresszioban és az ionok szallitasaban van szerepiik [VAJRAGUPTA et al., 2004].
Emellett azonban azt is meg kell emliteni, hogy a tilzott mennyiségli ROS jelenléte karos
hatassal lehet szamos molekulara. Megtdmadjak a nukleinsavakban 1év6 bazisokat, a fehérjék
aminosav oldallancait és a telitetlen zsirsavak kettds kotéseit, ami oxidativ stresszhez vezethet,
ezzel karosithatjak a DNS-t, az RNS-t, a fehérjéket és a lipideket. A korabbi kutatasok azt
mutatjak, hogy ezek a folyamatok hozzajarulnak a gyulladasos betegségek, a kardiovaszkularis
betegségek, a daganatos megbetegedés, a diabetes, az Alzheimer-kor, a sziirkehalyog, az
autizmus ¢és a korai 6regedés patogenezisé¢hez/kialakulasahoz [GILES és JACOB, 2002; GEIER
etal., 2009].

Ennek elkeriilése érdekében, vagyis a szervezet megfeleld antioxidans statuszanak
fenntartasdban az intracellularis antioxidans enzimek, valamint a taplalkozassal bevitt
antioxidansok segithetnek.

Antioxidansoknak olyan molekuldk tekinthetéek, amelyek semlegesitik a szabad
gyokoket. Azaltal, hogy megkdti azok parositatlan elektronjat, vagy atadnak nekik egy
elektront, ezzel megsziintetve a gyok parositatlan allapotat. Képesek komplexet alkotni az
atmeneti fémionokkal, amelyek igy mar nem képesek a szabadgyokok kialakulasat eldidézni,
tehat az antioxidansok képes kozvetleniil csokkenteni a szabad gyokok altal okozott oxidativ
karosodast. Emellett azaltal, hogy csokkentik a szabad gyokoket termeld enzimek aktivitasat
¢és/vagy expressziojat, illetve, hogy fokozzak az intracellularis antioxidans enzimek aktivitasat
¢s/vagy expresszidjat kozvetve is képesek gatolni a nemkivanatos szabadgyokds reakcidkat
[LU et al., 2010]. Mivel az antioxidans vegyiiletek igen valtozatos szerkezetiiek és kiilonbozd
funkciokat lathatnak el, az alabbi szempontok szerint tudjuk 6ket csoportositani.

Hatasmechanizmusuk szerint elsé vagy masodrendii antioxidansokrol beszélhetiink. Az
elsérendli antioxidansokat lancmegszakitd antioxidansoknak is nevezik. Ebben az esetben az

antioxidans molekulak kozvetleniil reagalnak a reaktiv gyokokkel, ekkor azonban 6k maguk is
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egy Uj szabad gyokokké valnak, azonban ezen Gjonnan keletkezett szabad gyokok mar kevésbé
aktivak, igy kevésbé veszélyesek, mint az eredeti gyokok. Az igy 1étrejott vegyiiletek mar nem
vesznek részt az oxidacidban, igy a lancreakcido megszakad. Az elsérendli antioxidansok az
indukcios periddusban fejtik ki leginkabb a hatdsukat, mivel jelenlétiikben az oxidacio késébb
kezdddik el. Az 1j, stabilabb szabad gyokoket pedig egy kovetkezod 1épésben mas antioxidansok
vagy mas mechanizmusok semlegesithetik. Ebbe a csoportba tartoznak példaul a fenolos
szerkezetli molekulék, a tokoferolok, a galluszsav és szarmazékai, valamint a flavonoidok. A
masodrendii vagy preventiv antioxidansok jellemzoje, hogy a kiilonb6z6 molekuldk 6nmaguk
oxidalodnak, vagy a gyokreakciok soran keletkezd atmeneti és végtermékeket atalakitjak at
kevésbé toxikus formakka. Ide tartoznak példaul a foszfolipidek vagy a citromsav [LUGASI,
2001].

Eredet szerint endogén és exogén antioxidansokat kiilonboztetiink meg. Az endogén
antioxidansokat a szervezetiink is el6allitja, ide tartoznak példaul az enzimek, a koenzimek,
amelyek a biokémiai reakcidkat katalizaljak, a hugysav €s a glutation. Az exogén antioxidansok
koz¢ tartoznak a vitaminok és a flavonoidok [LUGASI, 2001; BOUAYED-BOHN, 2010].

Mindezek mellett, megkiilonboztetink még természetes (vitaminok, flavonoidok,
karotinoidok) ¢és mesterséges (galluszsav-észterek ¢és egyes fenolos vegyiiletek)
antioxidansokat is [GASZTONY, 1992].

Az antioxiddnsok egy masik fontos funkcigja a ROS-sal 0Osszefiiggd enzimek
szabalyozasa. Az antioxidansok csokkenthetik a sejtek szabadgyok szintjét azaltal, hogy
kozvetleniil gatoljak a szabad gyokok aktivitasat, de kdzvetve is hatnak rajuk azaltal, hogy
akadalyozzak azon enzimek expreszidjat, melyek szabad gyokoket termelnek (NAD(P)H-
oxidaz, xantin-oxidaz (XO)), vagy azaltal, hogy fokozzak az antioxidans enzimek aktivitasat és
expresszidjat (superoxid-dizmutaz (SOD), katalaz (CAT), glutation-peroxidaz (GPX))
[PANCHATCHARAM et al., 2006; SHIH et al., 2007].

Fontos azonban azt is megemliteni, hogy a gyoksemlegesitd tulajdonsdg mellett az
antioxiddnsok rendelkeznek szamos egyéb jotékony hatéssal is, mint példaul antikarcinogén,
gyulladascsokkentd, antibakteridlis, virusellenes, majvédd és antiallergén hatas. Egyes
antioxidansok bevitele bizonyitottan oridsi jelentdséggel bir az egészség megodvasaban, az
oregedés lassitadsaban, és szamos, a szabadgyokok jelenlétével kapcsolatba hozhatd betegség
(rosszindulati  daganatok, sziv-és érrendszeri betegségek, idOskori szembetegségek,
neurologiai rendellenességek) kialakulasdnak megakadalyozasaban, késleltetésében vagy

kezelésében [LANGSETH, 1995].
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Kedvez6 hatasaikat az antioxidansok nem csak a szervezeten beliil képesek kifejteni, igy
ezeket a vegylileteket egyes iparagak is eldszeretettel alkalmazzak a termékeik eldallitasa soran.
Felhasznalasuk példaul igen széleskori az élelmiszeripar teriiletén, mivel segitenek megel6zni
az oxidacid okozta romlast (pl. zsirok avasodasa) illetve bizonyos enzim reakcidkat, ezaltal
meghosszabbitjak az élelmiszerek eltarthatosagat, és fenntartjak a termékre jellemz6 szint, izt
¢s illatot. A kivant eredmény elérése érdekében az élelmiszeripar széles kortien alkalmazza a
szintetikus antioxidansokat is (terc-butil-hidroxil-toluol, terc-butil-hidroxi-anizol, terc-butil-
hidrokinon) [HORBANCZUK et al., 2019].

A legtobb természetes antioxidans gylimolcsokben, zoldségekben, fiiszernévényekben,
gabonafélékben és gyogyndvényekben (ginzeng, kurkuma, ginkgo, rozmaring, zold tea, sz610,
gyombér, fokhagyma) talalhato. Ezek a novények ugyanis szamos antioxidans komponenst,
példaul fenolos vegylileteket (fenolokat és polifenolokat), flavonoidokat, karotinoidokat,
szteroidokat és tiol vegyiileteket tartalmaznak [LOTITO and FREI, 2006], melyek segithetnek
az oxidativ stresszel szembeni védelemben, és csokkentik a kronikus betegségek kockazatat.
Példaként emlithetd a ginseng, mely olyan szteroidszer( vegyiileteket (ginsenozidok) tartalmaz,
melyek antioxidans aktivitdst mutatnak a szabad gyokok okozta karosodésa ellen a vascularis

endotheliumon (belsd érfalon) [LU et al., 2009].

2.2. AMEGGY ES HATOANYAGAI
2.2.1. A megqy jellemzése

A meggy (Prunus cerasus L.) a Roézsaviragiak (Rosales) rendjébe, azon belil a
Roézsafélek (Rosaceae) csalddjaban a Prunoideae alcsalad Prunus nemzetségének Cseresznye
(Cerasus) alnemzetségbe tartozik. Ezt a hibridet, az édes cseresznye (Prunus avium (L.)) és az
eurdpai torpe cseresznye (Prunus fruticosa) keresztezésével allitottak elé [OLDEN and
NYBOM, 1968].

A gyiimélcsok termésének felépitése (1. dbra), vagyis a his €s a mag mérete fajtafiiggo,
de Yilmaz és Gokmen (2013) mérései alapjan hozzavetdlegesen az alabbi ardnyokkal
rendelkeznek: a meggy 85,4 % a gylimdlcshus és 14,6 % a mag, melybdl 23,3 % a magbél és
76,7% a maghéj. 100 g magbélbdl atlagosan 17,6 g olaj nyerhetd ki [YIMAZ and GOKMEN,
2013].
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Gytimolcsszar

Exocarp (gyiimolcshép)

Mezocarp (gytimolcshus)

Endocarp (csontos maghé;
Magbél (endospermium) B maght))

1. abra. A meggy szerkezeti felépitése [I11].

A vildg meggytermelése az 1990-es évek elejére elérte az 1 000 000 tonnat, melynek
csaknem fele az eurdpai kontinensrdl szarmazik, kiterjedt termdteriilettel rendelkezik
Németorszag, de Magyarorszag is a vezetd exportald orszagok egyike [APATI, 2009].
Hazankban az alma utdn a meggy az arugylimdlcs-termesztés masodik legfontosabb
gyiimolcse, melyb6l 2014-ben 91 845 tonnat sziireteltiink le [KSH, 2014]. Legnagyobb
mennyiségben az Alfoldon, azon beliil Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében termesztik. A hazai
meggytermesztést dinamikus fejlédés jellemzi, ami nemcsak az elmult 100 évben tapasztalhato
telepitési iitemnek, hanem az egyre boviild fajta, klon és hibrid allomanynak is kdszonhetd
[HROTKO, 2003]. Felhasznalasat tekintve a meggy ipari gyiimolcs, friss fogyasztasa
elenyészd. A piacra nagy részét gyorsfagyasztott gytimolcsként, gylimolcesléként, lekvarként,
beféttként esetleg 1iditd alapanyagaként keriil vissza [HROTKO, 2003], de az elmult években
megjelentek az aszalvanyok, a sliritmények, valamint a meggypalinkdk és meggyborok is

[HORVATH, 2010].

2.2.2. A meggyhus és a héj kedvezo élettani hatasu vegyiiletcsoportjai

A taplalkozasi szakemberek a gylimdlcsok rendszeres, napi szintll fogyasztasat
javasoljak. Ennek az ajanlasnak az egyik oka a gyiimolesok kedvezo élettani hatasa, amelyért
a benntik talalhaté kozel 8000 bioaktiv vegyiilet, illetve azok additiv €és szinergista hatdsa a
felelos. Ezeket a vegyiileteket szerkezet, molekulaméret, polaritds és oldhatosdg szerint
csoportosithatjuk, mivel ezek a tulajdonsagok hatarozzdk meg, a bioldgiai hozzaférhetdségiiket
¢s eloszlasukat a sejten beliili organellumokban (sejtszervecske), a sejtekben, a szovetekben és
a szervekben [LIU, 2003; CHANDRA et al. 2012].

A meggyben taldlhaté antioxidans tulajdonsagli komponenseket az 1. tdblazat foglaja

0ssze.
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1. tablazat. Fitonutriensek mennyisége a meggyben [FERRETTI et al., 2010].

A meggy osszetétele

(100 g-ra vonatkoztatva)
C vitamin 10 mg
Niacin 0,4 mg
Pantoténsav 0,1 mg
A vitamin 1283 IU
E vitamin (o-tokoferol) 0,1 mg
K vitamin 2,1 ug
B karotin 770 pg
Lutein + Zeaxantin 85 ug
Osszes fenolos vegyiilet | 228,9 mg

A felsoroltak koziil, mennyiségi és egészségiigyi szempontbdl, legnagyobb jelentdsége a

fenolos vegyiileteknek (2. abra), vagyis a fenoloknak, a flavonoidoknak, az antocianinoknak és

a procianidinek van.

Fenolos savak

Hidroxi fahéjsavak  Hidroxi benzoesavak

Fenolos

Ry o)
R \_/ R‘_Q_‘( vegyiiletek
o csoportositasa

OH Rs
Kavésav Galluszsav
Ferulasav Vanillinsav
p-kumirsav / '
Sztilbének Flavonoidok
Antocianinok

Flavonolok
Rezveratrol OH
Pterosztilbén OH

HO.
1 OH
R
OH O
Kvercetin
Kempferol

Cianidin
Pelargonidin
Delfinidin
Malvidin

Tanninok

Proantocianidinek Ellagitanninok

Kondenzalt tanninok Hidrolizalhatoé tanninok

Flavanolok
(Katekinek)

OH

HO o ‘
e ™

OH

OH

Katekin
Epikatekin
Gallokatekin
Epigallokatekin

R, HO i
«_~OH HO.
) v 1
OH
“rR,[, HO Q
Hi

Lignanok

CH30 O OH
HO OH
O OCHj

OH

2. abra. Fenolos vegyiiletek csoportositasa [PARADES-LOPEZ et al., 2010 nyoman].
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2.2.2.1. A fenolok jellemzése

A fenolok a bioaktiv antioxidansok egyik csoportja, méasodlagos ndvényi metabolitok,
melyek lehetnek egyszerli fenolok vagy polifenolok. A polifenol elnevezés szdmos
vegylletcsaladot takar (fenilpropanoidok, benzoesavak, flavonoidok, stilbének, tanninok,
lignanok ¢és ligninek valamint ezek szarmazékai és polimerizalt formai), melyek szerkezete,
¢lettani hatasa, kémiai tulajdonsaga igen eltéréek lehetnek [SHAHIDI és NACZK, 2004].
Ko6z0s jellemz6jiik, hogy legalabb egy aromas gyiriit tartalmaznak, melyhez egy vagy tobb
hidroxilcsoport kapcsolodik hozzajuk, illetve az, hogy az allati szervezetekbe csak a ndvényi
taplalék elfogyasztasaval keriilhetnek be [SHAHIDI és NACZK, 2004; FERRES et al. 2009].
Csoportositdsuk a benniik 1évé szénatomok szama, illetve azok elhelyezkedése szerint
lehetséges.

A legtobb fenolos vegyiilet szénhidratokbdl szintetizalodik a shikimat/fenilpropanoid (3.
abra) és/vagy a poliketid utvonalon, és a gének hatarozzak meg, hogy pontosan milyen vegytilet

képzddik beldliik.

/ Cukor
Cukor i
Glitk6z-6-foszfat » Aszkorbat
Gikolizis Tokoferolok Flavonoidok (antocianinok,
l /1 flavonolok és flavan-3-olok)

Tanninok

PEP #Sikiminsav = Korizmaz = Fenilalanin — Fenilpropan — lignin

v

Piruvatsav Fenolos savak
* (neoklorogénsav, p-kumarinsav)

Acetil-CoA —p Mevalonat = IPP + GPP = Diterpénck

{ N

Szteroidok Karotinoidok
(béta-karotin, lutein, zeaxantin)

3. abra. Fitonutriensek szintézise a novényi sejtekben [FERRETTI et al., 2010].
Roviditések:PEP, foszfoenol; IPP, isopenthenylpyrophosphate; GPP, geranilpirofoszfat

Az egyszerl fenolok aglikon formaban keletkeznek, altaldban a ndvényt ért valamilyen
stressz hatdsara (UV sugarzas, kartevok, oxidativ folyamatok, sériilések, gombak altal okozott
stressz) [SHAHIDI és NACZK, 2004; NACZK ¢s SHAHIDI, 2004; ROBBINS, 2003].
Eloszlasuk a ndvényi szovetekben nem egyenletes, kotott formaban a sejtfalban, mig oldott
allapotba a vakuodlusokban talalhatok meg [NACZK ¢s SHAHIDI, 2004]. Az egyszerii fenolok
antioxidans hatdsa els6sorban redox tulajdonsagaikban nyilvanul meg, mivel ez teszi lehetové
szamukra, hogy hidrogén-donoroként és szingulett oxigén blokkoloként is funkcionalhatnak,

de ezen kiviil fém kelatképzo képességiik is van [RICE-EVANS et al., 1995].
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A polifenolok osztalydba tartozd vegyiiletek koézos jellemzdje, hogy nagy szamu
fenolgytiriit tartalmaznak, melyek szdma és mindsége meghatarozza egy adott polifenol fizikali,
kémiai és biologiai tulajdonsagait. A ndvényekben altalaban glikozalt formaban fordulnak eld,
bar szervetlen savval torténd konjugacidjuk és malonilacidjuk szintén ismert. A természetben
nagyon ¢értékes masodlagos novényi metabolitok, mivel fontos szerepet jatszanak a novények
novekedésében, valamint a fertozések és a sériilések elleni védekezésben, de mindemellett

biztositjak a viragok, a gytimolcsok és a levelek szinét is [HELDT és PLANT 1997].

| a makromolekulak
oxidativ sériilését jelolo
markerek mennyisége

| oxidativ
stressz
— | kronikus betegségek (sziv- és
Etkezési meggy | o érrendszeri betegségek, daganatos

(fenolos megbetegedés, elhizis)

vegyiiletek) \
/

| a NO és a TNF-a 1 COX 11 | a szérum CRP és NO
szintézise az aktivitas szintje
aktivalt
makrofagokban

4. abra. A meggyfogyasztassal (fenolos vegyiiletek) kapcsolatba hozhatoé véddhatasok a
szervezetben [FERRETTI et al., 2010].

Miutan epidemiologiai vizsgélatokkal sikeresen bizonyitottdk, a gylimolcsokben és
z6ldségekben gazdag étrend eldnyds élettani hatdsait, a polifenolok a tudoményos érdeklddés
kozéppontjaba keriiltek, igy szdmos tanulmany beszdmolt mar a polifenolok, koztik a
meggyfélékben 1év0 polifenolok egészségre gyakorolt pozitiv hatasairol, melyet Ferretti
munkatéarsaival 2010-ben G6ssze is foglalt (4. dbra).

Kedvezd tulajdonsigaiknak koszonhetéen a polifenolos vegylileteket széles korben
alkalmazzak egyes kozmetikumokban, a gyogydszatban, a gydgyszerészetben, de az
¢lelmiszeripar is felhaszndlja adalékanyagként a funkciondlis élelmiszerek eldallitasahoz
[SYTAR, 2012].

A meggyben 1év6 polifenolok koziil a legfontosabbak a flavonoidok csoportja (féként az

antocianinok), valamint a procianidinek [LEVAJ, 2010]. Ebben a tekintetben a magyar



meggyfajtak azért igazén kiilonlegesek, mert kutatisok bizonyitjdk, hogy a benniik 1évo

polifenolok koncentracioja kiilonosen magas [PAPP et al., 2010; PAPP et al., 2008].

2.2.2.2. A flavonoidok jellemzése

A flavonoidok olyan vegyiiletek, melyekben két 6 szénatomos aromas gyuri egy 3
szénatomos, O-heterociklusos egységen keresztiil kapcsolodik Ossze. Flavonoidok tehat
altalaban a C6-C3-C6 szénvazu (difenilpropanvaz) vegyiiletek csoportja, melyeket az alabbi
alosztalyokra tudunk felosztani: flavonok, flavonolok, flavan-3-olok, izoflavonok, flavanonok
és antocianidinek [ABRANKO, 2018].

z n/ “SoH AN
S P *J\ /ﬂ 2 - /I\\ ]]
l /”\ /‘“" Flavonolok I ”\ /;I\
X~ ‘,,» OH X NF OH
Flavanolok \ ’ / Antocianidinek
A 0] “B//I

IeT
Flﬁvan;id alapvaz

O ] N D

N

, o T
ﬂ . ]
Flavonok Y \\[;/ |] Flavononok
0 X
Izoflavonok

5. abra. A flavonoidok alapszerkezete [COSME et. al., 2020].

A flavonoidok osztalyozasat az alap flavonoidvazat modositod szdmos szubsztituens teszi
igazén Osszetetté (5. abra). A legjellemzdbb szubsztituensek az alapvazhoz kapcsolodo
kiilonboz6 Osszetettségli szacharidmolekulak, de a hidroxilcsoportok gyakran metilezddnek, és
esetenként az alapvazhoz izopentil- (prenil-) csoportok is kapcsolodhatnak. Az alapvazhoz
kapcsolodd cukormolekuldk alkotta molekularészt glikdnrésznek nevezziik. A glikdnrész
kapcsolodhat az alapvaz OH-csoportjain keresztiil éterkotéssel, ez esetben O-glikozidokrol
beszéliink, de kapcsolddhat kézvetleniil az alapvazhoz C—C kotéssel (6-os €s 8-as szénatomon
keresztiil) is, ami altal C-glikozidok keletkeznek [CUYCKENS et al., 2005; ABRANKO,

2018]. A novényekben a flavonoidok dontd tobbsége jellemzden inkabb glikozid forma, és nem
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glikozidrész nélkiili, un. aglikon forma. A kapcsolddd cukoregységek legtobbszor mono-
(glikéz, ramnodz, galaktdz, xildz, azarabin6z), di- (rutindéz, neoheszperidoz), tri-, esetleg
tetraszacharidok.

Nem ritka az sem, hogy egy flavonoid molekulahoz tobb ponton is kapcsolodik
glikanrész. gy 0,0-diglikozidok, C,C-diglikozidok, vagy akar O,C-diglikozidok is
kialakulnak. A flavonoidokhoz kapcsolodo hidroxilcsoportok és a cukrok a vegyiiletek vizben
valo oldhatosagat javitja, mig a metil- és izopentil- (prenil-) szubsztituensek csokkentik azt. A
flavonoidokhoz kapcsolddo szacharidok OH-csoportjaihoz tovabbi alifas karbonsavak (ecetsav
¢s a malonsav), és fenolsavak (p-kumarsav, kavésav, ferulasav, szinapinsav) kapcsolodhatnak
[KACHLICKI et al., 2008; ARAPITSAS et al., 2008; ABRANKO, 2018].

A flavonoidok csoportjaba tartozd szamos vegyiiletrl bebizonyosodott, hogy
antifungalis, antibakterialis, tumorellenes, magas antioxidans aktivitasu és gyulladasgatlo, tehat
Osszességeben elmondhato, hogy a kiilonféle enzimrendszerekre gyakorolt hatdsuk miatt fontos
szerepet toltenek be az é16vilag molekularis szintii miikddésének szabalyozasaban. A novények
¢és a viragok szinét elsdsorban a flavonoidok kozé tartozé antocianidinek és glikozidjaik, az
antocianinok adjak. Mindezek mellett megemlitheté még védo szerepiik a névények kiilonb6z6
mikroorganizmusokkal, UV fénnyel szembeni védelmében - bioszintézisik a mikrobialis
tamadas érzékelésekor fokozodik [MARKHAM et al., 1998; OLSSON et al., 1998].

Az izolalasukra, azonositasukra és szintézistik feltérképezésére iranyuld kutatasok mellett
megjelentek mar a hatds és a szerkezet kozotti kapcsolatok feltdrasara iranyuld munkak is.
Példaul mara altalanosan elfogadott, hogy a flavonoidok in vivo koriilmények kozott is
hatékony gyokfogok, és a kutatasok azt bizonyitjak, hogy az 1,3-difenilpropanoid szarmazékok
korében ebben a 4-0x0, a C-2 és C-3 kozotti kettds kotés valamint az o-dihidroxicsoport
jelenléte jatszik ebben meghatarozo szerepet [DZIEDZIC és HUDSON, 1983; DAS és
PEREIRA, 1990].

2.2.2.3. Az antocianinok jelemzése

Az antocianinok a flavonoidok egyik fOcsoportja. Olyan masodlagos metabolitok,
melyeket elsésorban a pigmentacioért feleldsek a gylimolcsokben, a zoldségekben, a
virdgokban ¢€s a novények mas taroldszdveteiben. E vegyiiletek az anocianint termeld sejtek
erésen pigmentalt vaku6lumaiban (antocianoplasztok) talalhatoak meg. Ilyen organellumok

akkor keletkeznek, amikor beindul a pigmentszintézis. A folyamat sordn az antocianinok
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eloszlanak a vakuolumban, mig végiil egy teljesen pigmentalt antocianoplaszt alakul ki
[DELGADO-VARFAS et al., 2000; PAREDES-LOPEZ et al., 2010].

Az antocianinok stabilitdsa a pH-tdl, a fénytdl, a homérséklettdl €s az adott vegyiilet
szerkezetétdl fiigg. Altalanos molekularis szerkezetiik az 6. abran lathato [CAVALCANTI et
al., 2011].

6. abra. Az antocianinok altalanos molekularis szerkezete.

Az antocianinok kémiai szempontbol glikozilat-polihidroxi vagy 2-fenil-benzopirilium
polimetoxi szarmazékok [ANDERSEN és JORDHEIM, 2010; HE és GIUSTI, 2010], altalaban
400 és 1200 kozotti molekulatomeggel (k6zepes méreti biomolekulak). Tovabbi jellemz6jiik
még, hogy két benzilgyliriit tartalmaznak (A és B), azaz az antocianinok egy aglikon egység
(mésnéven antocianidin, amely egy flavilium-ion szarmazék) heterozidjai. A cukor
molekuldkat altalaban a 3-as, ritkdbb esetben az 5-6s szénatom koti meg.

Az antocianinok ¢és glikozidjaik egészségmegdrzd és terapias hatasait antioxidans
tulajdonsagaiknak tulajdonitjak. Erds gyokfogd képességiiket az antocianinok kalkonvazahoz
¢s ketocsoportjahoz kapcsolddo konjugalt kettds kotésii kinoid bazisok adjak [BORS et al.,
1990], mig magas antioxidans kapacitasukért a glikozilezett B-gytiriis szerkezete a felelds, ahol
az orto-hidroxilacio és a metoxilezés Iényegesen ndveli az antioxidans aktivitast [WANG et al.,
1997]. Az antocianinok hatékony hidrogén donorok, ami a pozitiv toltésnek (5. &bra), a
hidroxilcsoportok szamanak és elrendezésének, illetve a szerkezeti konjugacié mértékének
kdszonhetd, valamint annak, hogy a gylrliszerkezetben egyszerre vannak jelen elektron-
adomanyoz6 és elektronvonzo szubsztituensek is [IGNAT et al., 2011; LEOPOLDIDI et al.,
2011].

Az antocianinok szerkezete és szinvaltozasai

Ahogyan azt mar emlitettem, szdmos gylimoélcs, z6ldség, virdgok és a novények egyéb

taroloszoveteinek szinéért az antocianinok €s glikozidjaik a feleldsek. A szinvaltozatok
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gazdagsagat antocianidinek pH-fliggd reverzibilis szerkezetvaltozasa, illetve kotésrendszeriik

megvaltozasa okozza.

NaOAc (~HCl)

pszeudobazis
szintelen (pH = 8)

NaOH
—H,0

7. abra. Az antocianinok szerkezet-, és szinvéltozasa [ANTUS és MATYUS, 2014 nyoman)].

Magyarazatként megemlitheté példaul a cianidin-klorid vizes oldata (7. abra), mely 3-as
pH viszonyok kozott piros szinii. Ha az oldat pH-jat 8-ra emeljiikk natriumacetattal, az oldat
ibolyaszintivé valik, mivel kinoidalis szerkezeti anhidrobazis keletkezik. Ez a szerkezet nem
stabil, vizaddicid révén a szines anhidrobazis — a kinoid struktira megsziinése kdzben —
szintelen pszeudobazissa alakul, és az oldat elveszti a szinét. Viszont, ha a rendszert erdsen
lagositjuk (pH = 11) az oldat kék szinii lesz, mivel az anhidrobazisbol fenolatanion (kromofor)
keletkezik. Ezek a szerkezeti valtozasok reverzibilisek, savanyitas hatasara (példaul sosavas,
pH=3) a fenolat, az anhidro- ¢és a pszeudobazis is egyarant visszaalakul piros szinli cianidin-

kationokka [ANTUS és MATYUS, 2014].

Az antocianinok egészségre gyakorolt pozitiv hatasai

A flavonoidok, kiiztiik az antocianinok egyik legismertebb tulajdonsaga az erds
antioxiddns aktivitas a metabolikus reakcidkban, mivel képesek semlegesiteni az
oxigéngyokoket és mas reaktiv fajokat. Emellett bizonyitott, hogy az antocianinok gatoljak a

rakos sejtek novekedését [KAMIE et al., 1993] is, igy a kutatok potencialis lehetdséget latnak
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a flavonoidok felhasznalasaban az oxidativ stressz, az oregedési folyamat és a daganatos
megbetegedések tanulmanyozasanak teriiletén [RICE-EVANS, 1999], illetve az esetleges
kemoterapias gyogyszerként valo alkamazasnak [KAMIE et al., 1993; BOMSER et al., 1996].
A meggybdl szarmazd antocianinokrol kimutattak, hogy erds antioxidans €s gyulladasgatlo
hatassal rendelkeznek [WANG et al., 1999], valamint gatoljak az ApcMin egerekben a daganat
kialakulasat és az emberi vastagbélrak sejtvonalak novekedését [KANG et al., 2003].

Mivel mar megallapitast nyert, hogy a meggy (Prunus cerasus L) is jelentés mennyiségii
antocianint tartalmaz [WANG et al., 1997], az utobbi években sok figyelem iranyult erre a
gylimolcsre és a benne 1év0 bioaktiv vegyliletek kinyerésére. Az antocianinok kivonasa a
meggyfelékbol a friss gyiimdlcs magas beszerzési ara, és a gylimoles szezondlis volta miatt
ipari szempontbdl korlatozott lehet, a novényi sejt- €s szovettenyészetek jo alternativat
nyUjthatnak a novényi metabolitok folyamatos eldallitdsdra. Ez a megoldas azért is eldnyos
lehet, mert a specifikus igényeknek megfeleléen méretezheté [SMITH és PEPIN, 1999], és
nagyobb lehetdséget ad az antocianin féleségek mindségi manipulalasara [CURTIN et al., 2003;

PLATA etal., 2003].

2.2.2.4. A procianidinek jellemzése

A flavonoidok egyik alosztalya a flavan-3-olok (példaul: katechin, epikatechin) képesek
tanninokkd polimerizalodni. A tanninok (8. dbra) mésodlagos névényi metabolitok, amelyek
lehetnek hidrolizalhato, kondenzalt (masnéven proantocianidinek), vagy komplex tanninok. A
hidrolizalhatd tanninok fenolkarbonsavak (pl.: galluszsav. digalluszsav) egymassal ¢és
cukrokkal alkotott észterszerli vegyiiletei. Ezt a vegyliletcsoportot alapvetden két alosztalyra
szoktuk osztani: a gallotanninokra és az ellagitanninokra. El6bbi a galluszsav, utdbbi az

ellagsav hidrolizisével keletkezik [KY et al., 2016].
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8. abra. A tanninok csoportositdsa [KHANBABAEE ¢és VAN REE, 2001 nyoman].

A procianidinek (kondenzalt tanninok) oOsszetett polifenolok, melyek flavan-3-ol
(katechin és/vagy epikatechin) egységekbdl épiilnek fel. A katechin-monomerek kozti kovalens
kotések tipusai C4-C6 vagy C4-C8: az egyik (felsdé) monomer 4-es szénatomja és a masik (also)

monomer 6-0s, vagy 8-as szénatomja kozott alakul ki a kotés [FINE, 2000].

Szintézisiik a fenilpropanoid utvonalon (3. abra) keletkez6 leukoantocianidekbol és
antocianidinekbdl valosul meg (9. abra). Ezek katalizise leukocantocianidin-reduktazzal (LAR)
¢és antocianidin-reduktazzal (ANR) 2,3-transz-flavan-3-olok (példaul (+)-katekin) és 2,3-CiSz-
flavan-3-olok (példaul (-)-epikatechin) keletkezését eredményezi, amelyek a PA-bioszintézis
utolsd 1épéseiben részt vevd kulcs alegységek. Bar keveset tudunk a procianidinek
polimerizacidjarol és oxidaciojarol, az valdsziniileg a vakuolumban torténik meg, és vélhetéen
novényi polifenol oxidazok (PPO), TT10 (Transparent Testa 10) €s ndovényi peroxidazok
(POD) vesznek részt benne [YU et al., 2020].
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9. abra. A procianidinek szintézise [YU et al., 2020].

Roviditések: LAR, leukoantocianidin reduktaz; ANR, antocianidin reduktaz; LDOX, leukoantocianidin
dioxigenaz; GST, glutation S-transferaz; MATE, multidrug és toxin extrudalas; PPO, polifenol oxidaz; POD,
polifenol peroxidaz; TT10, Transparent Testa 10.

A procianidinek két tipusat kiilonboztetjilk meg, az A-, és a B-tipusu proantocianidinek.
Az A tipusu vegyiiletek monomerjei kozott tovabbi éterkotések is kialakulnak, és igy akar 50
monomerbdl alld oligomereket is alkothatnak.

A procianidinek kémia és bioldgiai tulajdonsagai nagymértékben fliggnek a szerkezetdl
(flavon-3-ol egységek szam) illetve a molekulatomegt6l, amit dsszességében a polimerizacid
fokaval (DP-degree of polymerization) tudunk jellemezni [GU et al. 2002; L1 et al., 2010]. A
polimerizaci6 mértéke 2-t6l tobb szaz alegységig valtozhat, ami a bélrendszerben vald
abszorpcidjuk szempontjabdl igen fontos, azonban a procianidinek atlagos hossza négy
monomer egyseg.

Polihidroxil tulajdonsaguknak koszonhet6en (nagy DP) szimultan modon is képesek

kotddni a tobbszords kotdhellyel rendelkezd mas molekuldkhoz (fehérjékkel, szénhidratokkal,
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fémionokkal), ezaltal oligomer proantocianidin komplexek (OPC) jonnek létre, melyek
oldhatatlan vegyiiletek is lehetnek [PRIGENT et al., 2009]. Azokat a proantocianidineket,
melyek csak katechin-, és epikatechin-monomerekbdl allnak procianidineknek nevezziik
[CROZIER et al.,, 2009], és savas hidrolizisiikkel antocianidineket kapunk [SANTOS-
BUELGA és SCALBERT, 2000].

Az élelmiszeriper szamara a proantocianidinek kesertiséget, savanytsagot és édességet
szabalyoz6 adalékok, melyek aromat és szint is kdlcsonoznek a termékeknek, de a habzas, a
habstabilitds valamint a mikrobialis-, oxidativ-, és hdstabilitds fokozasara is hasznaljak. A
proantocianidinek DP-nak ezekre a tulajdonsagokra is hatasa van. A kiilonb6z6 polimerizacios
foku proantocianidinek példaul stabilizaljak a habzo hatasu fekérjéket, és jobban képesek
kotédni a fehérjékhez, mint az alacsonyabb polimerizacios fokkal rendelkez6 tarsaik [ARON,
2007].

A procianidinek farmakologiai hatasa, mint példaul a rakellenes hatas, az
immunstimulalas, az 6regedésgatlas, a gyulladas, a vérnyomas, a vérzsir szint és a vércukorszint
csokkentés szoros kapcsolatban all az erds antioxidans aktivitasukkal. Eldsegitik a nap okozta
karosodas elleni védelmet, javitjak a latast, valamint az iziiletek, az artéridk €s a testszovetek
(példaul a sziv) rugalmassagat, és segitik a vérkeringést a kapillarisok, az artéridk és az erek
megerdsitésével. Az oligomer proantocianidin komplexekr6l antioxidans, antibakterialis,
virusellenes, karcinogén, gyulladascsokkentd, allergiaellenes és értagitd hatasokat mutattak ki
kapillaris hiperpermeabilitasat [FINE, 2000], de az apoptozisra, a génexpressziora és a
transzkripcios faktorokra (példaul az NF-kB-re) gyakorolt hatasat is vizsgaltak mar [COS et al.,
2004], és aktivan hasznaljak szamos betegség megelzésére és kezelésére [CASANOVA-
MARTT et al. 2017; RAMOSROMERO et al., 2017.].

Felhasznalasukban azonban problémat okozhat a polihidroxi szerkezet, mivel az
oldhatatlan fehérje €s poliszacharid komplexek csokkentik a procianidinek tapértékét és
antioxidans aktivitastat. Ezek a reakciok az elfogyasztas utan is lejatszodhatnak, és korlatozzak
egészségre gyakorolt jotékony hatast [SMERIGLIO et al., 2017; CASANOVA-MARTI et al.,
2018].

2.2.3. A meggymag jellemzése

Az Eurdpai Unio Bizottsaga ajanlja a csonthéjas gylimolcsok magozasat parlatok és

torkolyparlatok készitésekor az etil-karbamat-szennyezddés megelézésére és csokkentésére
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(2010/133/EV), illetve egyre elterjedtebbek a magozott csonthéjas gyiimdlcesbol elballitott
termékek (gyorsfagyasztott gylimolcs, befdtt, konzerv), tehat a meggy feldolgozasa soran
jelentés  mennyiségli  technoldgiai  melléktermék marad vissza, mely foként

gylimolcshiismaradvany és mag (10. abra).

v‘ ‘\h\ ’/

A -
Fagyasztas / Gyors fagyasztott,
< magozott meggy
Légyartas
Meggy \ ° i

Meggylé vagy
A meggyfeldolgozas koncentratum
melléktermékei:
- mag
- torkoly

10. abra. A meggy ipari feldolgozasanak sematikus abrazolasa és a képzddott
melléktermékek [YILMAZ et al., 2018].

Ezen nagy mennyiségben keletkez6 novényi hulladék feldolgozasa még nem megoldott,

igy ezeket altalaban csak visszaforgatjak a term6foldbe, vagy szaritassal magas flitéértékii

V.'r‘x \
3 - K

tiizeldanyagot allitanak eld beldle (11. dbra).

11. abra. Csonthéjas magvakbol szaritassal el6allatott magas fiitéértéki tiizeldanyag [12]

Ez azért sajnalatos, mert a mag a meggy magas olajhozamu része amely - a megfeleld
technoldgidk alkalmazasa mellett - antioxidans, antimikrobidlis és gyulladasgatlé tulajdonsagai

miatt értékes élelmiszer- és gyogyszeripari alapanyag lehetne.
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A mag a teljes gyiimolcs 7-15 % -at teszi ki, és két 0 részbdl all: csontos maghéjbol (75
— 80 %) ¢és a magbélbdl (20-25 %). Bar kémiai Osszetétele alapjan egy potencilisan értékes
alapanyag, és felhasznalhato lenne étrendi fehérje, rost, lipid és polifenol forrasként is, jelenleg
a héjat foleg tiizeléanyagként, a magbelet pedig leginkdbb olajforrasként hasznaljak fel
[KORLESKY et al., 2016].

A meggymagolaj ipari kinyerése 1926-ban indult meg [RABAK, 1932], és technologiai
szempontbol egy igen egyszerii folyamat. A csontos maghéj éltavolitdsa utan a magbelet
porkolik, majd kiextrahaljak a benne 1évO olajat, melynek mennyisége atlagosan 17-36 %.
Yilmaz et al., (2018) megallapitasa szerint a 2016-os globalis termelési adatok alapjan, a
vilagon termelt 0sszes ipari meggymaghulladékbol tobb mint 80000 tonna meggymagolaj lett
volna kinyerheto.

Kémiai tulajdonsagai miatt, az alkalmazott extrahalasi modszerekt6l és az olajkivonast
megeldzd porkolési folyamattdl fliggben, a meggymagban 1évd tapanyagok kiilonbozd
szazalékban juthatnak at az olajba. Kivonasara éltaldban hexanos kivonast, alkalmanként pedig
szuperkritikus szén-dioxid extrakciot (SC-COz) alkalmaznak. Az extrakcid6 modja az olaj
zsirsavOsszetételére nincs hatdssal, viszont a hexannal extrahalt olaj szignifikdnsan magasabb
tokoferolt és P-karotint tartalmaz. Porkolés (30 perc, 160 °C) soran a tokoferolok
mennyiségében egy kozel 10 %-os veszteséget kovetkezik be, viszont az dsszes fenoltartalom
4,5-szeresére n6 a kinyert olajokban [YILMAZ és GOKMEN, 2013].

A meglévo felhasznalasi teriiletek mellett jelenleg is folynak kutatdsok a meggymag
egyéb cell felhasznalasi lehetdségeinek feltérképezésére. Ezek koziil az egyik igéretesnek tlind
lehetdség Gheju és munkatarsaink (2016) munkaja, akik kihasznalva, hogy a meggymag nagy
porozitasu szénforras, sikeresen hasznaltdk a meggymagot adszorbensként a szennyvizek Cr

(VI)-tartalmanak csokkentésére.

2.2.3.1. A meggymagolaj kedvezd élettani hatast vegyiiletei

A novényi olajok Osszetétele (telitett-, telitetlen zsirsavak mindségi-, mennyis€gi ardnya)
és egészségre gyakorolt hatdsa alaposan tanulmanyozott. Egy-két kivételtdl (példaul a
tokmagolaj) eltekintve azonban kevés vizsgalati eredmény 4ll a rendelkezésiinkre az olajos
magvak Osszetételére (példaul zsiroldékony vitaminok) vonatkozdan.

A meggymag olaja foként értékes esszencialis zsirsavakban gazdag, de talalhatoak benne
kisebb lipofil vegyiiletek is, mint példaul karotinoidok [CENKOWSKI et al., 2006; FROMM
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et al., 2012], szkvalén [HASSANIEN et al., 2014], fitoszterolok [HASSANIEN et al., 2014] és
tokokromanolok (tokoferolok, tokotrienolok) [GORNAS et al., 2015].

Farmakoldgiai hatasat tekintve Bak et al. (2006) arrél szamolt be, hogy a meggymag
kivonataval sikeresen csokkentették a patkanyok szivében izolalt ischaemia-reperfuzios
karosodast (IRI). Ezt a védéhatast meggymagok bioaktiv vegyiileteivel hoztak 6sszefliggésbe,
¢s egy késobbi tanulmanyukban megallapitottak, hogy a magok antocianidineket és hidroxi-
cinnamatokat, valamint 32-36 % olajat tartalmaznak, amely gazdag y-szitoszterinben, [-
tokoferolban és telitetlen zsirsavakban (50-53 % olajsav, 35-38 % linolsavval (35-38 %) [BAK
etal., 2010].

2.2.4. A tokoferolok jellemzése

R3
Megnevezés R1 R2 R3
a-tokoferol -CHs -CHs -CHs
B-tokoferol -CHs -H -CHs
y-tokoferol -H -CH3 -CHs
d-tokoferol -H -H -CHs

12. abra. A tokoferol izomerek kémiai szerkezete.

Bar a tokoferolok (12. &bra) szerepét a novényi anyagcserefolyamatokban még nem
sikeriilt teljes mértékben feltérképezni, azt tudjuk, hogy a magvakban taldlhato fehérjek és
olajok biztositjak a csirdzashoz sziikséges energia-, szén-, és nitrogénforrast a novény szdmara
[ZIENKIEWICZ et al., 2014]. Az energia el6allitasahoz a sejtek oxigént hasznalnak fel,
melynek kovetkeztében a mitokondriumban zajlé az ATP (adenozin-trifoszfat) szintézis
melléktermékeként szabad gyokok jonnek 1étre. Ezek a szabad gyokok altalaban reaktiv oxigén
formak, de reaktiv nitrogén formak is keletkeznek a sejtek redox folyamatainak kovetkeztében.
[PHAM-HUY et al., 2008]. Feltehetéen ezen szabad gyokok eliminalasat, degradaciojat
valositjdk meg a magban talalhato zsiroldékony, nagy antioxidans kapacitassal rendelkezd

vegyiiletek, mint amilyenek a tokoferol szarmazékok is.

28



Bioszintézisiiket tekintve elmondhatd, hogy a tokoferolok szintézisét (13. é&bra) a

novényekben a kornyezeti stressz és az arra érzékeny stresszhormonok szabélyozzak

[SZARKA et al., 2012].
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13. abra. Tokoferol bioszintézise [SZARKA et al., 2012 nyoman].

A tokoferol szintézis (12. abra) kiindulasi vegyiiletei az aromas aminosav anyagcserébol
¢s az izoprén szintézisbol szarmazod intermedierek. A folyamat elején a p-hidroxi-fenilpiruvat
(HPP) egy citoszolikus dioxigendz katalizalta reakciokban dekarboxilezddik és
homogentizinsav (HGA) képzddik beldle. Ezutan a homogentizinsavhoz egy homogentizat
fitil-difoszfat (PDP) altal katalizalt reakcioban fitil oldallanc kapcsolodik, és 2-metil-6-fitil-1,4-
benzokinol (MPBQ) jon létre.

Az MPBQ kétféle utvonalon alakulhat tovabb. Az egyik esetben egy tokoferol-ciklazzal
(VTEL) katalizalt folyamatban d-tokoferolla alakul, amibdl egy utolsé metilezodéssel, a f3-
tokoferol metiltranszferaz (y-TMT) jelenlétében P -tokoferol keletkezhet.
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A masik esetben a MPBQ el6bb metilezédik (2,3-dimetil-6-fitil-1,4-benzokinol,
DMPBQ) és csak ezutan kovetkezik a VTE1 enzim katalizalta reakcid, melyben y-tokoferol
képzodik, mely tovabb metilezddhet a-tokoferolla [SZARKA et al., 2012]. A névényekben a
tokoferol szintézisét a novényeket €rd kornyezeti stressz és a stresszérzékeny hormonok,
példaul jazmonsav, szalicilsav és abszcizinsav (ABA) mennyisége hatarozza meg. A szintézis
szabalyozasanak eddig két f6 elemét azonositottak: 1. A HPPD keletkezését a jazmonsav és az
ABA szabdlyozza, 2. Oxidativ stressz hatdsara a VTE1 erdsen indukélodik. Az 4bran az

oxidaciot piros nyilak, a redukciot pedig zold nyilak jelzik [SZARKA et al., 2012].

2.2.4.1. Tokoferolok hatdsa a human szervezetre

Az E-vitamin formak (tokoferolok és tokotrienolok) szamos jotékony biologiai hatassal
rendelkeznek. Jelenlegi ismereteink szerint csokkentik a véredények permeabilitisat ¢és
befolyasoljak a kollagén képzddését, részt vesznek szamos gén mitkddésének szabalyozasaban,
tovabba a y-tokoferol esetében azt is kimutattak mar, hogy képes gatolni a human daganatos
sejtek sejtciklusanak elérehaladasat és a sejtosztodast [BLAZOVICS, 2009]. De mind koziil
talan a legismertebb tulajdonsdguk, hogy erds antioxiddnsok ¢és gyulladascsokkentdk

[MANDL, 2004].

2.2.4.2. y-tokoferol antioxidans hatasa

A y-tokoferol képes reakcioba lépni a peroxinitrit anionnal - mely a szervezetben a
nitrogén-monoxid gyok és a szuperoxid anion reakciojaval keletkezik -, és egy stabilisabb
formava, 5-nitro-y-tokoferolla alakitja azt, tehat képes eliminalni a szervezetre karos
peroxinitrit anionokat, mely egy igen fontos 1épés a reaktiv nitrogén-oxidok méregtelenitésében
[CAMPBELL et al., 2003].

Mivel a majban csak a-tokoferol transzfer-protein talalhatd, ami nem tudja szallitani a y-
tokoferolt, a y-izomer az eperendszeren keresztiil a bélbe jut, ahol hozzajarul a székletben 1évo
mutagének inaktivalasahoz, és ezaltal a vastagbélrak kialakulasi kockazatanak csékkenéséhez

[CAMPBELL et al., 2003] (14. abra).
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14. abra. Az RNS (reaktiv nitrogén formak) €s a reaktiv oxigén formak (ROS) kapcsolata a
tokoferol aktivitassal a vastagbélben [CAMPBELL et al., 2003].

2.2.4.3. A y-tokoferol gyulladascsokkentd hatasa

Reiter és munkatarsainak 2007-ben publikalt munkaja hivta fel a figyelmet az a és a y-
tokoferol gyulladascsokkentd hatasara, mely kétféle mechanizmuson keresztiil valosulhat meg.
Ezt a hatast részben a gyulladast kivaltd gének transzkripcidjanak befolyasolasaval, részben
pedig az eikozanoid bioszintézisben résztvevd enzimek aktivitdsdnak gatlasaval érik el. Mig az
elébbiben az a-tokoferolnak, az utobbiban a y-tokoferolnak van jelentds szerepe.

Emellett a y-forma csokkenti a ciklooxigenaz enzim (COX-2) aktivitasat is, ezaltal
kozvetve csokkenti a prosztaglandinok (PGEy) szintézisét arachidonsavbol. Ez azért 1ényeges,
mert a prosztaglandinok feleldsek a fajdalom és a gyulladés kialakuldsaért, tehat ily modon a
y-tokoferol egy nem szteroid tipusu gyulladascsokkent6 hatassal is rendelkezik [CAMPBELL
et al., 2003; REITER et al.,, 2007] (15. abra). Ennek a mechanizmus nem csak a
gyulladascsokkentd hatas tekintetében van jelentdsége, ugyanis a y-tokoferol jotékony hatassal
van a prosztatardk kialakulasanak megeldzésére és kezelésére is, mivel bizonyitott, hogy a
COX-2 hozzajarul a prosztatarak kialakulasahoz, mig a PGE> az attétképzddést segitheti el
[BONN, 2001].
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15. abra. Az a- és a y-tokoferol altal kozvetitett gyulladascsokkentd hatdsok lehetséges
molekuléris mechanizmusai [REITER et al., 2007].

2.3. AZ ANTIOXIDANSOK MENNYISEGI ES MINOSEGI MEGHATAROZASANAK
JELENTOSEGE, NEHEZSEGEI ES LEHETOSEGEI

Az antioxidansok jotékony hatdsarol szamos tanulmany sziiletett, azonban csak az elmult
években kezdték vizsgalni, hogy milyen mennyiségben sziikséges az antioxiddnsok bevitele,
illetve, hogy tulzott fogyasztas esetén antioxidativ stressz alakulhat ki. Magas koncentracidban
ugyanis sok antioxidans okozhat koros elvaltozast a szovetekben és a szervekben kiilonb6zd
karos folyamatok meginditasaval.

Az antioxidansok a fiziologiai feladatokban fontos szerepet betoltd szabadgyokoket is
képesek eliminalni, tehat nem csak antioxidans, hanem prooxidans tulajdonsaggal is
rendelkeznek. Példaul a C-vitamin egy kozismert antioxidans. Azt viszont kevesen tudjak, hogy
prooxidansként is viselkedik, ugyanis a tulzott C-vitamin bevitel noveli a vas indukalta
lipidperoxidaciot (Fenton-reakcio) [DUNDAR, 2000]. A tilzott E-vitamin fogyasztas pedig
vérzésekhez vezethet [ANTAL et al., 2012].

Bizonyitottak azt is, hogy a tl alacsony vagy a tulzott C-vitamin fogyasztas miatt
alacsonyabb lesz a szervezet B12-vitamin szintje, mivel a C-vitamin hianya, illetve feleslege
csokkenti a B12-vitamin felszivodasat a taplalékbol. Bjelakovic és munkatérsai (2007) szerint

B-karotinnal, A-vitaminnal és E-vitaminnal torténé hosszu tava kezelés novelheti a mortalitast.
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Fontos lenne tudni tehat, az egyes antioxidansok valodi antioxidans kapacitasat, mivel igy
kivédhet6 lenne, hogy a tulzott mennyiségli bevitel miatt, az antioxidansok prooxidansokka
valjanak.

Az antioxidans hatds erdsségét altalaban a kovetkezd képpen jellemezhetik: Gsszes
antioxidans aktivitas [RICE-EVANS, 2000; LINDENMEIER et al., 2007], az 0&sszes
antioxidans kapacitas [KIRSCHBAUM, 2001; YOUNG, 2001], az 6sszes antioxidans potencial
[LISSI et al., 1995], a Trolox egyenértékii antioxidans kapacitas [VAN DEN BERG et al.,
1999], a teljes gyokabszorpcids potencial [Evelson et al., 2001], vas-redukal6 / antioxidans
[BENZIE és STRAIN, 1999] és oxigéngyok-abszorpcios kapacitas [CAO és PRIOR 1999]
mérik és jellemzik. Hatdsmechanizmusukat tekintve ezek a modszerek egy elektronon vagy egy
hidrogénatom transzfer reakcion alapulnak, ahol az antioxidans hatasu vegyiilet egy
oxidaloszerrel vagy egy szabad gyokokkel reagal. A vizsgalat soran az antioxidans vagy az
oxidaloszer optikai abszorbancidja megvaltozik, igy ennek mérésével hatdrozhaté meg az

antioxidans kapacitas.

2.3.1. Mintaelbkészités - Kioldas hatékonysaga: szabad és kotott formak

Az antioxiddnsok meghatdrozésa igen Osszetett analitikai feladat, mivel a mintdk
Osszetételiiket tekintve igen sokfélék €s maguk a meghatarozni kivant vegyiiletek is szamos
kiilonbozd szerkezeti és fizikai tulajdonsaggal (példaul hore, oxidacidra, fényre érzékeny)
rendelkeznek. Minden analitikai vizsgélat elsé és legfontosabb lépése a mintaeldkészités,
mivel, ha ez a 1épés nem megfeleléen megtervezett és/vagy kivitelezett (homogenitas, kioldas
hatékonysaga, érzékeny vegyiiletek bomlasa), az ebbdl fakado hibakat kés6bb mar lehetetlen
korrigalni és az igy kapott eredmények téves kovetkeztetésekhez vezethetnek.

Esetlinkben az élelmiszerek analitikai vizsgalata soran a legtobb esetben valamilyen
kivonattal kell dolgoznunk, melyek elkészitéséhez oldoszerkombinaciokat ( szerves olddszerek
(példaul: metanol, etanol, aceton) és viz elegyét) hasznalunk fel, a vizsgaland6 komponensek
polaritasanak megfelelden. Ez a megoldas azonban altaldban nem teszi lehetdvé az antioxidans
vegyliletek teljeskori kioldasat, igy az élelmiszervizsgalatok soran, csak az extrahalhatd
frakciok elemzése torténik meg, ezaltal a nem extrahalhatd vegylileteket a szilard extrakcids
maradékban figyelmen kiviil hagyjak. Ennek a problémanak elsdsorban a polifenolos
vegyliletek esetében van jelentdsége, mivel ezen vegyliletek jelentds része kotott formaban van
jelen a novényi szovetekben. Kutatdsuk sordn mar igazolodott, hogy a matrixhoz kotott

vegyliletek egészségiigyi jelentésége igen nagy [SHAHIDI és YEO, 2016; TANG et al., 2016;
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PEREZ-JIMENEZ et al., 2008]. Kedvez6 élettani hatasukhoz nagyban hozzajarul, hogy a
gyomorban és a vékonybélben zajlé emésztési folyamatok soran nem tudnak felszabadulni,
vagyis eljutnak egészen a vastagbélbe, ahol a bélflora mikroorganizmusainak fermentéacidja
teszi lehetévé a felszivodasukat. Hatasukat igazoltdk emésztési zavarok, daganatos
megbetegedés valamint sziv- és érrendszeri betegségek esetében irtdk le [ANDRESEN et al.,
2001; PEREZ-JIMENEZ et al. 2013].

Ennek megfeleléen a novényi vegyiileteket 2 nagy csoportra oszthatjuk. Azokat,
amelyeket az ¢lelmiszerekbdl vizes-szerves oldoszerrel ki tudunk extrahdlni, extrahalhato
polifenoloknak (EPF), mig az extrakcid utan visszamaradnak nem extrahéalhat6 polifenoloknak
(NEPF) hivjuk [PEREZ-JIMENEZ és SAURA-CALIXTO, 2015].

A NEPF analitikai elemzését altalaban nem végzik el, figyelmen kiviil hagyjak, mikdzben
a ki nem oldhat6 polifenoltartalom idénként sokkal magasabb lehet, mint az EPF frakcioé. A
kémiai jellegiiket tekintve az NEPF kozé els6sorban példaul a proantocianidinek, egyéb
flavonoidok, fenolsavak és hidrolizalhat6é tanninok tartoznak. Ebbdl kifolyolag a NEPF-at
altalaban tovabbi két csoportra osztjdk: a hidrolizalhaté tanninok és nem extrahdlhatod
proanthocianidinek (NEPA) csoportjara [PEREZ-JIMENEZ et al. 2013; KRISTL et al. 2011].

Az NEPF vegyiiletek kinyerésére a savas és a lagos hidrolizis a leggyakrabban
alkalmazott eljards, bar a kozelmultban probalkozasok torténtek enzimes modszerek
fejlesztésére is [TANG et al.,, 2016; GOMEZ-GARCIA et al, 2012; GUO , 2017;
ANOKWURU et al. 2018].

2.3.2. Merési lehetoségek: mennyiségi és mindsegi meghatarozasok

A ndvényi mintdk az eldkészitést kovetden is szdmos vegyiiletet tartalmaznak, melyek
antioxidans kapacitasat tobb faktor (a rendszer heterogenitdsa és heterofazisos jellege, a lipid
szubsztrat tipusa, ideértve annak fizikai-kémiai allapotat és telitetlenségének fokat, az
iniciatorok tipusai (atmeneti fémek), a lehetséges kolcsonhatas egyéb komponensekkel) is
befolyasolja. Ennek megfeleléen az egyes mintak jellengének (Osszetétel, oldhatdsag)
leginkabb megfeleld eldkészitési és mérési modszer megtaldlasa altalaban hosszadalmas, és

rendszerint egyetlen vizsgalati modszer nem is elegendé [FRANKEL és MEYER, 2000].

2.3.2.1. Spektrofotometrias meghatarozasi eljarasok

Az egyik legrégebbi fényelnyelésen alapulo analitikai modszer a kolorimetria, igy ennek

megfelelden a spektrofotometria az egyik legelterjedtebb mérési technika. Hasznalata a fény
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¢s az anyag kolcsonhatasanak vizsgalatan alapul, melynek segitségével azonositani lehet az
atomokkal és molekuldkkal kolcsonhatasban 1évo fény hullamhosszait, és meghatarozhat6 az

anyagmennyisé¢g [MORRIS, 2015].

Szamos modszer 1étezik a teljes antioxidans kapacitas mérésére, melyek a vizsgalati elv
¢s a kisérleti koriilmények szempontjabol igen eltérdek lehetnek. Annak megfeleléen, hogy
milyen tipusu reakci6 zajlik le a mérés soran a vizsgalatokat két csoportba sorolhatjuk: a
hidrogénatom atvitelen (HAT) és az elektron atvitelre (ET) alapuld vizsgalatokra [WANG ¢s
CAO, 1997]

A legismertebb és széles korben leginkabb alkalmazott eljarasok kozé tartozik a FRAP
(vas-antioxidans hatast csokkentd vas), az ABTS (2,2'-azino-bisz (3-etil-benzotiazolin-6-
szulfonsav)) vagy mas néven TEAC (trolox-ekvivalens antioxidans kapacitas), a DPPH (2,2-
difenil-1-pikril-hidrazil) és az ORAC (oxigéngyok abszorpcios képessége) modszer, melyek
koziil a FRAP, a TEAC és a DPPH az ET modszerekhez tartozik. Ezek k6zos elénye, hogy kis
miiszerezettséggel, egyszeriien, olcson és gyorsan biztositanak mérési eredményeket, de sajnos
vannak hatranyaik és korlataik. Az emlitett modszerek legfobb hatranya példaul, hogy:

-  FRAP modszerrel mért redukaloképesség nem feltétleniil tiikr6zi az antioxiddns

aktivitast, és mivel az eljaras nem tartalmaz oxidalédo szubsztratot, a vizsgalat nem
nyyjt informaciét az antioxidansok védd tulajdonsagair6l [PANNALA et al, 2001;
FRANKEL és MEYER, 2000].

- A DPPH modszer alkalmazhatosaga limitalt, egyrészt azért, mert a DPPH gy6kok
kolcsonhatasba lépnek mas gyokokkel (alkil), valamint azért mert a kiilonb6z6 aranya
antioxidans/DPPH reakcioelegyekre kapott valaszgorbék altal elért egyensulyi értékek
nem linearisak egymassal [RICE-EVANS ¢és PACKER, 1999; GONZALES-
MANZANO et al., 2006; BRAND-WILLIAMS, 1995; SANCHEZ-MORENO et al.,
1998].

- A TEAC modszerben hasznalt ABTS™ egy mesterséges gyok, tehat az igy mért
antioxidans kapacitas nem feltétleniil tiikkr6zi a valds antioxidans aktivitast egyrészt
azért mert az Osszetett élelmiszerlipidekben és az élettani szempontbol fontos
szubsztratumokban lehetnek masfajta hatdsmechanizmus alapjan haté antioxidans
hatasu vegyiiletek (pl. fém kelatképzés) is, masrészt pedig azért mert az antioxidansok
megoszlanak a kiilonféle polaritasi fazisok kozott [PANNALA et al, 2001;
FRANKEL ¢s MEYER, 2000].
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2.3.2.2. Fotokemilumineszcencias meghatarozasi eljarasok

Az antioxidans kapacitas meghatarozdsanak egy masik, kevésbé ismert lehetdsége a
fotokemilumineszcencia (PCL, Photo Chemiluminescent method) moddszer. A méréshez
sziikséges a Photochem késziiléket (16. abra) Popov és Lewin (1994, 1996) fejlesztette ki
eredetileg a  vérplazma  antioxidans  kapacitdsanak  mérésére. A moddszer
fotokemilumineszcencian alapul, melynek alapja az, hogy a mintaban 1évo fényérzékeny anyag
(S) UV-fény hatasara (hv1) gerjesztodik, és szuperoxid anion gyok képzodik (O2°7), melynek
egy rész¢ét a minta antioxidans tartalma eliminalja.

S+hv, =S +05"

Az el nem reagalt szuperoxid anionok egy specifikus fotokémiai detektor vegyiilettel (D)
reagalnak, lumineszcenciat (hvz) hozva létre, tehat a lumineszcencia mérésével meghatarozhato
az antioxidansok kapacitasa.

0;"+D=--=hv,

A Photochem a legelsé olyan miszer, amely egyarant képes a vizoldhat6 és a zsiroldhato

antioxidanskapacitas, valamint specifikusan a szuperoxid-dizmutdz enzim antioxidans

kapacitdsanak meghatarozasara.
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16. abra. A Photochem késziilék feépitése

A vizsgalataink sordn alkalmazott spektrofotometrids ¢és fotokemilumineszcencias

modszerek eldnyeit €és hatranyait a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat. Az antioxidans kapacitast méré modszerek dsszehasonlitasa

Modszer

Elonyok

Hatranyok

FRAP

* Ez egyszeri, gyors, olcsd és robusztus, nem igényel specialis
eszkozoket [BENZIE és STRAIN, 1999; BOLIGON et al., 2014].

» Megvalosithato automatizaltan, félautomatizalt médon €s manualisan
is [BEZIE és STRAIN, 1999].

* Eredetileg a plazméban talalhato antioxidansok meghatarozasara
alkalmaztdk, de a modszer mar Kkiterjesztették mas bioldgiai
folyadékokra, élelmiszerekre, névényi kivonatokra és gytimolcslevekre
is [MAGALHAES et al., 2008].

* A modszert atdolgoztak 96-lyuka microplate-re is, ami Kisebb
vegyszer mennyiséget igényel, emellett jobb reprodukalhatésagot és
gyorsabb mérést tesz lehetdvé.

* A mérés soran hasznalt TPTZ (2,4,6-trisz(2-piridil)-s-triazin), egy
mesterséges vegyiilet, mely nem fordul el6 bioldgiai rendszerekben.

* Nem tudja mérni a modszer azokat az antioxidansokat, amelyek nem
képesek redukalni a Fe(IIl) ionokat, illetve azokat amelyek a H-atom
atvitel 0tjan hatnak., kiilondsen igaz ez a SH-csoportot tartalmazé
antioxidansokra, mint példaul a tiolok (glutation, fehérjék) [BOLIGON
et al., 2014; PRIOR és CAO, 2000; HUANG et al., 2005].

* A Fe(lll) ion hozzdadisa tovabbi szabad gyokok képzodését
eredményezheti (Fenton-reakcié) [BOLIGON et al., 2014].

* Ez a moddszer a sztochiometria elvén mikodik, viszont egyes
antioxidansok nem csak egy Fe(Ill) iont képesek redukélni (az
aszkorbinsav, a hugysav és az a-tokoferol példaul két iont redukal, a
bilirubin pedig 4-et, és az albumin egyet sem) [AMORATI ¢és
VALGIMIGLI, 2015].

* Egyes vegyiiletek reakcidideje nagyobb, mint 4 perc, ami befolydsolja
mért érték pontossagat [AMORATI és VALGIMIGLI, 2015].

* A reakcidé nem specifikus, igy nem csak az antioxidansok tudjak
redukalni a Fe(Ill) iont, hanem minden megfelelé redoxpotenciallal
rendelkez6 egyéb vegyiilet is [BENZIE és STRAIN, 1996].

DPPH

* A DPPH- egy stabil gyok, mely kereskedelemi forgalomban kaphato,
igy az ABTS "-kel ellentétben nem kell eldallitani a vizsgélat el6tt
[BOLIGON et al., 2014].

* DPPH- egy mesterséges gyok, mely nem talalhato meg a biologiai
rendszerekben.

* A DPPHe ¢és a ROOe kozotti linearis Osszefiiggés csak aprotikus
oldészerekben all fenn, mig protikus oldoszerekben (etanolban,




» Konnyen kivitelezhetd és kdzkedvelt spektrofotometrids modszernek
szamit, mivel mind a tiszta vegyiiletek, mind az Osszetett mintak
antioxidans kapacitasanak meghatarozasara alkalmas [BOLIGON et
al., 2014].

* Gyors, egyszerd, olcsod €és széles korben alkalmazott mddszer az
¢lelmiszerek antioxidans kapacitdsdnak mérésére. Hasznalhato tovabba
komplex biologiai rendszerekben is, szilard vagy folyékony mintakhoz
egyarant [PRAKASH,2001; SENDRA et al., 2006].

* Ez egy egyszerli modszer, mely alkalmas a gylimolcs- és zoldséglevek
altalanos antioxidans képességének, valamint gyokfogd aktivitasanak
mérésére [PRAKASH,2001; SENDRA et al., 2006].

* A mobdszert atdolgoztak 96-lyuka microplate-re is, ami kisebb
vegyszer mennyiséget igényel, emellett jobb reprodukalhatosagot és
gyorsabb mérést tesz lehetdvé.

metanolban) a DPPHe és a fenolok kozotti reakcidt erdteljesen
befolyasolja a proton-transzfer elektron-transzfer mechanizmus
(SPLET) [LITWINIENKO és INGOLD, 2003].

* A DPPH-gyok szterikus hozzaférhetdésége igen meghatardozo a
lejasz6do reakciok tekintetében A kis molekuldk, amelyek jobban
hozzaférnek a radikalis kozponjahoz, viszonylag nagyobb antioxidans
kapacitassal rendelkeznek, mig sok nagyméretii antioxidans vegytilet,
melyek egyébként gyorsan reagalnak a peroxilcsoportokkal, lassan
reagalhatnak vagy akér inertek is lehetnek ebben a vizsgalatban
[BOLIGON et al., 2014].

» Egyes vegyiiletek (példaul a karotinoidok), melyek abszorbealjak a
fényt meghatidrozds hullamhosszédn, vagy zavarossiagot okoznak
befolyasolhatjak a spektrofotometrids mérések pontossagatat [APAK et
al., 2013].

* A modszer nem alkalmas a plazma antioxiddns kapacitdsanak
mérésére, mivel alkoholos reakcidkozegben a fehérjék kicsapodnak
[BOLIGON et al., 2014].

* A DPPH- és az antioxidans hatast vegyliletek kozotti reakcio
idSigénye lehet 20 perc, de akér 6 6ra is [MAGALHAES et al., 2008].

TEAC

* A moddszer gyors, és a pH-értékek széles tartomanyaban
alkalmazhato, ezaltal alkalmas a pH valtozas hatasainak vizsgalatara is
az antioxidans mechanizmusokban [BOLIGON et al., 2014].

* Az ABTSe+ egy stabil, vizben és szerves oldoszerekben is oldodo
gyok, ezaltal lehetdévé teszi mind a hidrofil, mind a lipofil vegyiiletek,
mintdk és testfolyadékok antioxidans kapacitdsanak meghatdrozasat is
[BOLIGON et al., 2014].

* ABTS++ egy mesterséges gyok, mely nem talalhatd meg a biologiai
rendszerekben

* A moédszer nem tesz kiilonbséget a gyokfogas €s a sztOchiometriai
meghatdrozas kinetikdja kozott, és az eredmény filigghet az
abszorbancia leolvasasahoz kivalasztott id6t6l [TIAN és SCHAICH,
2013; PEREZ-JIMENEZ és SAURA-CALIXTO, 2008].
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» Jo reprodukalhatésaggal rendelkezd és egyszeriien elvégezhetd
mérés, sok kutatasi laboratériumban hasznaljdk az antioxidans
kapacitas tanulméanyozéasira, ezaltal mar szamos vegyiilet ¢és
¢lelmiszerminta TEAC-értéke ismert [BOLIGON et al., 2014].

* Az ABTS++ gyorsan reagal az antioxidansokkal, altalaban 30 percen
beliil [ BOLIGON et al., 2014].

* A mobdszert atdolgoztak 96-lyuka microplate-re is, ami kisebb
vegyszer mennyiséget igényel, emellett jobb reprodukalhatosigot és
gyorsabb mérést tesz lehetdveé.

» Az egyik fontos limitald tényez6, hogy az ABTS+ egy kation gyok,
mig a peroxilcsoport semleges, tehat az antioxidansok az ABTS«+-sel
az elektronatviteli mechanizmus Utjan reagdlnak, mig a
peroxilcsoportokkal a H-atom atvitellel [AMORATI et al., 2012].

* Termodinamikailag barmelyik vegylilet csokkentheti az ABTSe+

crer

az ABTS (0,68 V) [APAK et al., 2013, ANTOLOVICH et al., 2002].
Példaul sok fenolos vegyiilet rendelkezik, ilyen alacsony
redoxpotenciallal.

* Az antocianinok B gylirlijében a hidroxilaci6 €és a metoxilezés
mértéke és elhelyezkedése befolyasolja a stabilitast és a reaktivitast,
ezaltal a modszerrel mért antioxidans kapacitast [MONTORO et al.,
2006].

PLC

* A szuperoxidcsoport a bioldgiai rendszerekben megtalalhato.

* [d6- és koltséghatékony modszer, a reagenseket hasznalatra kész kit
formajaban vasarolhatoak meg [SCHLESIER et al., 2002].

* Egy minta analizise mindossze 3 percet vesz igénybe [SCHLESIER
etal., 2002].

+ Szabvanyositott modszer, tehat az eredmények sszehasonlithatok a
mas vizsgalatokkal mért értékekkel [SCHLESIER et al., 2002].

* A PCL-mérések nem élettani pH-értéken torténnek, igy nehéz az
¢lelmiszerekre mért eredményeket atvinni az emberi test fiziologiai
kornyezetébe [PEGG et al., 2007].

crer

[SCHLESIER et al., 2002].
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2.3.2.3. Kromatografids meghatarozasi eljarasok

Az egyes ndvényekben megtalalhato vegyiiletcsoportok kore erésen korreldl a ndvények
rendszertani besorolasaval, de egy adott fajon beliil is megfigyelhetiink mennyiségi €s mindségi
kiilonbségeket. A fajokon beliili eltérések vizsgalatakor viszont a hasonlé szerkezeti felépités
miatt, egy alosztalyon beliil az UV és a lathaté fénytartomanyban felvett spektrum, illetve a
tomegspektrum igen hasonlo lehet. Emiatt ahhoz, hogy a célkomponensek kis csoportjait is el
tudjuk valasztani egymastol olyan szelektiv mérési modszerekre van sziikségiink, mint példaul
a HPLC  (nagyhatékonysagih  folyadékkromatografia,  high-performance  liquid
chromatography), ahol a megfelelé kromatografias oszlopok, eluensek, illetve gradiensek
kivalasztasaval jol elkiilonithetdek még az izomer vegyiiletek is.

Az lenne az idealis, ha az elvalasztas és a mennyiségi és mindségi meghatarozas minél
szélesebb korben lenne alkalmazhato, példaul a meggy esetében az 6sszes flavonoid alosztalyra
¢s a fenolos komponensekre éaltaldban. Ennek ellenére a megjelent modszerek altaldban csak
egyes novényfajokra (példaul szamoca, eper, ribizli) vagy csaladokra (piros bogyosok)
fokuszalnak és ebbdl kifolydlag csak egy par alcsoportra. A korabbi példat folytatva, ez annak
koszonhetd, hogy bar az egyes vegyiiletcsoportokba szamos komponens beletartozik, egy
bizonyos ndvény mintdban altaldban csak két vagy harom alcsoport jelenik meg, igy a

modszereket csak erre a két vagy harom alosztaly elvalasztasara dolgozzak ki.

2.3.2.4. Kapcsolt rendszerek jellemzése

A meggy esetében a legnagyobb jelentdséggel birod vegyliletcsoport a polifenolok. Ezek
vizsgalatakor az elektrospray ionizacio a legelterjedtebb [DE RIJKE et al., 2006], és a leginkabb
ismert polifenolok analizisére mér az egyszeres tomegspektrométereket (singlestage mass
spectrometers, MS) is hasznalhatunk, melyek nagy eldnye, hogy viszonylag olcsok, viszont
szelektivitasuk jocskan elmarad a tandem tomegspektrométerekétél. A tandem késziilékek
(MS-MS vagy MS") koziil a polifenolok profilozé vizsgalatahoz inkabb az ioncsapdas
analizatort tartalmazé késziilékeket alkalmazzdk, mivel az egymast kovetd konszekutiv
fragmentacios képesség alkalmassd teszi ezeket a miiszereket az Osszetettebb polifenol
glikokonjugatumok szerkezetének felderitésére is, mivel a glikokonjugatumok fragmentacigja
jellegzetes, igy specifikus informaciokat nydjt a konjugatumokban megtalalhato glikan
egységekrol is [LIN és HARNLY, 2007; DE RIJKE et al., 2006]. Emellett a harmas kvadrupol
késziilekek is megfeleldek a polifenolok vizsgalatara, mivel tobb eltérd céli pasztazasi mod

hasznalatat teszik lehetdvé, valamint kvalitativ meghatdrozasokban nagyobb linearitasi



tartomany ¢€s a jobb kimutatasi képesség jellemzi 0ket [PRASAIN et al., 2004]. A 17. abran
lathatd az antocianin aglikonok tomegspektruma, ahol megfigyelheté a fregmentalodas
kovetkeztében kialakuld molekularészletek [PITIJA et al., 2013].
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17. abra. Antocianin aglikonok tomegspektruma [PITIJA et al., 2013].

2.3.3. Az antioxidansok hatasainak igazoldsa

Miutan az 1990-es évektdl kezdve az antioxidansok kutatdsa jelentOsen boviilt,
felismerték a betegségek megeldzésében és az egészség megdrzésében rejld potencidlis
szerepiilket. Ennek megfelelden egyes tiszta vegyiiletek, ételek és taplalékkiegészitok
antioxiddns hatasat széles korben tanulméanyoztdk biologiai rendszerekben, példaul
sejtkulturakban, allatmodellekben és klinikai vizsgalatokban [LIU és FINLEY, 2005;
MANACH et al., 2005; WILLIAMSON ¢s MANACH, 2005; LOTITO ¢s FREI, 2006].

Annak ellenére, hogy az in vitro kisérletekben kedvezéek az anyagi tulajdonsagaik,
kevesebb a kisérletben a valtozok szdma, és az egyszerlibb adatfeldolgozas miatt igen
kozkedveltek, esetilkben el6fordulhat, hogy a sejtes modellben jol miikodé molekularis
mechanizmusok nem iiltethetdk at teljes mértékben az in vivo modellrendszerekbe. Ennek
megfeleléen igen fontos egy in vitro kisérletsorozat esetében, hogy eredményeinket in vivo
kisérletsorozattal is alatamasszuk [LIU és FINLEY, 2005].
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2.4. AZ ELHIZAS (ES TARSBETEGSEGEINEK) LEHETSEGES EGESZSEGUGYI
KOVETKEZMENYEI

2.4.1. Az elhizas jellemzése

Az clhizas (obesitas) az egyik legelterjedtebb anyagcsere-betegség, és az egészségligy
egyik legnagyobb kihivasa. Az elhizas gyakorisdga haromszorosara nott az elmult
évtizedekben, nemcsak a felnétt tarsadalomban és a fejlett orszagokban, hanem mar a
gyermekek korében ¢és a fejlédé orszagokban is [MISRA és KHURANA,2008].

Az Egészségiigyi Vilagszervezet az elhizast gyorsan terjedd globalis jarvanynak tekinti,
¢s hangsulyozza az elhizéassal 0sszefliggd kardiovaszkularis vagy metabolikus tarsbetegségek
prevalencidjanak vagy kezelésének fontossagat. Az elhizds nemcsak esztétikai, hanem
egészségiigyi probléma is. Leggyakoribb szovédményei az atherosclerosis (érelmeszesedés), a
csokkent gliikkoztolerancia, az inzulinrezisztencia (IR, Insulin Resistance). A kialakulo 2-es
tipust diabetes (Type 2 Diabetes Mellitus, T2DM) megndveli az olyan kronikus betegségek
kockazatat, mint példaul, a 1égzorendszeri (alvasi apnoe szindroma), az endokrin rendszeri
(menstruacio) megbetegedések, vagy a steatohepatitis (nem alkoholos eredetli zsirmaj)
kialakulasa [PEDICINO et al., 2012; OLSHANSKY et al., 2005].

Bar alapvetden igaz, hogy ha az energiabevitel meghaladja az energiafelhasznalast, az
sulygyarapodashoz és elhizashoz vezet [SCHWARTZ et al., 2017], az elhizas patogenezisében
szamos egyéb tényezé is szerepet jatszik (genetika, epigenetika, életmod). A genetikali
adottsagok befolyasoljak, hogy a szervezet milyen mennyiségii zsirszovet tarolasara torekszik
¢s az hogyan oszlik el a testen, de a helytelen életmod, étrend és mozgaskultira szintén
hozzéjarulnak a probléma kialakuldsdhoz. Ritkdbb esteben az elhizds valamilyen betegségre
kozvetleniil is visszavezethetd (pajzsmirigy alulmikodés, mellekvesekéreg tulmiikodeés), de
egyes betegségek, mint példaul az iziileti problémak kozvetve is szerepet jatszhatnak, mivel
korlatozzak a fizikai aktivitast [HOPKINS és BLUNDELL, 2016; MACLEAN et al., 2017,
SCHWARTZ et al., 2017].

A legtobb esetben tehat elmondhato, hogy az obesitasért nem kizarolag egyetlen tényezd
a felelds, hanem e faktorok kolcsonhatdsardl van sz6. Az egyes tényzok befolyasdnak mértéke
az egyének kozott, és egy adott személy esetében is folyamatosan valtozhat [SCHWARTZ et
al., 2017; HOPKINS ¢és BLUNDELL, 2016; MACLEAN et al., 2017].

Az obesitas tehat a szervezetben raktarozott zsirszovet felszaporodasaval jellemezhetd
kronikus betegség. Az elhizasnak tobb tipusat is ismerjiik, ezek a centralis (foként a térzs €s has

érintett), distalis (féként a comb, csipd értintett) €s a lokalizalt (példaul lovaglonadrag-tipus)
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obesitas. Az elhizas tényének és mértékenek megallapitasahoz az alabbi modszerek allnak a
rendelkezésiinkre: BMI (body mass index, testtomeg index), haskorfogat, derék:csipd arany,
testzsirszazalék mérés. Ezek koziil a legismertebb és a gyakorlatban leginkabb hasznalt a
testtomeg index, mely a testtomeg ¢és a méterben mért magassag négyzetének hanyadosa
(kg/m?). Alkalmazasakor a felnéttek esetében alkalmazott hatarértékeket és a hozzajuk tartozo

kategoriakat a 3. tablazat tartalmazza [SIMONYT et al., 2012].

3. tablazat. A BMI modszer kategoriai és hatarértékei [SIMONYI et al., 2012]

Kategoriak BMI (kg/m?)

Alultaplaltsag <18,5

Stulyos alultaplaltsag <16,0

Meérsékelt alultaplaltsag 16,0-16,99

Enyhe alultaplaltsag 17-17,49
Normal teststly 18,5-24,9
Tulstly (preobesitas) 25,0-29,9)
Elhizas >30

I. foku elhizas (enyhe) 30,0-34,9

II. foku elhizas (mérsékelt) 35,0-39,9

II1. foku elhizas (sulyos, extrém) | >40

Az elhizottsag megallapitasara ez a technika nem mindig ideélis vélasztas, ugyannis
vannak olyan ,,obes” BMI-vel rendelkez6 egyének, akiknél csak a nagy izomtomeg miatt
nagyobb BMI, mikdzben normal a testzssir tartalmuk, de forditott eset is lehetséges, amikor
egy normal BMI-vel rendelkezd beteg esetében szaporodik fel az abdominalis (hasi zsigerek
kozotti) zsirszovet. Egészségiigyl szempontbdl legnagyobb jelentdsége a centralis, vagy
masnéven abdroid obesitasnak van. Az ilyen tipusu elhizas mértékének meghatarozasara a
haskorfogat mérése a leginkdbb alkalmas, mivel a haskorfogat szignifikéans, pozitiv korrelaciot

mutat a hasi zsirszovet mennyiségével [SIMONYT et al., 2012].

2.4.2. Az elhizas kovetkeztében fellepé WAT diszfunkciok és a kapcsolodo anyagcesere-

rendellenességek

A fehér zsirszovet (White Adipose Tissue, WAT) egy komplex szerv, amelynek
elsddleges szerepe van az energia homeosztazis szabalyozasdban. Az adipocitak nemcsak az

energiatarolas és felhasznalds szempontjabol fontosak, mivel érzékelik az energiaigényeket is,
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¢s paracrin faktorokat valasztanak el, amelyek szabalyozzak az egyéb anyagcserefolyamatokat.
Nagyobb mértékti elhizas esetén példaul a leptin kivalasztodik az adipocitakbol, hogy
kdzpontilag csokkentsék az élelmiszer-bevitelt és noveljék az energiafelhasznéldst, tehat a
zsirszovet fontos szerepet jatszik a test glilkoz homeosztazisanak szabalyozasaban.
[SCHERER, 2006; SUN et al., 2011].

A centralis elhizés esetében elmondhato, hogy a WAT miikodése sulyos karokat szenved,
ezaltal nem megfelelden tarolja el a szervezet az energiafelesleget és elkezdddik a zsirlerakodas
mas szovetekben (lipotoxicitas) [RUTKOWSKI et al., 2015; REILLY és SALTIEL, 2017]. A
zsigeri, ectopids zsirszovet jelentds megnovekedése kozvetleniil kapcsolodik az
inzulinrezisztencia [SIRONI et al., 2004], a gyulladas, a fibrozis, a hipoxia, a megvaltozott
adipokin szekrécio és a mitokondridlis diszfunkci6 kialakuldsdhoz, amelyek mindegyike uj
terapias célpontot jelenthet az elhizas kezelésében [KUSMINSKI et al., 2016].

Elhuzodo pozitiv energia egyensulyi koriilmények kozott az adipocitdk megndvelik a
sejtek méretét és szamat, hogy ellenstlyozzak a fokozott lipid-tarolasi sziikségletet (18. abra).
Azonban ezek a sejtek egy id6 utan elérik azt a hatarértéket, amikor a sejtek és a szovetek
expanzidjanak korlatai miatt a tovabbi anabolikus nyomdast mar nem képesek toleralni. Ennek
elérése stresszt okoz az adipocitakban és a stresszre valaszul gyulladasos folyamatokat indit be

[HUTH etal., 2016; REILLY és SALTIEL, 2017].

Elhizas Az elhizas
Egészséges koévetkezményei
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18. abra. Fehér zsirszovetek expanzioja [LONGO et al., 2019].
Roviditések: WAT, fehér zsirszovet; T2DM, 2.-es tipust diabetes ; NAFLD, alkoholmentes zsiros majbetegség;
CVD, sziv- és érrendszeri betegségek. WAT-fehér zsirszovet; T2D-2. tipust diabetes ; NAFLD, alkoholmentes
zsiros majbetegség; CVD- sziv- és érrendszeri betegségek
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A fehér zsirszovet egészséges vagy egészségtelen tdgulassal reagal a kaloriafeleslegre.
Az adipocita hiperplazia révén torténd egészséges terjeszkedés véd az elhizds metabolikus
szovodményei ellen. Az egészségtelen terjedés az adipocita hipertrofia révén eldsegiti az
elhizassal kapcsolatos metabolikus szovodményeket.

Az adipocita diszfunkcié kovetkeztében a zsirszovet proinflammatoérikus biomarkereket
- prosztaglandinokat, C-reaktiv proteineket (CRP) és citokineket (interleukineket, példaul az
interleukin-6), tumor nekrozis faktor alfat (TNF-a) és leptint - valaszt ki [ELLULU, et al., 2016;
DAS, 2001], ami helyi gyulladdsokhoz, a reaktiv oxigénformak (ROS) tultermelddéséhez, az
antioxidans kapacitas csokkenéséhez [Albano, 2006], IR-hoz ¢és a B-sejtek diszfunkcidjahoz
vezet. [GABORIT et al., 2015; SINGH et al., 2017].

Az elhizas novekedésével az adiponektin, valamint az anti-ateroszklerotikus adipokin
szintje csokken, és a zsirszovet altal termelt gyullad4dsos mediatorok hozzajarulnak a T2DM, a
hiperlipidémia és a kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz [MARSLAND et al., 2010;
GUARNER ¢s RUBIO-RUIZ, 2015], mindemellett az adiponektin szekrécid csokkenése az
inzulin-receptorfehérjéket is gatolja. Valdszinilleg az is hozzajarul az anyagcsere-
rendellenességek kialakulasahoz, hogy ha az izomban magas a zsir ardnya, megnd a szabad
zsirsavak mennyisége a keringésben, ami nagyobb inzulinszekréciot igényel a gliikkdz-
anyagcsere szabalyozasara. Az ebbdl eredd hiperinzulinémia (magas inzuin szint) érzéketlenné
teszi az inzulinérzékeny szoveteket, igy hajlamositja a szervezetet a 2-es tipusu diabetes re
[EATON ¢és EATON, 2017].

Az antocianin indukalja az adiponektin génexpressziojat, javitja az adipocita funkcidt in
vitro és in vivo modellen, ezaltal fontos szerepe lehet a metabolikus szindroma megel6zésében
[TSUDA, 2008].

Az étkezési szokasokkal Osszefiiggd elhizds esetén, tovabbi probléma a szénhidratban
gazdag ételek rendszeres fogyasztasa, mivel az étkezés utani hiperglikémiat eredményez, amely
1smétlédd akut gyulladast okozhat, és hozzajarulhat a kronikus gyulladasos allapot
kialakulasahoz [ESPOSITO et al., 2002]. A gyulladésos jel felgyorsitja a triglicerid-anyagcserét
és noveli a szabad zsirsavszintet a plazmaban. A tartdsan magas szabad zsirsavszint
kovetkeztében aktivalddnak a stressz-kindzok, amelyek gatoljdk az inzulin jelatviteli
utvonalakat, vagyis a szervezet kronikus szisztémas gyulladasa noveli az oxidativ stresszt és
csokkenti az anyagcsere rugalmassagat, ezaltal allandositva metabolikus szindroma,
inzulinrezisztencia és B-sejtkarosodas alakul ki [DANTZER et al., 2008; NUNN et al., 2010;
SEARS ¢s PERRY, 2015].
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2.4.3. A 2-es tipusu diabetes jellemzése

Az elhizas kritikus kockazati tényez6 a 2-es tipusu diabetes kialakulasaban. 2025-re
varhatéoan tobb mint 300 millid6 ember szenved T2DM-vel az elhizas komplikacidjaként
[COLLABORATION, 2016], mivel a T2DM elsédleges oka az elhizas kovetkeztében kialakuld
inzulinrezisztencia (IR) a fehér zsirszovetben, a majban és a csontvazizomban, amit a
hasnyalmirigy B-sejtek megnovelt inzulinszekrécioval kompenzalnak [KUSMINSKI et al.,
2016]. Az elhizas okozta IR Osszefliggésben van az elhizdssal egyiittjar6 mas metabolikus
rendellenességek széles csoportjaval, mint példaul a diszlipidémia, a nem alkoholos eredetii
zsirm4j (NAFLD), a magas vérnyomas [HALL et al., 2015], a koszoruér-betegség ¢és a stroke
(akut agyi érkatasztrofa) [VAN GAAL et al., 2006].

Az inzulin csokkenti a vércukorszintet azaltal, hogy indukalja a gliikozfelvételt az
inzulin-érzékeny szovetekben (vazizom, zsirszovet és maj), és gatolja a maj glikkoztermelését.
IR akkor fordul eld, amikor az inzulin-érzékeny szdvetek elveszitik az inzulinvélaszt, vagyis az
inzulin altal kozvetitett gliikozfelvétel csokken a szovetekben, tehat gatolt az inzulin jelatviteli
utja [YE, 2013]. Ennek hatasara né a vér glikdzszintje, ami serkenti a B-sejtek inzulin
szekréciojat [CZECH, 2017]. Szamos hipotézis magyarazza az elhizott betegek IR-ért felelds
mechanizmusokat (lipotoxicitas, gyulladas, mitokondrialis diszfunkcio, hyperinsulinaemia,
endoplazmatikus retikulum (ER) stressz), és bar nincs egységes mechanizmus elmélet az
megallapithatd, hogy 4altalaban a legtobb tényez6hoz hozza tarsul az elhizas.

A gyulladds is szerepet jatszik a 2-es tipusu diabetes kialakulasaban. A
proinflammatorikus markerek (pl.: CRP), vagy a gyulladascsokkentd markerek (pl.:
adiponektin) megnovekedett szintje, elérevetiti a T2DM kialakulasat. Ez azt jelenti, hogy a
gyulladds az athidaldo kapcsolat az érelmeszesedés ¢és a metabolikus szindroma kozott
[ZIEGLER, 2005].

A plazmaban a megemelkedett lipid, glikoz, inzulin szint, valamint a nem alkoholos
eredetli zsirmdj és a metabolikus szindréma jellemzdéen szintén megelézi az T2DM-et. A
peroxiszoma proliferatorral aktivalt receptorok (peroxysoma proliferator activated receptor,
PPAR) egy transzkripcios faktor, amely szabalyozza azokat a géneket, amelyek modositjak a
vér lipoprotein metabolizmusat és a szoveti lipolizist [VAN RAALTE et al., 2004,
CAMPBELL, 2005; NEHLIN et al., 2006]. Az antocianin bevitel csokkenti a hiperlipidémiat
az elhizast €és az érelmeszesedést. A kozelmultban kimutattak, hogy az izolalt antocianinok és

az antocianinokban gazdag kivonatok moédositjak a PPAR mikodését [XIA et al., 2005;
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MUNOZ-ESPADA ¢és WATKINS, 2006], de az antocianinok hatékonysagat az alabbi
esetekben is bizonyitottak:

a, Meggyel kiegészitett étrendet fogyasztd patkanyok esetében a teljes koleszterin-,
Osszes triglicerid-, gliikkoz-, inzulinszintje szignifikansan csokkent, és a plazma teljes
antioxidans kapacitasa szignifikansan novekedett, a kontrol csoporthoz képest, tovabba a kezelt
csoportnal szignifikdnsan novekedett a majsejtekben a PPAR-a expresszidja. Azt tapasztaltak,
hogy a meggy jotékony hatassal van az inzulinrezisztencia patomechanizmusara és a T2DM-re
is [SEYMOUR et al., 2008].

b, A cianidin-3-gliikozid hatasat vizsgaltdk 3T3-L1 adipocita sejt kultiran, amelyen
H202-dal és TNF-a-val indukaltak inzulinrezisztenciat. Azt tapasztaltak, hogy a cianidin-3-
gliikozid védi a 3T3-L1 adipocitakat mert az antocianin gatolja a c-Jun NH2-terminal kindz
aktivitasat (GUO et al., 2008).

¢, Cassidy és munkatarsai (2015) megallapitottak, hogy a rendszeres antocianinokban dus
taplalkozas kulcsfontossagii  tényez6 lehet a kronikus Dbetegségek kockazatanak
csOkkentésében. Ezt a kijelentést egy 18 éven at tartd kutatds eredményeire alapoztak, melyben
fiatal és kozépkori ndk esetében a magas antocianintartalmu étel fogyasztasa (hetente 3x)
csOkkentette a miokardialis infarktus kockazatat. Véleményltik szerint az életmod valtoztatas,
illetve a gyulladascsokkentd tulajdonsdgokkal rendelkezd biologiailag aktiv molekuldkat
tartalmazo étrend fogyasztasa, jelentésen csokkentheti a T2DM és a koszortiér-betegség
(Coronary artery disease-CAD) kialakulasanak kockazatat, mivel csokkentheti a T2DM-mel
jaré nagy kardiovaszkularis terheket [CASSIDY et al., 2013].

d, A cianidin-gliikozidok, human neutrofil granulocitakbdl izolalt, lipoxigenaz enzimre
gyakorolt inhibicios aktivitasanak in vitro vizsgaltdban Knaup és munkatarsai (2009)
megallapitottak, hogy az antocianin vegyiiletek jo inhibitorai a lipoxigenaz enzimnek. A human
lipoxigenazok koziil az 5-lipoxigendz enzim felelds a leukotriének bioszintéziséért, amelyek
hatasos mediatorok a gyulladasos €s allergias folyamatokban, tehat e korképek megeldzésében
az 5-lipoxigenaz-gatlasnak jelentds szerepe lehet [KNAUP et al., 2009].

e, Mindezek mellett Mulabagal és munkatarsai 2007-ben in vitro kisérletekkel igazoltak
a cianidin-glikozidok COX I és COX II enzimekre gyakorolt inhibicids aktivitasat 5 uM

koncentracidban.
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2.4.4. Az elhizas és a T2DM megelozése és kezelése

A T2DM-ben szenvedOk szama viladgszerte novekszik. Ezt a betegséget az
inzulinrezisztencia és a hasnyalmirigy Langerhans szigeteiben elhelyezkedd [-sejtek
diszfunkcioja jellemzi, amely mikro- és makrovaszkularis szovodményekhez vezet. Bar
l1éteznek bizonyos farmakoldgiai stratégidk és miitéti beavatkozasok az obesitas kezelésére, az
elhizas megbizhat6 és biztonsagos kezelése még mindig nincs hatékony megoldas.

Az elhizds okai nyoman az étkezési és életmodbeli beavatkozasok megfelelonek
tinhetnek az elhizas kezelésére €s a metabolikus valtozasok megeldzésére. A mérsékelt és
progressziv fogyas javitja a kiilonféle szovetek anyagcseréjét €s befolydsolja a zsirszovetek 6
bioldgiai tutvonalaiban a doézisfiiggd folyamatokat, fenntartdsuk hosszii tavon sokszor
nehézségeket okoz vagy nem kivitelezhetd [MAGKOS et al., 2016].

Az antocianin fokozza az inzulin szekréciot [JAYAPRAKASAM et al., 2005; ROY et al.,
2008; NIZAMUTDINOVA et al., 2009], hatasara né6 a GLUT-4 (Glucose transporter type 4,
a gliikkoz felvételt a sejtekben [NIZAMUTDINOVA et al., 2009]. Szamos polifenolt tartalmazé
extraktumokrol igazoltak, hogy hatékony a-gliilkoziddz inhibitor, csak ugy, mint a szintetikus
inhibitorok pl.: az akarbdz, amelyet jelenleg terapiasan alkalmaznak a T2DM-ban szenvedéknél
[TOELLER, 1994]. Osszefoglalva az antocianinrél elmondhatd, hogy azaltal csdkkentik a
vércukorszintet, hogy javitja az inzulinrezisztenciat, védi a B-sejteket, noveli az inzulin
szekreciot és csokkentik a cukrok emésztését a vékonybélben.

Friedman és munkatarsai (2004) a leptin felfedezésével reményeket keltettek az elhizas
kezelésére, de hamar kideriilt, hogy nem képes hatékonyan el6idézni a telitettség érzését és
érdemben csokkenteni a taplalékbevitel [FREDERICH et al., 1995; CONSIDINE et al., 1996].
Az exogén modon beadott leptin csokkenti a taplakékbevitelt €s a testtomeget sovany
egerekben, azonban hatastalan maradt olyan egerek esetében, melyeknél az elhizast magas
zsirtartalmu étrenddel valtottak ki (diet-induced obese mice, DIO egerek) [HALAAS et al.,
1997], ennek oka a leptinrezisztencia kialakulasa.

Az eddigi kudarcok ellenére, az mar bizonyos, hogy egyes élelmiszerek, illetve bizonyos
bioldgiailag aktiv komponensek segithetnek a korképek megelézésében és kezelésében. Példaul
a bioaktiv vegyiiletekben gazdag étrend aktivan javithatja a WAT miikodését, ezért jotékony
hatassal lehet az elhizas klinikai tiineteire [ROSA et al, 2012; SIRIEARDHANA et al., 2013].
Ez az oka annak, hogy az elmult évtizedben fokozodott a tudomanyos érdeklodés az ilyen

komponensek, példaul az antocianinok lehetséges terapias hatasainak kutatdsa irant.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. FELHASZNALT ANYAGOK
3.1.1. Meggy

A kisérleti munkakhoz hasznalt, kiillonboz6 évjarati és termesztési technologidju
meggyfajtakat az Ujfehértéi Gyiimolcstermesztési Kutato és Szaktanicsadd Nonprofit
Kozhaszni Kft., valamint a Pallagi Kertészeti Kisérleti Telep segitségével szereztiik be,
valamint a Mirelite Mirsa ZRt.-t61 vasaroltuk. A gylimolcsok a bioldgiai érettség allapotaban
kertiltek leszedésre, és hiitott koriilmények kozott taroltdk, majd szallitottdk a Debreceni
Egyetem, Mez6gazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar (MEK)
Elelmiszertechnologiai Intézetébe, ahol fagyasztoban (-20 °C-on) taroltuk a feldolgozasig, és

ahol a méréseket elvégeztiik.

3.1.2. Egerek

Kisallatkisérletiinkhéz 35 him C57BL/6J egeret szereztiink be az Innovo Kft-t6l, ami a
The Jackson Laboratory magyarorszagi forgalmazoja. A kisérlethez felhasznalt egértapokat
(standard (S8106-S011 SM R/M-Z+H) és magas zsirtartalmi (RM AFE 45% FAT SY (P))
egértapot a Special Diets Services-t6l (Egyesiilt Kiralysag) varasoltuk.

3.1.2.1. Etikai engedély

Az egerekkel végzett Osszes kisérletet az Eurdopai Kozosség és a Debreceni Egyetem
Allatkutatasi Bizottsaganak kisérleti allatok gondozasara és felhasznalisira vonatkozod
iranyado elveinek megfeleléen végeztiik el (etikai kodszam: 15/2013 / DE MAB, az etikai
benyujtas jovahagyasanak idépontja: 2013. 4prilis 15.).

3.1.3. Felhasznalt vegyszerek és oldoszerek

Kisérleteinkhez az analitikai tisztasagu vegyszereket és standardokat,valamint a HPLC és
az UHPLC analizisekhez a HPLC gradiens tisztasagii oldoszereket, illetve a mintak
tisztitdsdhoz sziikséges eszkdzoket a kovetkezd gyartoktol szereztiik be:

- Sigma (Sigma-Aldrich, Németorszag): kristalyvizes vasklorid (FeClz-6H20), TPTZ
(2,4,6 tripiridil-S-triazin), ABTS (2,2’-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfonsav),
Folin-Ciocalteu reagens, kalium-perszulfat (K2S20g), kristalyvizes aluminiumklorid
(AICI3-6H20), Na-karbonat (Na2CQ3), aszkorbinsav, Na-acetat (CoHzNaO>), Trolox (6-

49



hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxilsav), procianidin A2 és a polifenol
sztenderdek (daidzein, galluszsav, kvercetin, rutin, klorogénsav, neoklorogénsav,
cianidin-3-O-glikozidot, genisztein, genisztin), SOD enzim, o-amilaz,proteaz,
SupelcleanTM ENVITM-18, 3 mL Tubes No. 57063,

- VWR International (USA): Keracyanin chloride (Cyanidin-3-ruthinoside chlorid),
HPLC tisztasdgi metanol, etanol, hangyasav és acetonitril,

- AppliChem (Németorszag): Kuromanin chloride (Cyanidin-3-glucoside chloride),
Oenin chloride (Malvidin-3-glucoside) chloride, Malvidin chloride (Malvidin-3,5-
diglucoside chloride),

- Alfa Aesar Chemicals (Németorszag): tokoferol standardok,

- Novozymes (Dania): Pectinex xxl|

- BPS Business Power System Kft. (Analytic Jena, Németorszag): a PLC méréshez
sziikséges ACW, ACL kittek,

- R&D Systems (USA) Mouse adiponectin and resistin enzyme linked immunosorbent
assay kits (MRP300 és MRSNO0O),

- EMD Millipore Corp. (USA) MILLIPLEX MAP Mouse Metabolic Hormone Magnetic
Bead Panel (MMHMAG-44K).

3.2. MINTAK ELOKESZITESE
3.2.1. Szaritas

Mivel egyes vizsgalatok soran a mintaban 1év0 viz kedvezdtleniil befolyasolhatja a mérési
eredmény pontossagat, esetenként szilikségiink volt a minta kiméletes szaritdsara, amit
liofilizalassal biztositottunk.

A friss mintakat kimagoztuk, daraboltuk, el6fagyasztottuk (-80 °C-on, 2 6ra), majd
liofilizalasig -18 °C-on taroltuk. CHRIST ALPHA 1-4 LSC tipust berendezéssel végeztiik a
szaritast -20 °C-on (a kezdeti polc hdmérséklet +20 °C, a nyomas 0,1030 kPa) 12 o6ran at. A
liofilizalasi fazist a teljes szaradas érdekében haromszor végeztiik el és az ismétlések kozott
mintakat poritottuk. A folyamat eldtti és utani tomegek ismeretében a késObbiekben vissza

tudtuk szamolni a mérési eredményeket nyers tomegre.

3.2.2. A meggymagok olajtartalmanak kinyerése

A gyliméleshus eltavolitdsa utana a magokat szobahdmérsékleten szaritottuk, fajtanként

lemértiik a magok tomegét (Sartorius BI210S analitikai mérleg), és feltortiik a magokat, hogy
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a csonthéjat elvalasszuk az endospermiumtol, melyet dérzsmozsarban homogenizaltunk. A
mintdkat BIOSAN MSH300 magneses keverén 45 ml n-hexdnnal kevertettiik (1 6ra). A
kivondst kdvetéen a mintakat sziirdpapiron sziirtiik, és a keletkezett permeatumot BUCHI R-

210 vakuumbeparloval paroltuk be. A modszer utolsd 1épéseként a visszamaradt apolaris

frakciot centrifugaltuk (,,2-16 Sartorius” (Sigma), 5 perc, 10000 pe—lrc). Az olajokat a muiszeres

mérésekig hiitve (-20 °C-on) taroltuk.

3.2.3. A4 liofilizalt mintak elokészitése antioxidans kapacitas meghatarozasara

crer

Az antioxidans aktivitas vizsgalatahoz a liofilizalt mintakbol 25 mg/cm? koncentraciéju
oldatokat készitettiink Eppendorf csovekben. Az oldatok elkészitéséhez az adott vizsgalati
modszerekhez eldirt oldoszereket hasznaltuk fel (4.5. fejezet: FRAP — desztillalt viz, DPPH -
metanol, TEAC — metanol, ACW — desztillalt viz, ACL - metanol). A szilard és folyadék fazis

elvalasat centrifugaval (5 perc, 10000 pe—lrc) segitettiik eld, és a vizsgalatokhoz az igy kapott

feliilaszokat hasznaltuk fel.

3.2.4. Az antocianinok kivondsa

A friss meggymintdkat kimagoztuk, majd Braun Multiquick mixer segitségével
homogenizaltuk. Az extrahalast 96 %(m/m)-0s etanol, viz és ecetsav (25:24:1) elegyével
végeztiik el. A kioldas soran (1 6ra) folyamatos keverést biztositottunk. Durva szlirést kovetden

a szilard és folyadék fazis elvalasat centrifugaval (5 perc, 10000 pe—lrc) segitettilk eld. A

meggybol kioldott vegyliletekbol az antocianinok kivondsat Supelclean ENVI-18 SPE
oszlopokon végeztiik [KIM et al., 2005]. Az oszlopok kondicionalasat 5 mL EtOH-lal végeztiik,
melyet 5 mL desztillalt vizzel mostunk le a toltetrdl. Oszloponként 1 mL meggykivonatot
adagoltunk, majd az antocianinok elualasa 80 %(m/m)-os vizes etanollal tértént. Az elualoszer
vakuumbeparloval tavolitottuk el (40 °C, Heidolph Hei-VAP Value rotary evaporator
(Németorszag)) [HOMOKI et al, 2016].

3.3. MEGGYKIVONATOK KESZITESE

3.3.1. Kioldhato antioxidansok kivonasa
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Az extrakciohoz magozott, fagyasztott meggyet hasznaltunk fel, melyet kiolvasztast
kovetden Braun Multiquick mixer segitségével homogenizaltuk. Az antioxiddns hatasu

vegyliletek kioldasahoz két oldoszer elegyet hasznaltunk fel (19. abra).

3.3.1.1. A kioldhato antioxidansok extrakcidja etanol ¢és viz elegyével (1-es

oldoszerkombinacid)

200 g mintat 150 mL etanol (96 %) és 150 mL desztillalt viz elegyével extrahaltunk
folyamatos keverés mellett 2 6ran at (1/A). A kivonasi 1d6 letelte utan a szilard és folyadék

fazis elvaléasat ,,Eppendorf Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipust laboratériumi centrifugaval

(15 perc, 4000 ﬁ) segitettiik eld, majd eltavolitottuk a feliilaszot. A visszamaradt rosthoz 150

mL etanolt (96 %) adtunk, majd ujabb 2 o6ran at kevertettiik (1/B). Centrifugalas utan (15 perc,

4000 ﬁ) eltavolitottuk a feliiluszot. A feliiliszok beparlasat kiilonbozé kombinéciokban is

elvégeztiik. Az 1/A és az 1/B kivonatok feliiluszoit beparoltuk kiilon-kiilon (1/AS és 1/BS),
valamint egybe ontve is (1/AS + 1/BS). Az oldészert vakuumbeparloval tavolitottuk el (40 °C,
Heidolph Hei-VAP Value rotary evaporator (Németorszag)). A szétvalasztast kovetéen
visszamaradt rostot (1/R) liofilizaltuk, homogenizaltuk (Gorenje SMK 150 B kavédaralo), és a

tovabbi felhasznalésig fagyasztoban (—20 °C) taroltuk.

3.3.1.2. A kioldhat6 antioxidansok extrakcioja metanol és aceton felhasznalasaval (2-es

oldészerkombinacio)

200 g mintat extrahaltunk 300 mL savas metanol (HCL) és viz elegyével (50:50; pH 2)

folyamatos keverés mellett 2 oran at (2/A). A kivonasi id6 letelte utan a szilard és folyadék
fazis elvalasat laboratériumi centrifugdval (15 perc, 4000 pe—lrc ) segitettilk eld, majd
eltavolitottuk a feliiluszot. A visszamaradt rosthoz 300 mL aceton/viz (70:30 %(v/v)) adtunk,

majd ujabb 2 oran at kevertettiik (2/B). Centrifugalas utan (15 perc, 4000 ﬁ) eltavolitottuk a

feliiluszot. A feliiliszok beparlasat kiilonb6z6 kombinacidkban is elvégeztiik. Az 2/A és az 2/B
kivonatok feliiluszdit beparoltuk kiilon-kiilon (2/AS és 2/BS), valamint egybe ontve is (2/AS +
2/BS). Az oldoszert vakuumbeparloval tavolitottuk el (40 °C, Heidolph Hei-VAP Value rotary
evaporator (Németorszag)). A szétvalasztast kovetden visszamaradt rostot (2/R) liofilizaltuk
(ScanVac CoolSafe 55-4 Pro lyophilizer), homogenizaltuk (Gorenje SMK 150 B kavédaralo),
és a tovabbi felhasznalasig fagyasztoban (—20 °C) taroltuk [SAURA-CALIXTO és GONI,
2006].
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19. abra. Az antioxidédnsok kivonédsanak dbraja meggybdl.

Roviditések: 1/AS: beparolt etanol:viz kivonat; 1/BS: az etanolos, vizes kivonast kdvetd etanol kivonat beparolva; 1/AS + 1/BS: az 1/AS és az 1/BS kivonat egyiitt
beparolva; 2/AS: bepérolt savas metanol:viz kivonat; 2/BS: a savas metanolos, vizes kivonast kdvetd aceton:vizes kivonat beparolva; 2/AS + 2/BS: a 2/AS és a 2/BS kivonat
egyiitt beparolva; 1/R: az 1-es olddszerkombinacios kivonas utan visszamaradt szaraz rost; 1/RC: az 1/R rost hidrolizalhat6 tanninos kivonasabol szarmazo feliiluszo; 1/RH: az
1/R rost kondenzat tanninos kivonasabdl szarmazo feliiluszo; 1/RA: az 1/R rost lgos hidrolizisébdl szarmazo feliiliszo; 1/RPR: az 1/R rost protedz enzim hidrolizisébdl
szarmazo feliiluszd; 1/RPE: az 1/R rost pektinaz enzim hidrolizisébdl szarmazo feliiliszd; 1/RAA: az 1/R rost a-amilaz enzim hidroliziséb6l szarmazo feliiliszo; 2/R: a 2-es
olddészerkombinacids kivonas utan visszamaradt szaraz rost; 2/RC: az 2/R rost hidrolizalhaté tanninos kivonasabdl szarmazo feliiliszo; 2/RH: az 2/R rost hidrolizalhat6 tanninos
kivonasabol szarmazo6 feliilaszo; 2/RA: az 2/R rost lgos hidrolizisébdl szarmazo feliiliiszo; 2/RPR az 2/R rost proteaz enzim hidrolizisébdl szarmazo feliiluszo; 2/RPE: az 2/R
rost pektindz enzim hidrolizisébdl szarmazo feliiluszo; 2/RAA: az 2/R rost a-amilaz enzim hidrolizisébdl szarmazo feliiliszo.



3.3.1.3. A kivonatok el6készitése az UHPLC-s vizsgalatokhoz

A meggykivonatokban (1/A + 1/B és 2/A + 2/B) 1évd antocianinok kinyerésére
Supelclean ENVI-18 SPE oszlopokat hasznaltunk. Az oszlopok kondicionalasat 5 mL EtOH-
lal végeztilk, melyet 5 mL desztillalt vizzel mostunk le a toltetrél. Oszloponként 1 mL
meggykivonatot adagoltunk, majd az antocianinok eludldsa metanol:viz; 80:20 eleggyel tortént.
Ez elualoszer vakuumbeparloval tavolitottuk el (40 °C, Heidolph Hei-VAP Value rotary
evaporator (Németorszag)) [KIM et al., 2005].

3.3.2. Nem kioldhaté antioxiddansok kivondsa hidrolizissel

A tobblépcsos extrakcid utdn visszamaradt rost kotott formaban tovabbra is tartalmaz
antioxidansokat. A nem kioldhaté antioxiddnsok kinyerésére kiilonbozé elven miikodo

hidrolizal6 eljarasokat alkalmaztunk (19. abra).

3.3.2.1. Hidrolizalhat6 tanninok kivonasa

A két oldészerkombinacioval tortént kivondsbol visszamaradt széritott rostokbol
kimértiink 10-10 mg-ot, majd hidrolizaltuk 2 mL metanol és 200 pL kénsav (98 %(m/m))
elegyében (20 6ra, 85°C). A hidrolizatumot ,,Eppendorf Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipust

laboratoriumi centrifugaval centrifugaltuk (4574 ﬁ, 10 perc), majd a feliiltiszot eltavolitottuk.
A visszamaradt rostot 2-2 mL desztillalt vizzel kétszer mostuk és centrifugalas utan a

feliiluszokat egybe gytijtottiik. [HARTZFELD et al., 2002]. Az 1/R rostbol szarmazo6 feliiluszot
1/RH-nak, a 2/R rostbdl szarmazot 2/RH-nak neveztiik el.

3.3.2.2. Kondenzalt tanninok kivonasa

A két oldoszerkombinacidval tortént kivonasbol visszamaradt szaritott rostokbol
kimértiink 10-10 mg-ot, majd 3 mL HCI (37 %(m/m)/butanol (5:95) és 100 uL 2 %(m/m)-0s
FeCls-oldat elegyével hidrolizaltuk 100 °C-on 3 oran at. A hidrolizatumot ,,Eppendorf

Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipust laboratoriumi centrifugéaval centrifugaltuk (4574 pe—lrc, 10

perc), majd a feliilaszot eltavolitottuk. A visszamaradt rostot 2-2 mL HCI (37 %(m/m)/butanol
(5:95) elegyével kétszer mostuk €s centrifugalds utan a feliiliszokat egybe gytjtottik. [REED
etal., 1982; PORTER et al.,1985]. Az 1/R rostbol szarmaz¢ feliiluszot 1/RC-nek, a 2/R rostbol

szarmazot 2/RC-nek neveztik el.



3.3.2.3. Nem kioldhat6 antioxidansok kivonasa lagos hidrolizissel

Bar a hidrolizal6 eljarasok koziil a legismertebbek a savas hidrolizal6 eljarasok, a lugos
hidrolizalasnak is nagy jelentdsége van. A gyakorlatban sokkal kdnnyebben kivitelezhetd a
savas hidrolizissel szemben, ugyanis nem igényel hosszas vizflirdds kezelést (85-100 °C, 3-20
ora). Ugyanakkor az irodalom szerint a kinyerhet6 mennyiségre nem sokkal marad el a savas
hidrolizissel nyerheté mennyiségtol. Ezért a mintdinkat NaOH-os kezeléssel is elokészitettiik a
tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez (17. abra).

A két oldészerkombinacidval tortént kivondsbol visszamaradt széritott rostokbol
kimértink 0,1 g-ot, majd 5 mL NaOH-dal (4 mM) hidrolizaljuk 25 °C 1 6ran at. A
hidrolizatumot ,,Eppendorf Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipust laboratoériumi centrifugaval

centrifugaltuk (4000 ﬁ, 10 perc), majd a feliiltiszot eltavolitottuk. A visszamaradt rostot 2-2

mL desztillalt vizzel kétszer mostuk és centrifugéalas utan a feliiliszokat egybe gylijtottiik.
[ANOKWURU et al., 2018]. Az 1/R rostbol szarmazé feliilaszot 1/RA-nak, a 2/R rostbol

szarmazot 2/RA-nak neveztik el.

3.3.2.4. Nem kioldhat6 antioxidansok kivonasa enzimes hidrolizissel

Az er6teljesebben hato hidrolizald eljarasok (savas, ligos) mellett nagy jelentdsége van
az enzimes eljarasoknak is. Ebben az esetben az ez eljaras elénye, hogy az enzimes eljarasokkal
azokat a martixalkotokat (fehérjéket, rostokat és cukrokat) bontjuk le, melyekhez az antioxidans
hatasti vegyiiletek kotddnek. Ezzel a modszerrel az értékes vegyiiletek varhatéoan kisebb
karosodast szenvednek el. Az irodalomban azonban nem talaltuk adatot arra, hogy ez a gyengéd
eljaras milyen hatdssal van a kinyerhetd mennyiségre. Ezért a mintdinkat harom kiilonb6z6

enzimmel is kezeltiik a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez (19. abra).

Enzimes hidrolizis proteazzal

A két oldészerkombinacidval tortént kivondsbol visszamaradt széritott rostokbol
kimértiink 0,1 g-ot, majd 5 mL DPBS-t és 10 pL Tirozint (50 mg/mL; 3550 Tirozin units/mL)
adtunk hozzajuk. A mintakat 1 6ran at inkubaltuk 60 °C-on. Az enzimes hidrolizis leallitasahoz

a mintdkat 10 percig 100 °C-on forraltuk. A hidrolizatumot ,,Eppendorf Cetrifuge 5810R”
(Eppendorf) tipust laboratériumi centrifugaval centrifugéltuk (4000 pe—lrc, 5 perc), majd a

feliiluszot eltavolitottuk. A visszamaradt rostot 2-2 mL desztillalt vizzel kétszer mostuk és
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centrifugalas utan a feliiliszokat egybe gytjtottik. [ANOKWURU et al., 2018]. Az 1/R rostbol

szarmaz¢ feliiliszot 1/RPR-nek, a 2/R rostbol szarmazot 2/RPR-nek neveztiik el.

Enzimes hidrolizis pektinazzal

A két oldészerkombinacidval tortént kivondsbol visszamaradt széritott rostokbol
kimértiink 0,1 g-ot, majd 5 mL DPBS-t és 10 puL Pektinazt (Pectinex XXL) adtunk hozzajuk.
A mintakat 1 6ran t inkubaltuk 25 °C-on. Az enzimes hidrolizis leallitasdhoz a mintakat 5 percig
100 °C-on forraltuk. A hidrolizatumot ,,Eppendorf Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipusa

laboratoriumi centrifugdval centrifugaltuk (4000 pe—lrc, 5 perc), majd a feliiluszot eltavolitottuk.

A visszamaradt rostot 2-2 mL desztillalt vizzel kétszer mostuk és centrifugalds utan a
feliilaszokat egybe gytjtottik. [GUO, 2017]. Az 1/R rostbol szarmazo feliilaszot 1/RPE-nek, a
2/R rostbol szarmazot 2/RPE-nek neveztiik el.

Enzimes hidrolizis a-amilazzal

A két oldészerkombinacioval tortént kivondsbol visszamaradt szaritott rostokbol
kimértiink 0,1 g-ot, majd 5 mL DPBS-t és 10 puL a-amilazt (3000 Units/mL) adtunk hozzajuk.
A mintdkat 10 percig inkubaltuk 37 °C-on. Az enzimes hidrolizis leédllitasdhoz a mintdkat 20

percig 100 °C-on forraltuk. A hidrolizatumot ,,Eppendorf Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipust

laboratoriumi centrifugdval centrifugaltuk (4000 pe—lrc, 5 perc), majd a feliiluszot eltavolitottuk.

A visszamaradt rostot 2-2 mL desztillalt vizzel kétszer mostuk és centrifugalas utan a
feliiluszokat egybe gytjtottik. [ANOKWURU et al., 2018]. Az 1/R rostbdl szarmazo feliiluszot
1/RAA-nak, a 2/R rostbdl szarmazot 2/RA A-nak neveztiik el.

3.4. A KISALLATKISERLET KORULMENYEI
3.4.1. A kisérleti allatok tartasi kériilmenyei és kezelése

Megérkezésiik utan az allatoknak egy hét alkalmazkodasi id6t biztositottunk. Ez 1d6 alatt
az egerek standard miianyag ketrecekben tartottuk 22-24 °C-on, 12-12 6ras sotét-vilagos
ciklusban, ad libitum ellatva normal egér tappal (S8106- S011 SM R/M-Z+H; ssniff
Spezialdidten GmbH, Németorszag) és csapvizzel.

Az els6 hét letelte utan az allatokat véletlenszeriien osztottuk harom csoportba. A kontroll
csoportot (n=11) tovabbra is normal egér tappal és csapvizzel lattuk el ad libitum. A masodik

csoportba (n=12) keriilt egyedeket magas zsirtartalmt tapon (RM AFE 45% FAT SY (P),
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Special Diets Services, Egyesiilt Kiralysag) és 5 %(m/m)-0s cukortartalma csapvizen, tehat
magas energiatartalmu étrenden (MEE) tartottuk. Mig a harmadik csoportba tartozé egerek
(n=12) a masodik csoport magas energiatartalmti étrendet kapott antocianinnal kiegészitve
(MEEA), vagyis a mésodik csoportnal is alkalmazott magas zsirtartalmi tapot, valamint 5
%(m/m) cukrot és antocianinokban gazdag meggykivonatot tartalmazo vizet.

A kisérleti fazis hat hétig tartott. Ez alatt az egerek sulyat hetente kétszer, a vizfogyasztast
napi rendszerességgel mértiik. Erre azért volt sziikség, mert az antocianin tartalm ivovizet a
mért adatok figyelembevételével készitettilk el a napi adagolasi protokoll (D=60 mg/kg)
fenntartasa érdekében.

Az antocianin-oldatot az egerek napi vizfelvételének (Wlq) és testtomegének (BW)
fiiggvényében, az aldbbi képlet alapjan szamoltuk ki:

D (mg/kg) » BW(kg)
Wl (mL)

¢ (mg/mL) =

3.4.2. A vermintak elokeszitése

1
perc

Allatonként 500 pl teljes, friss vért centrifugaltunk 10 percen keresztiil 3000

,,Eppendorf Cetrifuge 5810R” (Eppendorf) tipusu laboratoériumi centrifugaval. Az iiledéket,

vagyis a vorosvértesteket haromszor mostuk 1,5 mL fiziologias NaCl-oldatban, majd Gjra
centrifugaltuk (5 perc, 3000 pe—lrc) minden alkalommal, a feliiluszokat eltavolitottuk és az
iiledékkel dolgoztunk tovabb.

A megtisztitott vorosvértestek szétesését 1 mL hideg viz hozzdadasaval, és egy 15 perces
inkubacidval (4 °C) értiik el. Ezutan a mintakat cetrifugaltuk (5 perc, 4 °C, 3000 ﬁ), majd a

feliiluszot haromszorosara higitottuk.

3.5. MERESI MODSZEREK

3.5.1. Mérési modszerek spektrofotométerrel
A teljes kisérleti munka tobb, mint 10 évet dlel fel, ami a technologiak gyors fejlodésének
szempontjabol hosszii idének tekinthetd. Ennek megfelelden egyes, a mérések korai
szakaszaban alkalmazott miszerek és modszerek lecserélddtek, modosultak. Emiatt egyes
analitikai vizsgalatok leirdsat a fejezet tobbféleképpen is tartalmazza. A mintdkban 1évd

komponensek kioldasat és mérését minden esetben haromszori ismétlésben végeztiik el.
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3.5.1.1. Vasredukaloképességen alapuld antioxidans kapacitast meghatarozé modszer -

FRAP

A FRAP értékek meghatarozasa Benzie és Strain modszere (1999) alapjan torténik, mely
azon alapszik, hogy a 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazin Fe(III) komplexe antioxidans jelenlétében
Fe(Il) vegyiiletté redukalodik. A reakcio kovetkeztében a kezdetben aranysarga szinli komplex

szine kékre valtozik (20. abra).

- \
@\( p
. I + antioxidans N /N
e |\)\ e FE}I\)
U/“( J\Q“” ) U/L 8/
y [Fe(llNTPTZ), [Fe(INTPTZ),J** )
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20. abra. A FRAP (Vasredukaloképességen alapul6 antioxidans kapacitast meghatarozo)
modszer sordn lejatszodo reakeio.

A méréshez sziikséges munkaoldat acetat puffer, FeCls-oldat és 2,4,6-tri (2-Piridil)-1,2,5-
triazin (TPTZ) -oldat 25:2,5:2,5 aranyt elegyébdl all. Az acetat puffer elkészitéséhez egy literes
mérélombikban kevés desztillalt vizben (DV) feloldottunk 3,1 g natrium-acetatot*3H>0-ot,
majd hozza adtunk 16ml ecetsavat és a folyadékelegy térfogatat DV-zel egészitettiik ki, majd
az oldat pH értékét 3,6-ra allitottuk be. A FeCls-oldathoz 54 mg FeCls so6t oldottunk 10ml DV-
ben, mig a TPTZ-oldathoz 31,23 mg TPTZ-t oldottunk 10 ml DV-ben, majd hozza adtunk 33,5
ul cc. sésavat (37 %(m/m)).

A mérdelegy Osszetétele vak esetében 75 ul DV és 2250 pl munkaoldat, standard
eseetében10 pul aszkorbinsav-oldat (1-0,1 mg/ml), 65 ul DV és 2250 ul munkaoldat volt, mig a
minta esetében 10 pl megfeleléen higitott mintaoldatbol, 65 pl DV-bél és 2250 pl
munkaoldatbol allt.

A mérést egyfényutas spetrofotométerrel (Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro,
Anglia) tortént kvarc kiivettdkban, 593 nm.

3.5.1.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) gyok megkotésén alapuld antioxidans

kapacitast meghatarozo modszer

A DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ami egy lila szinl stabil gydk, mely jellemz6

aktivitast mutat 517 nm-en. Az analizis sordn lezajlé reakcidoban a vizsgdlandd6 minta

58



antioxidans hatdsu vegyiiletei H-atomokat szolgaltatnak DPPH gyoknek, mely ezekkel reagalva
elveszti szinét, tehat a folyamat eredményeként az abszorbancia a minta antioxidans

kapacitasaval aranyosan csokken (21. abra). Az oxidativ hatas er6sségét altalaban azzal az

crcr

crer

trolox egyenértékben [BRAND-WILLIAMS et al., 1995].

l. |
O,N N O2N NH
:@[ Antioxiddns m
O,N NO,

DPPH (ox) DPPH (red)

21. abra. A DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gy6k megkotésén alapulé modszer soran
lejatszodo reakceio.

A vizsgalathoz hasznalt munkaoldat 9%-0s metanolos DPPH oldat volt. A méréelegy
Osszetétele vak esetében 1500 pl metanol és 1500 pl munkaoldat, standard eseetébenlO pl
trolox-oldat (0,03-0,2 mg/ml), 1400ul metanol és 1500 pl munkaoldat volt, mig a minta
esettben 100 pl megfeleléen higitott mintaoldatbol, 1400 ul metanolbol és 1500 pul
munkaoldatbol 4llt.

A mérést 30 perc inkubalas utan (25 °C, sotét helyen) egyfényutas spetrofotométerrel

(Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro, Anglia) tortént kvarc kiivettdkban, 517 nm.

3.5.1.3. Troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitast meghatarozé modszer - TEAC

A Troloxra vonatkoztatott antioxidans Kapacitas modszer elvét Miller és munkatarsai
(1993) dolgoztak ki. A modszerben hasznalt ABTS*-kation egy mesterségesen elballitott gyok,
mely reagdl a mintdban megtalalhat6 antioxidansokkal. A reakcid soran az eredetileg sotétzold
gyok elszintelenedik, igy a szinintenzitas csokken (22. abra). A szinvaltozas mértéke aranyos a

minta antioxidans kapacitasaval.
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22. abra. TEAC (Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitast) mehgatarozo modszer
soran lejatszodo reakcio.

A munkaoldat elkészitéséhez az ABTS (2,2’-azinodi-3-etilbenzotiazolin-6-
szulfoninsav)-oldatot (7mmol/L) 1:1 térfogataranyban oxidaljuk kalium-perszulfat (4,95
mmol/L) jelenlétében ABTS-kation gyokké. A reakcio teljes lejatszodasahoz 12 orara
sziikséges, igy ez 1d0 alatt a reakcidelegyet sotét helyen, szobahdmérsékleten inkubdltuk. Az
elkésziilt oldatot 10-szeresére higitva hasznaltuk fel a méréshez. A mérést spektofotométeren
(Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro, Anglia), az 6sszeméréstdl szamitva 20 perc
elteltével kell elvégezni (addig a kémcsoveket sotétben taroljuk).

A mérést 20 perc inkubalas utan (25 °C, sotét helyen) egyfényutas spetrofotométerrel
(Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro, Anglia) tortént kvarc kiivettakban, 734 nm.

3.5.1.4. Antocianinok meghatarozéasa pH differencialis modszerrel

Az antocianinok egyik kiilonleges tulajdonsaga, hogy a kornyzetiik pH értékétdl fiiggden
valtozik a sziniik, igy a mérési mdodszer ezt a jelenséget hasznalja fel (23. dbra). A mintakat két
pH értéken (pH 1 és 4,5) vizsgaljuk, és a mérést is két hullamhosszon végezziik el [LEE et al.,
2005].

\ Flavilium kation / Hemiketal forma

pH=1 pH=4,5

S~ -

23. abra. A pH differencialis modszer soran lejatszodo reakcid
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A vizsgalathoz tehat el6 kell készitettiink egy pH 1,0-es puffert (67 ml HCI-oldathoz (1,7
ml c.c. HCI és 100 ml DV elegye) 25 ml KCl-oldatot (1,49 g KCI 100 ml DV-ben oldva)
mértiink hozza) és egy pH 4,5-06s puffert (1,64 g Na-acetat 100 ml DV-ben oldva, pH c.c. HCI-
val beallitva). A két kiilonb6zé pH-ju oldattal elékészitett mintak (3,6 ml pufferhez 0,4 ml
minta) 530 és 700 nm-en (Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro, Anglia) is lemértiik,
majd az alabbi képletekkel értékeltiik ki:

AA = (A530nm,pH1,0 - A700nm,pH1,0) - (A53O,pH4,5 - A700nm,pH4,5)

OO(E)= AA *D*M

m exL m

A~Abszorbancia
L~kiivettahossz (1 cm)
£~26900 “/mot+cm

M~Molaris tomeg (449,2 %mo1)
D~ Higitas (10)

m~ minta bemért tomege (g).

3.5.1.5. C-vitamin-meghatarozas

Ebben a mérési modszerben a C-vitamin redukald tulajdonsagat hasznaljuk fel, mely
soran a Fe(Ill) ionokbol ekvivalens mennyiségli Fe(Il)ionok keletkeznek. Utdbbiak a,o’-
dipiridil reagens jelenlétében szines komplexet képeznek, ezaltal a C-vitamin mennyisége
spektrofotometriasan mérhetévé valik.

A mintakbol kimértiink 5-5 ¢-ot dorzsmozsarba és a C-vitamin konzervalasara
hozzaadtunk 1ml ecetsavat. Homogenizaltuk, majd atmostuk egy 100 ml-es mérélombikba és

desztillalt vizzel jelre toltottiik. A vizes kivonatbol 50 ml-t kettds reddssziirdn atszlirtiink, majd
).

Ezutan 100 mL-es mérélombikokba Gsszemérjiik a reakcidelegyeket: 10 ml ecetsavas

1
perc

centrifugaltuk (,,2-16 Sartorius” (Sigma), 15 perc, 10000

kivonatot, 10 mL desztillalt vizet, 3 mL 10%(m/m)-os foszforsavat (1,7-es pH), 2,5 mL a,a -
dipiridil reagenst (1 g a,a’-dipiridil oldva 100 mL etanolban) és 1 mL FeCls oldatot. A mérések
korrigalasahoz el kell késziteni minden minta sajat vakjat. A mintadk ecetsavas kivonatabol 10
ml-t egy masik mér6lombikba is atpipettazuk, majd 10 mL desztillalt vizet, 3 mL 10%-0S
foszforsavat (1,7-es pH), és 1 mL FeCls oldatot adunk hozza. A lombikok tartalmat §sszeraztuk

¢s 30 percig sotét helye inkubaltuk, majd a lombikokat desztillalt vizzel jelre toltottiik. A mérést
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496 nm-en, Amersham Biosciences Ultraspec 2100 pro tipusu spektrofotométeren végeztiik

(Kandra, 2006).

3.5.2. Mérési modszerek microplate readerrel

A spektrofotometrias mérési modszerek nagy hatranya hogy sok minta szimultan mérése
sok 1d6t vesz igénybe (Osszemérés kémcsovekben, mérések kozotti és utani mosogatas) és a
kiivettdk méretébdl adoddan (még a sziikitett valtozatok is) viszonylag nagy minta ¢és
oldoszerigénnyel rendelkeznek.

Az ugynevezett microplate-reader egy olyan késziilék, mely szamos minta
abszorbancidjanak mérésére képes igen rovid id6 alatt, mivel a mintatartd ez esetben egy
milanyag talca, melyen merdcelldkat, ,,lyukakat™ alakitottak ki. Az altalunk hasznalt lemezeken
példaul 96 ,,lyuk™ talalhato (8 sor és 12 oszlop), melyek egyenként 340 pL térfogatiak, de ettdl
eltérd kialakitasu plate-ek is beszerezhetok a kiilonb6z6 mérési modszerek paramétereinek
megfelelden. A mérési modszerek elve ezekben az esetekben megegyezik a spektrofotometrias

modszereknél ismertetettel, csak a kivitelezés modja tér el.

3.5.2.1. Osszantioxidéans kapacitds meghatarozasa FRAP modszerrel

A mérési modszer elve a 3.5.1.1. fejezetben olvashatd, az ott leirt modszer csak a
kivitelezés modjaban tér el.

A microplate mérési cellaiba az alabbi aranyban mértiik be az oldaokat: 30 pL desztillalt
viz, 10 pL megfeleléen higitott minta/standard és 200 pL FRAP munkaoldat. A
reakcioelegyeket homogenizaltuk, 37 °C-on inkubaltuk 8 percig, majd 593 nm mértiik az
elegyek abszorbanciajat.

3.5.2.2. Osszantioxidéans kapacitds meghatdrozasa DPPH modszerrel

A mérési modszer elve a 3.5.1.2. fejezetben olvashatd, az ott leirt modszer csak a
kivitelezés modjaban tér el.

A méréseket microplate-en Brand-Williams modositasai alapjan végeztik: 50 pL
desztillalt viz, 10 uL megfelelden higitott minta vagy trolox standard ¢s 190 pL. DPPH-oldat.
A reakcioelegyeket homogenizaltuk, 25 °C-on inkubaltuk 30 percig, majd 517 nm mértiik az

elegyek abszorbancidjat.
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3.5.2.3. Osszantioxidans kapacitis meghatarozasa TEAC modszerrel

A mérési modszer elve a 3.5.1.3. fejezetben olvashatd, az ott leirt mddszer csak a
kivitelezés modjaban tér el.

A reakcioelegyek Osszetétele 70 pL 80%-os etanol, 10 pL megfelelden higitott
minta/standard (trolox) és 190 uL ABTS-oldat. A reakcidelegyeket homogenizaltuk,

szobahdmérsékleten inkubaltuk 30 percig, majd 734 nm mértiik az elegyek abszorbanciajat.

3.5.2.4. Osszes fenoltartalom (TPC) meghatarozasa

Ezt a redukaloképességen alapuld modszert eredetileg Singleton és munkatarsai (1999)
fejlesztette ki. A mérés soran az eredetileg sarga szinii reagens az antioxidans vegyiiletek
redukald hatasara kék szintivé valik, mely spektrofotometriasan nyomon kovetheté 765 nm-en

(24. 4bra).
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24. abra. A TPC (Osszes fenoltartalom) meghatarozasa soran lejatszodé reakcio

A méréshez 96 lyukli plate-en Osszemértiink 10 pL megfelelden higitott
kivonatot/standardet (galluszsav, 50-1600 pg/mL) vagy desztillalt viz (vak), 190 pL desztillalt
vizet és 25 pL Folin-Ciocalteu reagenst, majd 6 perc inkubalas utan hozzaadtunk 75 pL 7%-0s
Na>COs-ot. Ezt az elegyet mérés el6tt 50 °C-on inkubaltuk 10 percig, majd microplate readerrel
(SPECTROstar® Nano, BMG Labtech, Ortenberg, Germany). 765 nm-en mértik az

abszorbanciat.

3.5.2.5. Procianidintartalom meghatarozasa

Prior és munkatarsai (2010A) fejlesztette ki ezt a kolorimetrias modszert, mely a 4-

dimetil-amino-fahéj-aldehid (DMAC) és a flavan-3-olok reakcidjara épiil (25. éabra). A
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reakciotermékek abszorbanciajat 640 nm hulldmhosszon tudjuk mérni, és 6sszehasonlitani a
standarddal, ami az A2-procianidin.

A meggybdl és a szaritott rostbol 500 mg-ot mértiink ki 50 mL-es centrifuga csdvekbe,
majd 20 mL extrakcios oldatot (aceton/dH20/ecetsav 75:24,5:0,5) adtunk hozzajuk. A mintakat
30 masodpercig vortexeltiik, majd ultrahangos fiirdébe helyeztiik 1 oOra hosszara

szobah6émérsékleten. Centrifugalas (10 perc, 4000 ﬁ), utan a feliiluszokat hasznaltuk fel a

méréshez. A mérési elegyet 96 lyuku plate-re mértiik, melyet az alabbi modon készitettiink el:
70 pL 96%-os etanolhoz (vak)/standardhoz (100 pg/ml etanolos procianidin A2-
oldat)/mintahoz 210 uL DMAC-oldatot (0,1 %-os etanololdat) adtunk. Mérés elétt a plate-et a
25 °C-ra elémelegitett microplate readerbe helyeztiik és ott inkubaltuk 25 percig. A plate-en
1évé kamrakat 640 nm-en mértiikk fél oran at percenként és a mért maximalis értékeket

hasznaltuk fel a szamolés soran.

Szines vegyulet

25. abra. Procianidintartalom meghatarozasa soran lejatszodo valtozas

3.5.3. Antioxidans kapacitds meghatarozasa kemiluminometrias modszerrel (PLC)

Az antioxidans kapacitds mérését Photochem® (Analytik Jena AG, Németorszag)
késziiléken, a megfeleld készen vasarolhatdé mérd kitek alkalmazasaval végeztiik el. ACW
esetében, az eredményeket aszkorbinsav [POPOV és LEWIN, 1994], ACL esetében pedig
trolox ekvivalenciaban fejeztiik ki [POPOV és LEWIN, 1996].

A modszer fotokemilumineszcencian alapul, melynek lényege, hogy a mintaban 1évo
fényérzékeny anyag (S) UV gerjesztésével (hvi) ismert mennyiségii szuperoxid aniont (O2°*°)
allitunk eld, melynek egy része eliminalodik a minta antioxiddnstartalma miatt.

S+hv1=S*"+0,*"
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Az el nem reagalt szuperoxid anionok reagalnak egy specifikus fotokémiai detektor
vegyiilettel (D), és ezaltal lumineszcenciat (hvz) hoznak Iétre, tehat a lumineszcencia mérésével
hatdrozhaté meg a minta antioxidansok kapacitasa.

02*+D=...=hv,

A Photochem a legelsé olyan miiszer, amely egyarant képes a vizoldhat6 és a zsiroldhaté
antioxidans kapacitds, valamint specifikusan a szuperoxid-dizmutdz enzim antioxidans
kapacitas meghatarozasara.

A PLC technika egyarant képes a vizoldhato6 (ACW) ¢és a zsiroldhato (ACL)
antioxiddnskapacitas, valamint specifikusan a szuperoxid-dizmutdz enzim (SOD) antioxidans-

kapacitas meghatarozasara.

3.5.3.1. Vizoldhat6 antioxidans kapacitds (ACW) meghatarozasa

Az ACW értéket, vagyis a minta vizolhato antioxidans kapacitasat ACW kit segitségével
tudjuk meghatarozni. A méréshez a kiilonb6zo reagenseket (R) kell 6sszemérniink: 1,5 mL R1
(10,5-6s pH-ji pufferoldat), 1 mL R2 (reakciopuffer), 25 pL R3 (fényérzékeny
detektorvegyiilet), 0-30 pL. R4 (kalibracios standard: aszkorbinsav) vagy 10 pL minta
(megfelelé mértékeben higitva az R1-gyel).

A detektor méri a lumineszcencia intenzitasat €s a mérdprogram az 1d6 fliggvényében (0-
250 masodperc) egy mérési gorbe képeében regisztralja is azt. A gorbe tartalmaz egy lag fazist,
ahol a lumineszcencia még nem mérhetd, mivel ebben az idészakban a mintaban 1évd
antioxidansok még az 0Osszes keletkezd szabadgyokot képesek semlegesiteni. Ahogy az
antioxiddnsok kimeriilnek/elfogynak a mintdban 1évé gyokok mennyisége €s ezzel egyiitt a
mért lumineszcencia novekedni kezd, majd elér egy maximum értéket. A lag fazis hossza a
mintdban levd antioxidansok mennyiségének fiiggvényében valtozik, és a kapott gorbe elsd
derivaltja altal meg hatarozott inflexids ponthoz hiizott érintd x tengelymetszete adja meg a

mintaban taldlhato antioxidans kapacitast.

3.5.3.2. Zsiroldhat6 antioxidans kapacitas (ACL) meghatarozéasa

Az ACL értéket, vagyis a minta zsirolhatd antioxidans kapacitasat ACL kit segitségével
tudjuk meghatarozni. A méréshez a kiilonb6zo reagenseket (R) kell 6sszemérniink: 2,3 mL R1
(metanol), 200 uL R2 (pufferoldat), 25 pL R3 (fényérzékeny detektorvegyiilet), 0-30 uLL R4
(kalibracids standard: trolox) vagy 10 uL minta (megfelel6 mértékeben higitva az R1-gyel).
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A detektor méri a lumineszcencia intenzitasat €s a mérdprogram az 1do fliggvényében (0-
180 méasodperc) egy mérési gorbe képében regisztralja is azt. ACL esetében a program mind a
vak, mind a minta mérési gorbe alatti teriiletét kiszamolja, integralja, és a kettd kiilonbségébdl

meghatarozza az adott minta antioxidans kapacitasat.

cyey

Az SOD enzim antioxidans képességét az ACW készlettel mértiik (Analytik Jena, Jena,
Németorszag). A mérésekhez 10 ul elkészitett vorosvértestet, 1,5 ml R1-et, 1 ml R2-t és 25 ul
R3-at vértiink 6ssze, és standardként SOD enzimet (Superoxide Dismutase, Sigma Aldrich,

Németorszag) hasznaltuk [POPOV és LEWIN, 1999].

3.5.4. Kromatogrdfias modszerek
3.5.4.1. A meggkivonat UHPLC analizise

A méréseket CromasterUltraRs UHPLC-vel végeztiikk, mely diddasoros detektorral és
automatikus mintavevével volt felszerelve. A miszert az Agillent OpenLAB szoftver vezérelte.
Az elvalasztashoz Phenomenex Kinetex oszlopot hasznaltunk (2,6 um, XB.C18, 100A, 100 -
4,6 mm) lineéris gradiens elucioval, melyben az olddszerek mennyisége az alabbi beallitasok
szerint valtozott. A oldészer: MeOH; B oldoszer: 3%(m/m)-os HCOOH (hangyasav) tartalmazo
viz volt.

0 perc A oldoszer 15%,

0-25 perc A oldoszer 30%,

25-30 perc A olddszer 40%,

3040 perc A oldoszer 50%.

Az aramlasi sebesség 0,7 ml/perc volt, és az oszloptermosztat hdmérsékletét 25 °C-on
tartottuk. Az antocianin tartalom mennyiségi és mindségi elemzéséhez hiteles standard
vegyiileteket hasznaltunk. Az UV-VIS detektalast antocianinok esetében 535, flavonoidok és
fenolok esetében pedig 340 nm-en végeztiik. Az injektalt térfogat mintdnként 10 pl volt.

3.5.4.2. A meggykivonat UHPLC-MS analizise

Az alkalmazott UHPLC rendszerhez (Dionex Ultimate 3000RS) Thermo Q Exactive
Orbitrap tomegspektrométer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) volt
csatlakoztatva, Elektrospray (ESI) ionforrdssal felszerelve. A HPLC elvalasztast Themo
Accucore C18 oszlopon (100 mm x 2,1 mm x 2,6 um) végeztik. A mintatér és az
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oszloptermosztat hémérsékletét 25 °C-on tartottuk és 200 pL/perces aramlasi sebességet
alkalmaztunk.

Az A eluens 0,1% hangyasavat tartalmazo viz, a B eluens 0,1% hangyasavat tartalmazo
metanol volt, és a kovetkez6 gradiens eltcios programot alkalmaztuk:

0 perc, A oldoészer 95%,

0-3 perc, A oldoészer 95%,

3-43 perc, A olddészer — 0%,

43-61 perc, A oldoészer 0%,

61-62 perc, A olddszer —95%,

62—70 perc, A oldoészer 95%.

Futtatasonként 2 ul. mintat injektaltunk. A Q Exactive hibrid kvadrupol-orbitrap
tomegspektrométert a kovetkezd paraméterek mellett alkalmaztuk: kapillaris homérséklet
320 °C, spray fesziiltség povitiv ionizacidos modban 4,0 kV , negativban 3,8 kV. A felbontast
35000-re, a vizsgalt tomegtartomany 150—1500 m/z-re allitottuk.

A maximalis befecskendezési id6 100 ms, az MS2 felbontasa 17500, az iitkdzési energia
35 NCE, a hiivelygaz és az auxgaz dramlasi sebessége 32 és 7 arb volt. A mintdk méréséhez és
elemzéséhez az Xcalibur 4.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) szoftvert

hasznaltuk.

3.5.4.3. A tokoferolok mennyiségi meghatarozasa HPLC-vel

A mintakat egy Merck-Hitachi LaChrom HPLC-vel analizaltuk, mely az alabbi
rendszerekbdl épiilt fel: diodasoros detektor L-7455, automata mintavevd L-7250, interface L-
7000, pumpa L-7100. A kromatografids rendszer milkddtetéséhez és az eredmények
kiértékeléséhez ,,Manager ,,szoftvert hasznaltunk.

Allofazisként phenomenex luna NH2 5 pm, 250 mmx4.6 mm (283104-16) kolonnat
hasznaltunk. A szétvalasztas izokratikus elicid mellett tortént (n-hexan:dioxan=80:20) 1

mL/perc dramlasi sebességgel, és a detektalast 295 nm-en végeztiik.

3.5.5. A vérmintak elemzeéséhez hasznalt meérési modszerek
3.5.5.1. Oralis gliik6z tolerancia teszt (OGTT)

A gliikoz tolerancia meghatarozasahoz a 6 hetes kisérleti idoszak alatt végzett oralis

gliikoz tolerancia tesztre kapott értékek atlagaval hataroztuk meg.
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Egy egy ¢éjszakas €éheztetés utan gliikométerrel (Accu-Chek, Roche Diagnostics, Budadrs,
Magyarorszag) megmértiik az egerek vérének gliikozszintjét (0. perc), majd ordlisan 2 g / kg
gliikozt adtunk nekik. A vércukorszintet 15, 30, 60, 90 és 120 perccel késoébb is ellendriztiik az

egerek oldalso farokvénajabol.

s

crer

crer

50 pl higité oldatot valamint 50 pl standard, kontrol vagy megfeleléen higitott mintat
pipettaztunk és 2 orat inkubaljuk szobahdmérsékleten. Ezutan eltavolitottuk a cellakbol a
folyadékot és 400 pl mosdpufferrel atoblitettiik. A mosofolyadék eltavolitdsa utdn minden
cellaba 100 pl egér rezisztin/adiponektin konjugatumot tettlink, majd ismét inkubaltuk 2 6ran
at, majd mostuk. Ezt a 1épést egy 30 perces inkubalas kovette sotét helyen, 100 pl szubsztrat
oldattal, majd 100 pl stop oldatot adtunk a rendszerhez. Az 6sszes mintat és a standardokat két
ismétlésben mértiik. A plazmamintékat adiponektin esetében 5000-szeresen, rezisztin esetében
100-szorosan higitottuk. Az abszorbancia-adatokat SPECTROstar Nano (BMG Labtech,
Ortenberg, Németorszag) microplate readerrel nyertiik 450 nm-en, majd ezeket a nyers
értekeket az 540 nm-en mért abszorbancia értékek kivondsaval korrigaltuk. A mintak

crer

interpolaltuk a MARS adatelemzd szoftver 3.10 (BMG Labtech) alkalmazasaval.

3.5.5.3. A citokinek mennyiségi meghatarozasa

A citokinek/kemokinek vérplazmaban val6 szintjeit MILLIPLEX MAP Mouse Metabolic
Hormone Magnetic Bead Panel (MMHMAG-44K, EMD Millipore Corp., Billerica, MA, USA)
segitségével egy Luminex 200 késziilék (Luminex Corp., Austin, Texas, USA) alkalmazésaval
hataroztuk meg a gyart6 instrukcioi alapjan. A vérmintékat 6sszegytjtottiik, centrifugaltuk, a
feliiliszot a mérésekig fagyasztva taroltuk. A mérést 96-lyuku lemezen hajtottuk végre. 25-25
ul mintat, standardot és két gyari, pozitiv kontrollt pipettaztunk a cellakbe duplikatumban, majd
hozzaadtuk a vizsgiland6 citokinre specifikus antitestekkel bevont magneses gyongyok
keverékét. 4 oras inkubalast kovetden mostuk a mintakat, hozzaadtuk a biotinilalt detektalo

antitesteket, és jjabb mosas utan a sztreptavidin-fikoeritrin oldatot. A késziilék a fluoreszcens
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xPonent szoftver segitségével értékeltiik. Az eredményeket pg/ml-ben fejeztiik ki.

3.6. STATISZTIKA

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 23 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA), segitségével,
egyutas ANOVA-t koveté Tukey (homogén variancia esetén) valamint Games-Howell (nem
egyenld variancia esetén) post hoc tesztekkel (tobbszords Osszehasonlitas) vizsgaltuk, és a
p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek. Ez utobbi esetben az adatokat atlag +
SD formajaban adtuk meg.

Az adat eloszlasat a D’Agostino-Pearson normalitési teszttel elemeztiikk. A Gauss-féle
eloszlast mutatd adatokat szintén egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) kovetd Tukey
post hoc tesztekkel, mig a Gauss-eloszlast nem mutatd adatokat a nem paraméteres Kruskal —

Wallis teszttel elemeztiik. Ez utobbi esetben az adatokat atlag + SEM forméjaban adtuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. MEGGYMAGOLAJ
4.1.1. A magyarorszagi meggyfajtak magjanak olajhozama és tokoferol tartalma

Az ebben a fejezetben ismertetett munka célja az volt, hogy megvizsgaljuk a
magyarorszagi meggyfajak olajhozamat, és felmérjliik azok tokoferoltartalmat, hogy ezaltal
alternativat teremthessiink a meggymag felhasznalasdra. Ennek megfeleléen elsoként a
kiilonb6z6 magyarorszagi fajtak magbelének (endospermiumanak) a csonthéjhoz viszonyitott
tomegaranyait, majd az endospermiumok olaj hozamait hataroztuk meg (4. tablazat), ezt

kovetden pedig a magolajban 1év6 tokoferol izomerek mennyiségét elemeztiik (5. tablazat).

4. tablazat. Magyarorszagi meggyfajtdkban talalhato magbél mennyisége €s a mag
olajhozama
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik az *M’, ’A’, ’E’, Kantorjanosi’ és *Petri’ fajtaktol (p<0.05); #

szignifikansan kiilonbozik az *M’, *Eva’, *Kéntorjanosi’ és *Petri’ fajtaktol.

A meggymagban A magbél
Meggyfajtak talalhato maghél olajhozama
mennyisége (% (m/m)) (%(m/m))

M 17,96+2,83 12,28+2,73
19,87+2,82 14,68+2,85#
E 18,21+1,89 15,27+1,194

Eva 24,88+4,40* 10,9142,32

Kéantorjanosi 21,06+2,20 8,38+1,22
Petri 20,30+2,58 13,44+1,46

Az 4. tablazatban lathato a magbél és a csonthéj %(m/m)-os Osszetétele. Ennek
meghatarozasa egyrészt azért lényeges, mert a kiilonboz0 meggfajtdk mérete eltérd, igy
értelemszeriien a benniik 1év0 mag nagysaga €s alkotdelemeinek ardnya is kiilonb6z6, masrészt
pedig azért, mert olajat csak a magbélbdl tudunk kivonni a kiilsé csonthéjbol nem.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a magbél az egész mag mindossze 20%-at teszi
ki, és az "Eva’ elnevezésli meggy magja a tobbi fajtahoz képest szignifikdnsan nagyobb (25 %)
endospermiumot tartalmaz. A legkisebb értéket az *M’ fajtanal mértiik, ami 17,96% volt.

A magbél olajhozama 8 és 15% kozott mozgott a vizsgalt mintakban, leggyengébbnek a
"Kantorjanosi’ fajta olajtartama (8,38%) bizonyult, mely joval az atlagos olajhozam alatt van.
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A vizsgalt fajtak koziil a legmagasabb értéket az *E’ fajta esetében kaptuk (15,27%), tehat az
olaj kinyerése ebben az esetben volt a leggazdasagosabb, de az *A’ fajta (14,68%) nem sokkal
maradt le mogotte.

Mivel ipari szempontbdl nem csak az olaj mennyisége, hanem az olaj hatéanyagtartalma
is nagyon fontos tényezd, kovetkezd Iépésként a kinyert magolajak tokoferol tartalméat
hataroztuk meg.

Bar a tokoferol szarmazékok szétvalasztasa, szerkezetiikk nagyfoku hasonldésaga miatt
nem mondhaté konnyli feladatnak, HPLC technika segitségével sikeriilt kromatografias
rendszert fejlesztentink a tokoferol izomerek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara, mellyel
sikeresen és nagy biztonsaggal el tudtuk kiiloniteni az egyes tokoferol izomereket (26. abra). A
27. abran lathaté kromatogramon lathaté a vizsgalt meggymag fajtdkra jellemzd tokoferol

profil.
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26. abra. A tokoferol izomerek HPLC kromatogram meggymagmintaban (standard addicio).
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27. abra. Az ’M’ fajta HPLC-s kromatogramja.

Az 5. tablazatban lathato a vizsgalt meggyfajtakban mért tokoferol izomerek mennyiségi

Osszehasolitasa. A négy izomer koziil csak harom (az o, a y és a 9) volt jelen mérhetd

mennyiségben a mintdkban, § izomert nem detektaltunk.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a vizsgéalt magyarorszagi meggyfajtakbol nyert

magolajak y-tokoferolban gazdagok - ugyanis ¢ vegyiilet atlagos koncentracioja 1,19 mg/g

endospermium-, mig o és & izomert csak kis koncentracidban tartalmaznak (atlagos

koncentracidjuk 0,03, illetve 0,06 mg/g endospermium).

5. tablazat. A vizsgalt meggyfajtdkban a magban mért tokoferol dsszetétele.

Jelolések: * szignifikansan kiilonbézik az ’E’, *Eva’, "Kantorjanosi’ és *Petri’ fajtaktol (p<0.05).

Meggyfajtak

Az a-tokoferol
koncentracioja az

endospermiumban (mg/g)

Az y-tokoferol
koncentracioja az

endospermiumban (mg/g)

Az §-tokoferol
koncentracioja az

endospermiumban (mg/g)

M

E
Eva
Kéntorjanosi

Petri

0,047+0,017
0,019+0,006
0,033+0,003
0,023+0,005
0,029+0,004
0,019+0,004

1,559+0,140%
1,473+0,117*
1,087+0,081
1,011+0,018
0,9910,117
1,020+0,110

0,098+0,006
0,080+0,020
0,048+0,008
0,044=+0,005
0,043+0,005
0,044=+0,005
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Korabban Goérna$ és munkatarsai (2016), valamint Korlesky és munkatarsai (2016) is,
hozzéank hasonldan azt allapitottak meg, hogy a meggymag olaja nem tartalmaz -tokoferolt, és
benne a y izomer van jelen a legnagyobb meggyiségben.

Ennek megfeleléen azt mondhatjuk, hogy a minéség meghatarozasara a y-tokoferol
mennyisége a legmegfelelobb paraméter. Méréseink soran 1 és 1,5 mg/g endospermium kozotti
értekeket tudtunk meghatdrozni, és két kiemelkedo fajtat tudtunk elkiiloniteni, ugyanis az "M’
¢s az ’A’ fajta a tobbihez képest szignifikansan nagyobb mennyiségben tartalmazta a y izomert.

Mindségi szempontbodl tehat a legértékesebb magolaj ebbdl a két fajtabol nyerheto ki.

Osszegezve az eredményeket, ha a y-tokoferol mennyiségét nem az endospermium,
hanem a teljes mag fliggvényében adjuk meg (6. tablazat) lathatjuk, hogy a gazdasagossag és a

hatdéanyagtartalom szempontjait §sszevetve harom fajta a kiemelkedo.

6. tablazat. A y-tokoferol mennyisége a teljes magban.

Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik az *E’, ’Kantorjanosi’ és *Petri’ fajtaktol (p<0.05).

Az y-tokoferol
Meggyfajtak kogcrcre:;tgrgac:](ua
(mg/100 g)
M 28,0+2,7*
A 29,3+2,9*
E 19,8+1,2
Eva 25,142,3*
Kantorjanosi 20,9+1,2
Petri 20,7+1,5

Ezek kozil kettd, nem meglepé modon, az "M’ és az "A’ fajta a magas y-tokoferol
tartalom révén, a harmadik pedig az "Eva’, mely bar nem tartalmaz kimagaslé6 mennyiségben
tokoferolt, az endospermium maghoz viszonyitott atlagon feliili aranya miatt ebben az
Osszehasonlitasban mégis kimagaslo fajta, vagyis megallapitottuk, hogy ez a harom fajta a

legalkalmasabb a meggymagolaj, illetve azon beliil a y-tokoferol kinyerésére.
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4.2. AMEGGYFAJTAK ANTIOXIDANS TARTALMANAK OSSZEHASONLITASA
KULONBOZO MERESI MODSZEREKKEL

Osszegytijtottik a leggyakoribb, altalunk is hozzaférhetd fajtat (12 meggyfajta) és
megmértilk ezek Gsszes antioxidans kapacitasat 6t modszerrel (FRAP, DPPH, TEAC, ACL,
ACW). A C-vitamintartalom és az antocianin vegyiiletek mennyiségi meghatarozasara azért
volt sziikség, hogy a meggyfajtadk esetében referenciaértékkel rendelkezziink, melyekhez
viszonyitva meghatarozhatjuk a kapott antioxidans kapacitas értékek helyességét, és ellendzini
tudjuk a modszerek hatékonysagat. Azért valasztottuk ezeket a paramétereket, mert a
meggyfajtak magas koncentracioban tartalmaznak antocianin szarmazékokat és C-vitamint,
ennek kovetkeztében ezek a vegyiiletek jelentds szerepet jatszanak a meggyfajtak antioxidans
statuszanak ki alakitdsaban.

A konnyebb 0Osszehasonlithatosdg érdekében modositottuk a mérések eredeti
mintaelOkészitési protokoljat és ahogy az Anyag és modszer c. fejezetben lathatod
egységesitettilk azokat, és az eredmények kiértékeléséhez a méréseket két csoportra 0sztottuk
annak megfelelden, hogy az el6készitési 1épések alapjan jellemzden vizoldékony (FRAP,
ACW) vagy zsiroldékony (DPPH, TEAC, ACL) vegyiileteket oldottunk ki.

A vizoldékony (28. abra) és a zsiroldékony (29. 4dbra) antioxidansok esetében is
megfigyelhetd, hogy nemcsak a fajtak, hanem a mérési modszerekkel kapott eredmények kozott

is jelentosek a kiillonbseégek.

~N
N,

‘ iI i
(_,’b .-

X O & ks >
2 > PRy
ST S E
¥ oS & &) \, NN
o\ o O P (€ Q o
{96 N O S &
P (F F K + &
¢ & N

Koncentracié Aszkorbinsav pug/mg
friss meggy
=) [
o w (6,
.
1
I
y - -|_|
—-I
- E—
—1
—|_-|
I—-i
.:—‘

Meggyfajtak
B FRAP mg/mg ®ACW mg/mg C-vitamin

28. abra. A meggyfajtak FRAP és ACW modszerrel mért vizoldékony antioxidans
kapacitasanak és C-vitamin tartalmanak Osszehasonlitasa. (Statisztikai elemzés: 1. melléklet)
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A vizoldékony antioxiddnsok meghatarozasara hasznalhat6 mérési lehetdségek koziil a
legmagasabb eredményeket az ACW modszerrel kaptuk, és ezek az értékek rendszerint a FRAP
modszerrel mértek tobbszordse volt. A modszerek kozott a legnagyobb eltérést az *Ujfehértoi
fiirtds’ esetében tapasztaltuk, ahol majdnem 10-szeres volt a kiilonbség. Lathato, hogy mindkét
eljarassal vissza tudtuk mérni a referenciaként szolgalo C-vitamin-tartalmat, mivel az egyes
meggyfajtdkra mért kapacitdsértékek minden esetben meghaladtdk az aszkorbinsav

Azonban az is lathatd, hogy a FRAP moddszerrel mért értékek az aszkorbinsav
koncentraciokhoz képest nem minden esetben szignifikansak, vagy csak kis mértékben haladtak
meg azokat. Mivel az ACW moddszer az antioxidans kapacitassal rendelkez6 vegytiletek joval
nagyobb hanyadat képes volt meghatarozni, az is egyértelmii, hogy a FRAP eljarassal a

meggymintaban 1évd antioxidansoknak csak toredékét tudtuk kimérni.
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29. abra. A meggyfajtdk DPPH, TEAC és ACL moédszerrel mért zsiroldékony antioxidans
kapacitasdnak és antocianin-tartalmanak osszehasonlitasa. (Statisztikai elemzés: 2. melléklet)

A zsiroldékony antioxidans hatdsu vegyiileteket méré modszerek kozott jelentdsek a
kiilonbségek mind a fajtak, mind a mérési modszerek tekintetében. Emellett megallapithato,
hogy bar az eredmények kozotti kiilonbségek nem voltak olyan nagymértékiiek, ebben az
Osszehasonlitasban is a fotokemilumineszcencian alapuld mddszer, vagyis az ACL értékek
bizonyultak a legjobbnak, illetve minden antioxidans kapacitas érték szignifikansan magasabb

volt, mint a referenciaként szolgald antocianin koncentréacio.
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Mindezek mellett az is megallapithat6, hogy az egyes fajtak kozotti kiillonbségek a viz-,
¢s zsiroldékony antioxidans hatdsu vegyiiletek aranydnak tekintetében is jelentkeztek. A
’Gerema’ fajta, amely a vizoldékony antioxidans kapacitas értékek tekintetében a kiemelkedd
fajtak kozott volt, zsiroldékony antioxidans hatast vegyiiletekben mar nem olyan gazdag,

ellenben az *Ujfehértoi fiirtdssel’, mindkét osszehasonlitasban élen jard fajta.
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4.3. AMEGGY ANTIOXIDANS HATASU VEGYULETEINEK KIVONASA ES
AZONOSITASA

Mivel mar bizonyitott, hogy a meggyben 1év0 bioaktiv vegyiiletek egészségiigyi ¢és
¢lelmiszeripari szempontbdl is igen hasznosak, fontos volt annak pontos megallapitasa, hogy
az alkalmazott kivonasi modszerrel milyen vegyiileteket és milyen hatékonysaggal vagyunk
képesek kiextrahalni, illetve, hogy a visszamaradd komponensek milyen eljardsokkal oldhatéak
ki, illetve kivonasuk gazdasagos-e ipari szempontbol. A kivonatok elkészitéséhez az
‘Ujfehértoi fiirtds® fajtat valasztottuk ki, mivel az elézetes fajtadsszehasonlitd kisérletek

alapjan, antioxidansokban ez a fajta bizonyult a leggazdagabbnak.

4.3.1. A meggy kioldhato anioxidans vegyiiletei

A meggyben 1évd, Osszes kioldhatd antioxidans hatdsu vegylilet kinyeréséhez két
kiilonb6z6, tobblépcsds oldoszerkombinacidt hasznaltunk fel, hogy biztositani tudjuk a
gylimolcs felépitésének ¢és Osszetételének (komplex Osszetétel, matrix, hidrofil és lipofil
vegyiiletek) leginkabb megfeleld kioldast. Az els6, az ipar szdmara is hasznalhat6 etanol alapu
kioldas (1-es olddszerkombindcid), mig a masodik egy, az antioxidans vegyiiletek kiolddséara
széleskorben alkalmazott, metanolt és acetont is tartalmazo (2-es olddszerkombinécio)
kétlépcsds kivonasi eljaras. Az egyes oldoszerkombinaciokbodl 3-3 minta elegyet készitettiink,
mivel nem csak a két teljes kioldasi modszert vizsgaltuk, hanem azok részfolyamatait is. A
mérési modszerek koziil elészor az antioxidans kapacitas és az Osszes polifenoltartalom

meghatarozasat végeztiik el.

4.3.1.1. A kioldhato vegyiileteket tartalmazé meggykivonatok antioxidans kapacitasa

Az 1-es és a 2-es olddszerkombindcid esetében Osszehasonlitottuk az antioxidans
kapacitast a FRAP, a DPPH, a TEAC, az ACL és az ACW modszerrel, illetve megmértiik az
osszespolifenoltartalmat. (30. abra).

A két extrakcios eljarassal kapott kivontok antioxiddns kapacitdsa nem kiillonbozott
szignifikansan, és az is megallapithatd volt, hogy az 1/A vagy 1/B és a 2/A vagy 2/B
oldoszerelegy onmagaban csak részben alkalmas a bioaktiv vegyiiletek kivonasara, mivel a
veliik nyert kivonatok (1/AS, 1/BS, 2/AS, 2/BS) antioxidans kapacitasa jelentdsen elmarad az
oldoszerkombinaciokra (1/AS+1/BS, 2/AS+2/BS) kapott értékektdl. Emellett az is

megfigyelhetd, hogy az egyes mérési mdodszerek hatékonysaga kozott is jelentds kiilonbségek
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30. abra. A meggykivonatok antioxidans kapacitasanak és dsszpolifenol-tartalmanak

Osszehasonlitdsa. (Statisztikai elemzés: 3. melléklet)
A kiilonbozé mérési modszerek esetében alkalmazott standard: ACL: trolox; TEAC: trolox; DPPH: trolox;
ACW: aszkorbinsav; FRAP: aszkorbinsav; TPC: galluszsav. Roviditések: 1/AS: vizes etanolos kivonat;
1/BS: a vizes etanolos kioldas utani etanolos kivonat; 1/AS+1/BS: az 1/AS és az 1/BS kivonat egyiittesen;
2/AS: savas methanol és viz elegyével késziilt kivonat; 2/BS: savas methanol és viz elegyével késziilt kivonas
utani vizes acetonos kivonat; 2/AS+2/BS: a 2/AS és a 2/BS kivonat egyiittesen

vannak. Elmondhat6, hogy a kemiluminometrias mérési technikdk szignifikdnsan magasabb
antioxidans kapacitas értékeket mértek, tehat a meggykivonatok esetében elénydsebb ezek
hasznalata a kolorimetrids mérésekkel szemben. A vasredukalason (FRAP) és a gyokfogo
képességen (DPPH, TEAC) alapulé6 mérések kozott 6sszességében nem volt szignifikans a
kiilonbség. Meglepd modon pedig az dsszes fenolos vegyiilet meghatarozasara szeleskdriien
alkalmazott TPC modszerrel kaptuk a legalacsonyabb értékeket, holott a meggy antioxidans
hatasu vegyiileteinek legnagyobb hanyadat a fenolos vegyiiletek teszik ki.

4.3.1.2. A kioldhato vegyiileteket tartalmazé meggykivonatok UHPLC-MS analizise

A kioldhat6 antioxidansok dsszmennyisége mellett, természetesen a mindségi Osszetétel
sem elhanyagolhat6, igy UHPLC-MS segitségével analizaltuk a két kivonasi eljarassal kapott
kivonatokat (1/A+1/B és 2/A+2/B), és beldliikk 0sszesen 46 kiilonbozé vegyiiletet tudtunk
elkiiloniteni és beazonositani a m/z értékek alapjan (7. tablazat). 18 olyan vegyiiletet talaltunk,
amely csak az 1-es oldoszerkombinacid alkalmazasa soran tudtunk Kinyerni, és 28 vegyiiletet
talaltunk meg mindkét kivonatban. A kioldott vegytiletek kdzott antocianinokat (cianidin-3-O-
szoforozid, cianidin-3-O-gliikozid, cianidin-3-O-(2G-gliikozil)-rutinozid, cianidin-3-O-

rutinozid, cianidin-3-O-(2G-xilozil)-rutinozid, pelargonidin-3-O-(2G-gliikozil)-rutinozid,
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pelargonidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-O-rutinozid, cianidin-O-pentozid), procianidineket (B
¢s C izomerek), flavonoidokat (katekin, epicatekin, cinkonin | izomerek, kvercetin
szarmazékok, prunin, izokvercitrin, rutin, dihidroxi(izo)flavon-C-gliikkozid, asztragalin,
nikotiflorin, narcisszin, naringenin) és egyéb polifenolokat (neo-klorogensav, kumaroil-kinasav
izomerek, klorogénsav, feruloil-kinasav izomerek, kriptoklorogénsav, naringenin kalkon-O-
hexozid, di-O-kaffeoilkinasav) azonositottunk.

Az elemzés eredményeként megéllapitottuk, hogy bar a két olddszerkombinécidval
kioldott vegyiiletcsoportok kdzott nem volt kiilonbség, az 1-es kombinacio tobb vegyiiletfajtat
oldott ki. Ezek a vegyiiletek vizben kevésbe oldodnak, de az etanol jo oldoszeriik. Fontos
megjegyezni, hogy az 1/A keverék (EtOH:viz; 50:50) polaritasa miatt alkalmas a Kis
molekulatomegii szerves savak extrahalasara is, mely a kivonatban 3-as pH-értéket biztosit,
ezaltal a glikolizalt antocianinok megtartjak kémiai szerkezetiiket (tovabbi sav hozzdad4sa nem

sziikséges).
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7. tablazat. A meggykivonatokban LC-MS-sel azonositott polifenolos vegyiiletek.

Sorszam és | RT Vegyiilet neve Osszegképlet Pontos tomeg (mM/z) A Fragment ionok (relative | Referencial
eléfordulas | [min] ppm abundance, %)
Meért Meért Szamolt
[M+H]* [M-H]

14 10.37 | neo-klorogensav C16H1809 355.10251 355.10291 | -1.13 | 163.0391(100); 145.0286 | LEVAJ et al., 2010
(11); 135.0443 (13)

24 12.83 | kumaroil-kinasav izomerek 1 C16H1808 337.09293 | 337.09235 1.72 | 191.0553 (52); 163.0388 | HAN et al., 2014
(100); 119.0487 (48)

34 12.84 | procianidin B izomer 1 C30H26012 577.13531 | 577.13460 1.23 | 407.0771 (58); 289.0721 | LEVAJ et al, 2010;
(60); 125.0229 (100) BONERZ et al., 2007

44 13.45 | kumaroil-kinasav izomerek 2 C16H1808 337.09317 | 337.09235 2.43 | 191.0555 (10); 163.0388 | HAN et al., 2014
(100); 119.0487 (44)

53 13.92 | procianidin C izomer 1 C45H38018 865.19922 | 865.19799 1.42 | 407.0771 (23); 289.0729 | WOJDYLO et al., 2014
(30); 125.0229 (100)

64 14.12 | katekin 2 C15H1406 289.07196 | 289.07121 2.60 | 245.0819 (34); 151.0025 | LEVAJ et al., 2010;
(63); 109.0280 (100) BONERZ et al., 2007

73 14.77 | procianidin C izomer 2 C45H38018 865.19910 | 865.19799 1.28 | 407.0774 (25); 289.0722 | WOJDYLO etal., 2014
(26); 125.0230 (100)

84 14.94 | klorogénsav 2 C16H1809 355.10211 355.10291 | -2.25 | 163.0390(100); 145.0286 | LEVAJ et al., 2010;
(11); 135.0443 (12) BONERZ et al., 2007

94 15.21 | feruloil-kinasav izomerek1 C17H2009 367.10304 | 367.10291 0.35 | 193.0498 (100); 173.0445
(7); 134.0360 (65)

104 15.77 | procianidin B izomer 2 C30H26012 577.13519 | 577.13460 1.02 | 407.0768 (62); 289.0719 | LEVAJ et al, 2010;
(64); 125.0230 (100) BONERZ et al., 2007

113 16.24 | kriptoklorogénsav C16H1809 355.10223 355.10291 | -1.92 | 163.0390 (100); 145.0285
(12); 135.0443 (12)

124 16.32 | kumaroil-kinasav izomerek 3 C16H1808 337.09201 | 337.09235 | -1.01 | 191.0554 (16); 173.0444 | HAN et al., 2014
(100); 163.0388 (19)

134 16.42 | feruloil-kinasav izomerek?2 C17H2009 367.10301 | 367.10291 0.27 | 193.0497 (100); 173.0444
(85); 134.0362 (62)

143 17.23 | cianidin-3-O-szoforozid C27H30016 611.16071 611.16122 | -0.83 | 287.0552 (100); 213.0545 | JAKOBEK et al., 2009
(4); 137.0226 (3)

153 17.41 | procianidin C izomer 3 C45H38018 865.19835 | 865.19799 0.42 | 407.0762 (23); 289.0714 | WOJDYLO etal., 2014
(27); 125.0230 (100)

164 17.60 | cianidin-3-O-gliikozid 2 C21H20011 449.10773 449.10839 -1.47 | 287.0552 (100); 213.0548 | JAKOBEK et al., 2009
(3); 137.0229 (5)
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173 17.68 | epikatekin 2 C15H1406 289.07175 | 289.07121 1.87 | 245.0818 (78); 151.0382 | LEVAJ et al, 2010;
(31); 109.0281 (100) BONERZ et al., 2007
184 17.81 | cianidin-3-O-(2%-gliikozil)- C33H40020 757.21814 757.21912 | -1.29 | 611.1639 (4); 287.0552 | JAKOBEK et al., 2009
rutinosid (100); 213.0547 (2)
194 18.20 | kumaroil-kinasav izomerek 4 C16H1808 337.09311 | 337.09235 2.26 | 173.0444 (100); 163.0388 | LEVAJ et al., 2010;
(23); 119.0487 (17) BONERZ et al., 2007
208 18.47 | cianidin-3-O-rutinosid C27H30015 595.16626 595.16630 | -0.07 | 449.1094 (4); 287.0552 | JAKOBEK et al., 2009
(100); 213.0551 (2)
214 18.54 | cianidin-3-0-(2%-xilozil)- C32H38019 727.20795 727.20855 | -0.83 | 581.1515 (3); 287.0553 | JAKOBEK et al., 2009
rutinosid (100); 213.0545 (2)
224 18.80 | pelargonidin-3-O-(2C-gliikozil)- | C33H40019 741.22491 741.22420 0.96 | 271.0602 (100) JAKOBEK et al., 2009
rutinosid
233 19.41 | cinkonin | izomer 1 C24H2009 451.10318 | 451.10291 0.60 | 341.0666 (100); 217.0137
(33)
243 19.45 | pelargonidin-3-O-rutinosid C27H30014 579.17096 579.17138 | -0.73 | 433.1135 (4); 271.0603 | JAKOBEK et al., 2009
(100);
254 20.05 | peonidin-3-O-rutinosid C28H32015 609.18152 609.18195 | -0.71 | 463.1237 (4); 301.0708 | JAKOBEK et al., 2009
(100); 286.0474 (14)
264 20.35 | cianidin-O-pentozid C20H18010 419.09750 419.09783 | -0.79 | 287.0554 (100)
273 20.36 | kvercetin-O-(hexozil)-rutinosid | C33H40021 771.19940 | 771.19839 1.31 | 300.0276 (100); 271.0248
(40); 255.0298 (19)
284 20.76 | kvercetin-O-(hexozil)-hexozid C27H30017 625.14056 | 625.14048 0.13 | 300.0276 (100); 271.0251
izomer 1 (37); 255.0305 (20)
293 20.96 | kvercetin-di-O-hexozid C27H30017 625.14111 | 625.14048 1.01 | 463.0888 (48); 301.0356
(70); 300.0277 (100)
304 21.01 | procianidin B izomer 3 C30H26012 577.13605 | 577.13460 2.51 | 407.0768 (31); 289.0724 | LEVAJ et al., 2010;
(53); 125.0229 (100) BONERZ et al., 2007
318 21.09 | kvercetin-O-rutinozid-O- C33H40021 771,19904 | 771.19839 0.84 | 609.1465 (89); 301.0355 | WOJDYLO etal., 2014
glitkozid (90); 300.0277 (100)
324 21.44 | naringenin kalkone-O-hexozid C21H22010 433.11380 | 433.11348 0.74 | 271.0613(100); 151.0024
(59); 119.0488 (22)
333 21.81 | cinkonin I izomer 2 C24H2009 451.10123 | 451.10291 | -3.72 | 341.0667 (100); 217.0135
(36)
344 22.27 | kvercetin-O-(hexosyl)hexoside | C27H30017 625.14001 | 625.14048 | -0.75 | 300.0277 (100); 271.0244
izomer 2 (33); 255.0288 (18)
353 22.81 | cinkonin I izomer 3 C24H2009 451.10248 | 451.10291 | -0.95 | 341.0667 (100);217.0138

(39)
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364 22.88 | di-O- kaffeoilkinasav C25H24012 515.11914 | 515.11896 0.35 | 353.0879 (60); 191.0553
(100); 179.0339 (62)

374 22.99 | prunin C21H22010 433.11389 | 433.11348 0.95 | 271.0612 (100); 151.0024 | TOYDEMIR et al., 2013
(41); 119.0487 (26)

384 23.55 | izokvercitrin 2 C21H20012 463.08810 | 463.08765 0.97 | 301.0354 (43); 300.0276 | LEVAJ et al., 2010;
(100); 271.0249 (37) BONERZ et al., 2007

394 23.63 | rutin? C27H30016 611.16071 611.16122 | -0.83 | 465.1029 (3); 303.0500 | LEVAJ et al, 2010;
(100); 85.0289 (16) BONERZ et al., 2007

403 23.74 | dihidroxi(izo)flavon-C-gliikozid | C21H2009 417.11816 417.11856 | -0.96 | 399.1080 (33); 381.0978
(25); 297.0760 (100)

413 25.34 | asztragalin C21H20011 447.09348 | 447.09274 1.66 | 285.0406 (66); 284.0328
(100); 255.0297 (86)

424 25.47 | nikotiflorin C27H30015 593.15094 | 593.15065 0.49 | 285.0406 (100); 284.0328
(73); 255.0298 (42)

433 25.51 | cinkonin | izomer 4 C24H2009 451.10400 | 451.10291 1.35 | 341.06747 (200);
217.01355 (48)

444 25.83 | narcisszin C28H32016 623.16132 | 623.16122 0.16 | 315.0512(100); 314.0435 | LEVAJ et al., 2010;
(44); 299.0197 (40) BONERZ et al., 2007

453 27.30 | kvercetin-3-O-(4-  kumaroil)- | C30H26014 609.12531 | 609.12444 1.43 | 463.0896 (41); 300.0279 | LEVAJ et al, 2010;

glikozid (100); 271.0247 25) BONERZ et al., 2007

464 27.89 | naringenin ? C15H1205 271.06122 | 271.06065 2.10 | 177.0182 (17); 151.0024 | LEVAJ et al., 2010;

(100); 119.0488 (80) BONERZ et al., 2007

1 Az irodalomban mar kordbban is azonositott vegyiilet a meggyben 2 Standard segitségével beazonositott vegyiilet 3 Csak az etanol alapu (1/A+1/B) kivonatban azonositott
vegyilet 4 Mindkét kivanatban megtaldlhato vegyiilet (1/A+1/B és 2/a+2/B)
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4.3.1.3. A cinkonin beazonositdsa

Az UHPLC-MS-sel végzett analizis soran egy olyan komponenst is talaltunk, melyet
korabban még nem azonositottak a meggyben. Ez a vegyiilet (31. abra) a cinkonin (C19H22N20),
mely egy természetes alkaloida, ami a tobbi kina-alkaloidahoz (Kinin, kinidin, cinkonidin)
hasonloan a kinafa kérgében fordul eld. Az egészségiligyben mar korabban is alkalmaztak a
malaria kezelésére [SINGH et al, 2013], de a legfrissebb kutatasok szerint a méh- [LEE et al.,
2011], és a majrak [JIN et al., 2018] ellen is hatasosnak bizonyult.

RI

31. abra. A cinkonin szerkezeti képlete

Amint az 7. tablazatban lathato, a cinkonin I izomerek csucsai 19,41, 21,81, 22,81 és 25,51
perces retencios id6nél jelentek meg, és az [M-H] - ionok m/z értékiik 451,1029, ami a pontos
molekulatomegiik, az izotépos mintdzatuk és a fragmentdcidjuk alapjan a cinkonin I
diasztereomerjei. A jellegzetes fragment ionok 451.10400, 341.06747 és 217.0155 (32. abra).

A cinkonin négy izomerjét 1s sikeriilt azonositanunk, de csak az 1-es

oldoszerkombinacioval nyert kivonatbol.
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32. abra. A cinkonin | diasztereoizomer (retencios id6 25,5 perc) ESI-MS2

spektruma.



4.3.1.4. A meggyben talalhato fobb antioxidans vegyiiletek meghatarozasa UHPLC-vel
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33. abra. A meggykivonat UHPLC kromatogramja 535 nm-en. Standard segitségével
beazonositott vegyiiletek

A kioldott vegyliletek beazonositiasa utdn, a fobb vegyiiletek pontos mennyiségi
meghatarozasat is elvégeztiik UHPLC segitségével az etanolos kivonatbdl. A kidolgozott mérési
eljarast a késoébbi in vivo kisérlet soran is alkalmaztuk, mivel ezt a modszert alkalmaztuk a
vizsgélat alapjaul szolgalé magas antocianin tartalmu kivonat mindségellendrzésére.

Az 33. 4dbrén lathat6 az *Ujfehértoi fiirtds’ fajta UHPLC kromatogramja, melyen jel6ltiik a
meggyben beazonositott fébb antocianin vegylileteket: cianidin-3-O-gliikozil-rutinozid, (2
mg/100 g meggy), cianidin-3-O-rutinozid, (183 mg/100 g meggy), cianidin-3-O-monogliikozid
(4,29 mg/100 g meggy). Ezen vegyiiletek esetében az antioxidans kapacitast a kalkonvaz C3’-as
¢és C4’-es szénatomjahoz kapcsolodo OH csoport biztositja, igy ezeket az abran is kiemeltiik.

Az antocianinok mellett, a mintdkban nagy mennyiségben talaltunk kvercetint, kvercetin-
3 rutinosidot és apigenint (flavonoidok) (34. abra), melyek prekurzor vegyiiletek az antocianinok
bioszintézisében. De nagy mennyiségben megtalalhatdak benne még més fenolos vegyiiletek is,

mint példaul a klorogén ¢€s a koffeinsav, melyek jellemzdje a magas antioxidans aktivitas.
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34. abra. A meggykivonat UHPLC kromatogramja 340 nm-en.

4.3.2. Az extrakcio utdn visszamaradt rost nem kioldhaté antioxidans tartalma

Miutan elvégeztik a kioldhatd antioxiddnsokat tartalmazo kivonatok vizsgalatat, az
extrakciok soran visszamaradt rostokat kezdtiikk el elemezni, hogy meghatarozzuk a nem
kioldhaté antioxidans hatdsu vegyliletek mennyiségét és hidrolizissel megkiséreljiikk azok
kivonasat.

4.3.2.1. A meggy ¢és a kivonas utan visszamaradt rost 6sszprocianidin tartalma (PAC)
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35. abra. A meggy ¢€s a kivonas utan visszamaradt meggyrost dsszprocianidin tartalma.
Mértékegységek: meggy minta, g procianidin A2/ 100 g friss meggy; kioldas utan visszamarad rost: g procianidin
A2/ 100 g szaraz rost. Roviditések: 1/R: az 1-es oldoszerkombinacidval kioldott meggybdl visszamaradt rost; 2/R:
a 2-es oldoszerkombinacioval kioldott meggybdl visszamaradt rost. Jel6lések: * szignifikansan kiilonbozik az 1/R-

t6l (p<0.05); # szignifikansan kiilonbozik 2/R-t61 (p<0.05).
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Elészor a procianidin vegylileteket vizsgaltuk meg, mivel kordbbi tanulméanyok alapjan
tudtuk, hogy a nem kioldhaté antioxiddnsok nem mésok, mint nem extrahalhatd polifenolok
(NEPF) [PEREZ-JIMENEZ és SAURA-CALIXTO, 2015], és ebbe a vegyiiletcsoportba a
hidrolizalhat6 tanninok mellett a nem extrahalhat6 proanthocianidinek (NEPA) is beletartoznak
[KRISTL et al. 2011; PEREZ-JIMENEZ et al. 2013].

A 35. abran lathato, hogy az 1-es olddszerkombinacié alkalmazasdval mérhetden nagyobb
mennyiségii mono-, di- és trimer-procianidint extrahaltunk, mint 2-es oldészer-kombinacioval,
mivel kevesebb maradt az 1/R maradékban, azonban az is megfigyelhetd, hogy a procianidinek
csak egy részét tudtuk kinyerni. Ennek azért van nagy jelentdsége, mert a gyomorban és a
vékonybélben zajlo emésztési folyamatok soran ezek a kotott vegyliletek nem tudnak
felszabadulni, vagyis eljutnak egészen a vastagbélig, ahol a bélflora mikroorganizmusainak

fermentécidja teszi lehetdveé a felszivodasukat.

4.3.2.2. A meggykivonatok nem kioldhat6 antioxidans kapacitasa
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36. abra. A meggyrostbdl hidrolizalt vegyiiletek antioxidans kapacitasanak €s az

osszpolifenol-tartalmanak 6sszehasonlitasa. (Statisztikai elemzés: 4. melléklet)
Roviditések: 1/R: az 1-es olddszerkombinacio alkalmazéasa utan visszamaradt rost; 1/RC: az 1/R rostbol

kivont hidrolizalhat6 tanninok; 1/RH: az 1/R rostbol kivont kondenzalt tanninok; 1/RA: az 1/R rost lugos
hidrolizise; 1/RPR: az 1/R rost enzimes hidrolizise proteazzal; 1/RPE: az 1/R rost enzimes hidrolizise
pektinazzal; 1/RAA: az 1/R rost enzimes hidrolizise a-amilazzal; 2/R: a 2-es olddszerkombinacio alklamazasa
utdn visszamaradt rost; 2/RC: a 2/R rostbdl kivont hidrolizalhaté tanninok; 2/RH: a 2/R rostbol kivont
kondenzalt tanninok; 2/RA: a 2/R rost lugos hidrolizise; 1/RPR: a 2/R rost enzimes hidrolizise protedzzal,

2/RPE: a 2/R rost enzimes hidrolizise pektinazzal; 2/RAA: a 2/R rost enzimes hidrolizise a-amilazzal.

Az 36. abran megfigyelhetd, hogy az alkalmazott hidrolizis tipusok koziil csak a savas és

a lagos vezetett szamottevé eredményre, mivel hasznalatukkal szignifikdnsan magasabb
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antioxidans kapacitast. Ennek az a magyarazat az, hogy a meggy nem tartalmaz nagy mennyiségi
keményit6t, fehérjét, vagy pektint, tehat ezek lebontdsa (a-amilazzal, proteazzal illetve
pektinazzal) nem okoz szamottevd valtozast.

A lugos kezeléssel mar nagyobb mennyiségii antioxidans vegyiiletet kaptunk, de leginkabb
a savas hidrolizisek hoztak kiemelked6 eredményt. Ezekben az esetekben a TPC értékek is
megnovekedtek, igy feltételezhetéen a kotott polifenolok lebomlésabdl szarmazd alacsony
molekulatdmegii fenolszarmazékok lehetnek feleldsek a latszolag magas antioxidans aktivitasért.
Bar a proantocianinokat altalaban a nem extrahalhaté komponensek koz¢ soroljak, némelyikiiket,
az 7. tablazat eredményei alapjan, mar az extrakcid soran is kinyertiik, viszont jenlétiiket a
hidrolizatumokban nem tudtuk kimutatni.

A mérési modszerek hatékonysagardl ebben az esetben is elmondhatd, hogy jelentds
kiilonbségeket tapasztaltunk. Emellett a DPPH esetében megjegyeznénk, hogy az erds sav
jelenléte nagyon megzavarta a mérési rendszert. A HCl-at tartalmaz6 mintakra (1/RC, 2/RC)
kiugréan magas értékeket mértiink, mig a H2SO4 jelenlétében a mintdk antioxidans kapacitasa

nem érte el a kimutatasi hatarértéket (0,033 mg/ml).
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4.4. AZ ANTOCIANINOK HATASVIZSGALATA

Az antocianinok esetében felmeriilt az az elmélet, hogy alkalmasak lehetnek a 2-es tipusa
diabetes megel6zésére, illetve kezelésére. Ennek igazolasara készitettiink egy antocianinokban
gazdag kivonatot, melynek hatasait egy kisallatkisérletben vizsgaltuk.

Az antocianinok alkalmazhatdsagat elhizott egér modellekben mar megemliti néhany
szakirodalom, bar ezekben az esetekben kiilonb6z6 bogyokat, poritott gylimolcshéjakat,
bogyodlevet vagy tisztitott antocianinokat adtak az egyedeknek, és az alkalmazott dozis is valtozo
volt. A legtobb allatkisérlet 40 és 80 mg/kg kozotti dozistartomanyban pozitiv eredményt hozott,
és egyes esetekben ezeket emberekkel végzett vizsgalatokban is megerdsitették [NAIR és
JACOB, 2016; AZZINI et al., 2017].

Az in vivo kisérlethez 35 him C57BL/6J egeret hasznaltunk, melyeket véletlenszeriien
osztottuk harom csoportba. A kontroll csoportot normal egér tappal és csapvizzel, a masodik
csoportot magas zsirtartalmu tappal és 5 %-os cukortartalmu csapvizzel, a harmadik csoportot
magas zsirtartalmu tappal és 5 %-os cukortartalmu, antocianinos csapvizzel (60 mg/kg) lattuk el,
mivel a magas zsirtartalmu étrend és a szachardzzal kiegészitett ivoviz kombinacidja hatékonyan

valt ki elhizast és inzulinrezisztenciat [PRIOR et al., 2010B].

4.4.1. Antocianinos kezelés hatasa a testsulyra és a vizfogyasztasra

A B

Napi folyadékbeviltel {ml)
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37. abra: A kronikus antocianin kezelés hatdsa a testtomegre és a napi vizfogyasztasra.
Roviditések: MEE magas energiatartalmu étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal
kiegészitve. Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttdl (p<0.05); # szignifikansan kiilonbség a
MEE ¢és a MEEA csoport kozott (p<0.05).

A kisérleti id6szak kezdetén a hdrom csoport atlagos testtémege nem mutatott szignifikans
kiilonbséget. Ugyanakkor a MEE-del és a MEEA-nal ellatott csoport nagyobb napi
testtomegnovekedést mutatott a kontroll csoporthoz képest, és a kisérleti idészak 2. hetére e két

csoport tagjainak tomege szignifikans mértékben megnétt azokhoz az egyedekhez képest, akik a
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normal étrendet kaptdk (37A. 4abra). Az antocianin-kezelést Osszehasonlitva a magas
energiatartalmi csoporttal semmilyen hatdst nem mutatott a testtomegre. Ez az eredmény
Osszhangban van mas laboratoriumok eredményeivel is [DEFURIA et al., 2009; FARRELL et
al., 2015].

Az atlagos napi vizfogyasztisban mind a MEE, mind a MEEA csoport statisztikailag
szignifikans ndvekedést mutatott az egészséges kontroll egerekhez képest az 1. héttdl kezdve, és
ez a kiilonbség az egész kisérleti id6szak alatt fennallt (37B. Abra). A 2. hétt6] az antocianinnal
kezelt allatok szignifikdnsan magasabb vizfogyasztast mutattak a magas zsirtartalmua csoporthoz

képest, és az utolso hetet leszamitva a kiilonbség fennmaradt a két csoport kdzott.

4.4.2. Az antocianin kezelés hatdsa a gliikoztolerancidra
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38. abra. A kronikus antocianin kezelés hatasa az éhomi vércukorszintre (A) és a gliikozgorbe

alatti teriiletre (B).
Roviditések: MEE magas energiatartalmi étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal kiegészitve.
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttol (p<0.05).

A kisérleti id6szak végén a magas zsir és a MEEA csoport szignifikans novekedést mutatott
az ¢homi vércukorszintben a kontroll csoporthoz képest (38A. abra), ugyanakkor az orlis gliikoz
beadasa utdan mind a MEE, mind a MEEA csoport csokkent gliikoztoleranciat mutatott a kontroll
egerekhez képest, amit a Iényegesen nagyobb gliikozgorbe alatt teriilet (AUGC) mutat (38 B.
abra), tehat a magas zsirtartalmu étrend és a szachar6zzal kiegészitett csapviz elhizési modellje
hatékonyan eléidézte az ¢homi hiperglikémiat. Ezt az allapotot gyakran az elhizas és 2-es tipusu
diabetes esetén tapasztaljak. Megallapitottuk, hogy az antocianinkezelés nem okozott
kiilonbséget az éhomi plazma gliikozban és az AUGC-ben a magas energiatartalmt étrenden
tartott egerekhez képest, de ez mas csoportok eredményei alapjan varhato is volt [PRIOR et al.,
2010B; ,DEFURIA et al., 2009; WU et al., 2013A].
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4.4.3. Az antocianin kezelés hatasa a gyulladasgatlo, és a gyulladascsokkento adipokinekre

Mint az koztudott, a fehér zsirszovet nem csak energiatarold szerepet jatszik, hanem fontos
endokrin funkciot is ellat. A zsirszovet altal termelt hormonok, az tgynevezett adipokinek,
fiziologias koriilmények kozott szekretadlddnak a véraramba, de a sulygyarapodas és az elhizas
koérosan megvaltoztatja ezen vegyiiletek génexpresszidjat és szekrécidos mintazatat, jelentdsen
megemelve az olyan gyulladasos adipokinek mennyiségét, mint a leptin, az MCP 1, az alL-6 ¢ S
rezisztin, mikézben csokkenti a gyulladasgatldo adiponektin és az IL-10 termelését. Ezek a
valtozasok hozzajarulnak a szoveti gyulladas, az inzulinrezisztencia és a metabolikus szindroma

egyeb tiineteinek kialakuldséhoz.
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39. abra. A kronikus antocianinkezelés hatasa a postprandialis (étkezés utani) inzulin, C-peptid

¢s leptin szintre.
Roviditések: MEE magas energiatartalmi étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal kiegészitve.
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttol (p<0.05); # szignifikansan kiilonbség a MEE és a
MEEA csoport kozott (p<0.05).

Kisérleti eredményeink azt mutatjk, hogy az oralis gliikozterhelés mind a MEE, mind a
MEEA csoportban szignifikinsan megnovekedett inzulinvalaszt eredményezett a kontroll
csoporthoz képest (39. abra), amelyet a C-peptidszint szignifikdns emelkedése kisért 2 éraval a
gliikozbevitel utan, ami az inzulintermelés jelent6s novekedését jelzi oralis gliikoz hatasara (37.
abra). Az antocianin kezelés nem mutatott hatast a plazma étkezés utani inzulin és C-peptid
szintjére a MEE csoporthoz képest. Az étkezés utani leptinszint tekintetében megallapithato,
hogy a magas zsirtartalmu csoportban az leptin szintje tobb, mint 28-szoros ndvekedését mutatott
a kontroll egerekhez képest, és bar a MEEA csoportban szintén szignifikansan magasabb let a
kontroll csoporthoz képest, az is elmondhatd, hogy az antocianinkezelés a leptinszintjében
jelentds csokkenését valtott Ki a csak magas energiatartalmu étrenden nevelt egerekhez képest
(39. abra).
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40. abra. A kronikus antocianinkezelés hatasa a plazma IL-6 és MCP-1 szintjére.
Roviditések: MEE magas energiatartalmii étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal kiegészitve.
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttol (p<0.05); # szignifikansan kiilonbség a MEE és a
MEEA csoport kozott (p<0.05).

A kisérleti idészak végén az IL-6 szint szignifikdnsan megemelkedett a magas zsirtartalma
csoportban az egészséges kontroll egerekhez képest, a MEEA csoportban, azonban az 1L-6
szintek nem mutattak kiilonbséget Osszehasonlitva a kontroll allatokkal, és szignifikansan
alacsonyabbak voltak, mint a MEE csoport (40. abra). Ez a megéllapitas azért kiilondsen fontos,
mert elhizas esetén az IL-6 felszabadul a zsirsejtekbdl, és rontja a szovetek inzulinérzékenységét
[HIRANO, 2010], tehat az antocianinok javithatjak azt. Ezt az eredményet mas kutatdcsoportok
Is megerdsitették mar [VENDRAME et al., 2013; WU et al, 2016].

Az MCP-1 szintje a kontrollhoz képest szignifikansan megemelkedett mind a magas
energiatartalmt, mind az antocianinnal kiegészitett magas energiatratalmti étrenden tartott
csoportokban (40. abra). Kiilonb6z6 laboratériumokban az antocianin-kezelés képes volt
csokkenteni az MCP-1 értekét, de példaul DeFuria tanulményadban a miénkhez hasonlo

eredményre jutott [DEFURIA et al., 2009].
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41. abra. A kronikus antocianinkezelés hatasa a plazma rezisztin (A) és adiponektin (B)
szintjére.
Roviditések: MEE magas energiatartalmi étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal kiegészitve.
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttol (p<0.05); # szignifikansan kiilonbség a MEE és a
MEEA csoport kozott (p<0.05).

91



A MEE csoportban az rezisztin koncentracioja a plazmaban szignifikdnsan megnovekedett,
de az antocianin-kezelés hatasosan lecsokkentette (41A. abra). Az adiponektin
meg szignifikansan, de az antocianinnal végzett kezelés szignifikansan megnovelte azt a kontroll
csoporthoz képest (41B. abra), tehat az eredményeink megerdsitették Tsuda megallapitasat, mely
szerint az antocianinok fokoztak az adiponektin szekrécigjat [TSUDA, 2012]. Ez j6 eredménynek
szamit, mivel Funahashi (2004) megallapitotta, hogy az adiponektin mennyisége forditott

Osszefiiggést mutat az elhizés és az inzulinrezisztencia kockazataval.

4.4 4. Az antocianin kezelés hatdsa a szervezet antioxiddns statuszara
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42. abra. A kronikus antociani kezelés hatasa a vér zsiroldhato antioxidans
kapacitasara(ACW).
Roviditések: MEE magas energiatartalmi étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal kiegészitve.
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttol (p<0.05); # szignifikansan kiilonbség a MEE és a
MEEA csoport kozott (p<0.05).

A magas energiatartalmu étrend jelentdsen csokkentette az ACW-szintet, amit a kontroll
és a MEE csoport kozotti jelentds kiilonbség mutat. Az antocianin kezelés sikeresen
megakadalyozta az ACW szint csokkenését; tovabba az antocianinnal kiegészitett magas
energiatartalmu étrenden tartott egerek eredményei enyhe, de szignifikans novekedést mutattak
a kontrollokhoz képest (42. 4bra). Osszességében, tehat a zsirban és cukorban gazdag étrend
rontja az antioxidans aktivitasat, de a kronikus antocianinkezelés képes ellensulyozni az elhizasi
modellben tapasztalt antioxidans kapacitas csokkenést, és az egészséges kontrollokhoz képest

szignifikans novekedést idézett eld.
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4.4.5. Az antocianinok hatasa a SOD értékekre
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43. abra. A kronikus antocianin kezelés hatdsa a plazma szuperoxid-dizmutaz (SOD) szintjére.
Roviditések: MEE magas energiatartalmi étrend; MEEA magas energiatartalmu étrend antocianinnal kiegészitve.
Jelolések: * szignifikansan kiilonbozik a kontroll csoporttol (p<0.05); # szignifikansan kiilonbség a MEE és a
MEEA csoport kozétt (p<0.05).

A magas zsirtartalmt étrenden tartott egerekben a SOD szintje jelentésen csokkent a
kisérleti id6szak végére. Az antocianin-kezelés hatékonyan megemelte a SOD-ot az egészséges
¢s a magas zsirtartalmu kontrollokhoz képest (43. abra).

Ennek magyarazata az lehet, hogy a magas energiatartalmu étrenddel kivaltott elhizas miatt
megnd az adipocitokinek koncentracioja. A novekedés mértéke korrelal az oxidativ stressz
mértékével, és az oxidativ stressznek koszonhetéen a H20; termelés kovetkezik be
[FURUKAWA et al., 2004]. A H2O; inaktivalja a SOD-ot, ami csokkent aktivitast eredményez.
Az antocianinok azonban kozvetleniil novelhetik a SOD aktivitasat [TOUFEKTSIAN et al.,
2008].

4.4.6. A kronikus antocianin kezelés hatdasainak sszefoglalasa

Az egereken végzett kisallatkisérlet eredményeit, vagyis a mért paraméterek valtozasait a
44, abra szemlélteti. Lathatjuk, hogy a kisérleti iddszak végére a magas energiatartalmu étrend a
gliikoz tolerancia markéns csokkenését eredményezte mind az MEE, mind a MEEA csoportban.
Megallapitottuk tovabba, hogy az antocianinkezelés soran az ordlis gliikozterheléshez tarsuld
megnovekedett C-peptid szekrécid hatasara megndveledett inzulinvalasz nem volt képes
szignifikansan ellenstilyozni a felfokozott vércukorszintvaltozasokat, annak ellenére sem, hogy
az antocianinok koziil a cianidin-3-0-B-glikozidrol mar bizonyitottak, hogy képes ndvelni a sejtek
inzulinérzékenységét azaltal, hogy inaktivalja a JNK (c-Jun N-terminal kinase, c-Jun N-
terminalis kinaz) stressz kinazt, vagy nem alakitja at a szerin inzulinreceptor-1 szubsztratumot

[AGUIRRE et al., 2000].
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44, abra. A kisallatkisérlet eredményeinek grafikus értelmezése.

Azt tapasztaltuk, hogy zsirsavszint atmeneti ndvekedése az inzulintermelés fizioldgiai
egyensuly fenntartasa érdekében, azonban az elhizodé zsirsav-tilterhelés rontja a p-sejtek
miikodését. Kisérletiink soran azt tapasztaltuk, hogy a hiperkalorikus étrend fokozza az inzulin
szekréciot, és az antocianin-kezelés ebben az esetben nem tudta ellenstilyozni a magas
energiatartalma (magas zsir és cukor) étrend hatasat.

Méréseinkkel tovabba bizonyitani tudtuk, hogy a zsirban és cukorban gazdag étrend rontja
az antioxidans aktivitasat (ACW, SOD), de a kronikus antocianinkezelés képes volt ellensulyozni

a csOkkenést.

A leptint (,,j6llakottsagi hormon”) adipocitak termelik, és mennyisége aranyos a testzsir
mennyiségével [HAMILTON et al., 1995]. Az étvagyat ugy szabalyozza, hogy a hipotalamusz
ives magjaban 1évd receptorokra hat. Elhizds esetén a leptin szint emelkedik, de a leptin
rezisztencia miatt csokken a leptin aktivitasa [ALLISON ¢és MYERS, 2014], igy a
megnodvekedett leptin szint szintén hozzdjarul az inzulinrezisztencidhoz, és pozitiv Osszefiiggést
mutat a kardiovaszkularis betegségek és a metabolikus szindroma kockazataval [REN, 2004].
Vizsgalatunkban a magas energiatartalmua étrend hatékonyan novelte a leptin szintet mind a
MEE, mind a MEEA tartott egerekben. A magas zsirtartalmu tappal etetett egereknél

megnovekedett a testtdomeg és ebbdl eredd hyperleptinemia, ami hozzdjarulhat a gliikdz
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intoleranciahoz. A kronikus antocianinkezelés szignifikdnsan csokkentette a leptin szintet a MEE
egerekhez képest, bar az egészséges kontrollokhoz képest még mindig szignifikansan magasabb
volt. gy nem meglepd, hogy az antocianin kezelés nem javitotta jelentésen a gliikkdz toleranciat,
¢és nem is csokkentette a testtomeget a kisérleti idészak végére. Egyes irodalmak szerint az
antocianin csak 12 hétes kezelés soran volt képes csokkenteni a leptinszintet és a teststlyt, ami
az éhomi inzulinérzékenység javulasaval jart [WU et al., 2013A; WU et al., 2013B; GUO et al.
2012]. Ezek alapjan nem utasithatjuk el annak lehet6ségét, hogy a meggykivonatunk nagyobb
doézisban vagy hosszabb kezelési periddus esetén jelentds javulast eredményezhet a gliikkdz

anyagcserében, de ennek megvalaszolasa tovabbi kisérleteket igényel.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Hazéankban a meggy ipari szempontbol egy igen sololdaltian felhasznalhaté gytimolcs, friss
fogyasztasa viszont nem igazan jellemz6. Ha az egészséges életmodrol, vagy az antioxidansokrol
beszéliink, akkor is inkabb a bogyos gylimdlesok jutnak az ember eszébe, pedig a meggy is igen
gazdag fitokemikalidkban.

Az elmult években a fogyasztok (és ezaltal az ipar is) egyre fontosabbnak tartjak a
természetes eredetli hato-, és adalékanyagok hasznalatat, és ezzel egyidben tartozkodni kezdtek
a mesterséges anyagoktol. Ezt az igényt felismerve ma mar szamos kutatocsoport folytat
vizsgalatokat az zoldségekben és gylimolcsokben taldlhatd hatdé komponensek felkutatdséra.
Kapcsolodva ehhez a tendencidhoz, kutatdcsoportunk megkezdte a magyarorszagi
meggyfajtakban 1évo értékes vegyiiletek feltérképezését €s analizisét.

Els6ként a meggy magjanak elemzését mutatnank be. Bar a meggymagolaj bioaktiv
komponensekben (antioxidansokban, antimikrobidlis ¢és gyulladasgatlo tulajdonsagu
anyagokban) gazdag, és ipari kinyerésére mar 1926-6ta 1étezik megfeleld technologia, hazankban
a magot jellemzéen még mindig nem kivanatos ndvényi hulladékként kezelik.

Vizsgalataink alapjan a magbél atlagosan az egész mag 20 %-at teszi ki, de egyes fajtak,
mint példaul az *Eva’ elnevezésii meggy esetében ez az érték szignifikdnsan magasabb is lehet
(25 %). Megallapitottuk, hogy az endospermium olajhozama 10 és 15 % kozott érték, és hogy a
kinyert olajban harom tokoferol izomer (o, y, 8) van jelen mérheté6 mennyiségben, mivel 3
izomert nem detektaltunk, viszont y-tokoferolban igen gazdagok, atlagos koncentracidja a
vizsgalt mintakban 1,19 mg y-tokoferol/g endospermium.

Osszegezve az eredményeket, azt mondhatjuk, hogy a meggymag feldolgozasara, jo
alternativat jelent a magolaj készitése, mivel egyes fajtdk esetében az olaj kinyerése kiilondsen
gazdasagos, hatékony €s a magas hatdéanyagtartalom miatt idealis ipari y-tokoferol forras lehetne.
Ennek eldsegitésére tovabbi vizsgalatok lehetnek indokoltak, az iparban nagy mennyiségben
feldolgozott meggyfajtak vizsgalatara, a keletkez6 meggymag mennyiségének, valamint a beldle

nyerheté magolaj és a benne talalhato y-tokoferol mennyiségének felmérésére.
Munkénk folytatdsdhoz meg kellett taldlnunk a megfelelé modszert a meggyfajtak

antioxidans kapacitdsanak meghatarozasara, azért hogy megtaldljuk a céljainknak leginkabb

megfeleld fajtakat.
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Az irodalmazas soran sajnos sokszor talalkozunk azzal a problémaval, hogy bar a valasztott
modszerek széles koriien elfogadottak, nem az adott minta sajatossagainak megfeleléen lettek
kivalasztva, igy fontos informaciok veszhetnek el.

Koztudott, hogy a zdldségek és a gylimdlesok fitokemikalidkban rendkiviil gazdagok, és
hogy a kiilonb6zé novényfajok altal termelt vegyiiletek fajtaspecifikusak, igy a mérési
modszerek problémajat megkeriilendd, 1étrehozhatd lenne egy adatbazis, egy ajanlds, mely
figyelembe véve a modellnovény sajatossagait, mérésekkel alatimasztva tartalmazna azt a mérési
modszert, amely a leginkabb alkalmas az 6sszantioxidans kapacitas meghatarozasara.

Mivel a magyarorszdgi meggyfajtdk esetében még nem tortént ilyen felmérés, 12
meggyfajta esetében megmértiik az dsszes antioxidans kapacitast 6t modszerrel (FRAP, DPPH,
TEAC, ACL, ACW). Ezek mellett megtortént a mintak C-vitamin tartalmanak mérése és az
antocianin vegyiiletek mennyiségi meghatarozasa is, hogy a meggyfajtak esetében
referenciaértékkel rendelkezziink, melyekhez viszonyitva meghatarozhatjuk a kapott antioxidans
kapacitas értékek helyességét, és ellendrini tudjuk a moédszerek hatékonysagat.

Megallapitottunk, hogy a zsir-, és a vizoldékony mddszerek esetében is vissza tudtuk mérni
a referenciaként szolgaldo antocianinok, illetve a C-vitamin mennyiségét, viszont azt is
tapasztaltuk, hogy nemcsak a fajtak, hanem a mérési modszerekkel kapott eredmények k6zott is
szignifikans kiilonbségek vannak.

Elmondhat6 tovabba, hogy a meggy antioxidans kapacitdsanak meghatarozasara a
kemilumineszcencian alapuldo PCL (ACW, ACL) modszerek bizonyultak a leghatékonyabbnak,
mivel esetiikben mértiik a legmagasabb értékeket, melyek jellemzden a spektrofotométeres
mérésekkel kapott eredmények tobbszordse volt.

Megallapitottuk tovabba, hogy az egyes fajtak eltérd ardnyban tartalmaznak zsir-, és
vizoldékony antioxidans hatasu vegytileteket, és hogy ilyen értelemben a vizsgalt meggyek koziil
az *Ujfehértoi fiirtds fajta a legértékesebb, igy a tovabbi vizsgalatainkhoz és kivonatainkhoz ezt

a gytimolcsot hasznaltuk fel.

Ezutan a meggyben 1év6 antioxidansok mennyiségi és mindségi meghatarozasdhoz oldo-,
valamint hidrolizaldszerek segitségével elkiilonitettiik a kioldhato és a nem kioldhato antioxidans
hatasu vegylileteket, majd analitikai modszerekkel meghataroztuk a kivonatok antioxidans
kapacitasat.

A meggybdl két tobblépcsdés oldoszerkombinacidoval extrahdltuk ki a kioldhato
antioxidansokat, majd az kivonatokat hat eltéré mérési modszerrel (FRAP, DPPH, TEAC, ACL,

ACW, TPC) hasonlitottuk 6ssze. A kapott eredmények alapjan azt allapitottuk meg, hogy a két
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extrakcios eljarassal kapott kivontok antioxidans kapacitdsa, illetve Osszpolifenoltartalma
szignifikansan nem kiilonbozik, de azt is lathattuk, hogy az oldoszerkombinaciok egyes
Iépéseiben alkalmazott elegyek Onmagukban nem alkalmasak a bioaktiv vegyiiletek teljes
kivonasara, mivel a veliik nyert kivonatok antioxidans kapacitdsa jelentésen elmarad az
oldoszerkombinéciokra kapott értékektol.

A meggy esetében mar tapasztalt, az egyes mérési modszerek hatékonysagaban megfigyelt
kiilonbségek ebben a vizsgalatban is megmutatkoztak, és a korabbi tapasztalatokhoz hasonldan,
ebben az 6sszehasonlitasban is a kemilumineszcencian alapuld mérések bizonyultak a leginkabb
megfelelonek.

Az antioxidans kapacitds meghatarozasa mellett, UHPLC-MS illetve standardok
segitségével mindkét olddszerkombinicié esetén azonositottuk a kioldott vegyiileteket.
Megallapitottuk, hogy ugyan a két kioldasi moddszerrel kinyert vegyiiletek szamédban volt
kiilonbség, a kioldott vegyiiletcsoportok (antocianinok, procianidinek, flavonoidok és egyéb
polifenolok) megegyeztek. Ez a megallapitas azért nagyon fontos szamunkra, mert a Vizes-
alkoholos kioldas (1-es oldoszer kombindcio) elénydsebb a feldolgozodipar szamara, és a mért
értekek alapjan ez az extrakciés modszer elegendd a meggy legfontosabb vegyiileteinek
(antocianinok, procianidinek, fenolos komponensek és flavonoidok) kivonasara.

Az 1-es kombinacioval nyert kivonatbol sikeriilt beazonositanunk egy olyan vegyiiletet is,
melyet kordbban meggybdl még nem mutattak ki. Ez a komponens a cinkonin, melynek
rakellenes tulajdonsagait tobb tanulmany is igazolta mar.

A meggyben talalhato fObb antioxidans hatasu vegyiiletek beazonositdsara, ¢és
koncentraciojuk meghatarozéasara kromatografias rendszert fejlesztettiink UHPLC segitségével.
Ezt a modszert a késGbbiekben, az in vivo kisérleteinkhez hasznalt magas antocianin tartalmu
meggykivonat mindségellendrzésében is alkalmaztuk.

A meggy, valamint a visszamaradt rostok Osszprocianidin tartalmanak (PAC) elemzése
ramutatott, hogy bar az 1. oldoszerkombinacioval szignifikdnsan tobb prociandint tudtunk
kioldani, mint a 2. mddszerrel, a kioldott mennyiség jelentésen elmarad a meggyben
Osszességében megtaldlhatd Osszprocianidinok mennyiségétdl, tehat jelentés mennyiségli
procianidin maradt a mintakban kotott formaban.

Az extrakci0s eljarasok utan visszamaradt rostok hidrolizisével sikeriilt kinyerniink tovabbi
antioxidans hatasu vegyiileteket, bar az enzimes hidrolizis nem eredményezett jelentds
antioxidans aktivitast.

A lagos és a savas hidrolizisek kiemelkedé eredményt hoztak, és ezekben az esetekben az

Osszpolifenoltartalom is megndvekedett, tehat valdszintsithetéen a kotott polifenolok
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lebomléasabdl szdrmazd alacsony molekulatomegli fenolszarmazékok okozhatjdk a valtozast.
Emellett megallapitottuk, hogy a mérési modszerek hatékonysagardl ebben az esetben is jelentds
kiilonbségeket eredményezett, és hogy a DPPH mérés eredményét az erds sav jelenléte nagyban
befolyasolta.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a friss meggybdl kivont és az extrakciés maradékok
hidrolizisével nyert antioxidansok mennyisége az alkalmazott két oldoszer-kombinacid esetében
nagyon hasonléak voltak, és kijelenthetjiik, hogy a Saura-Calixto és Goiii (2006) altal kidolgozott
savas (HCI) metanol-aceton-viz olddszer-kombinacié szignifikansan nem extrahalt ki nagyobb
mennyiségli antioxidans vegyiiletet. Kovetkezésképpen a kioldas hatékonysdgara nincs
befojassal, ha az els6 1épésben nem hasznalunk HCI-t, és a methanolt etanollal, valamint ha az

aceton-viz kombinaciot 100 % -os etanollal helyettesitjiik.

Miutan sikeriilt egy hatékony eljarast kidolgoznunk az antocianinok alkoholos kivonasara
¢s tisztitasara, kisallatkisérletet terveztiink az antocianinokban gazdag meggykivonat étrenddel
kivaltott elhizasos modellen gyakorolt hatasanak mérésére.

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a kronikus oralis antocianin-kezelés nem védte meg
az allatokat az étrenddel kivaltott sulygyarapodastol, és megallapitottuk, hogy a magas
zsirtartalmu étrend és a szacharozzal kiegészitett csapviz alkalmazasaval el tudtuk idézni az
¢homi hiperglikémiat, melyet a kronikus antocianinkezelés nem tudott jelentdsen csokkenteni.

Kisérletinkben a MEE egerek szignifikins kiilonbségeket mutattak az egészséges
kontrollokhoz képest, de ra kell mutatnunk, hogy nehéz minden részletben 6sszehasonlitani a
vizsgalatokat, mivel az elhizds vagy az inzulinrezisztencia modell tekintetében jelentds
kiilonbségek (ragcsalotorzs, alkalmazott vegyiiletek, kivonatok kémiai Osszetétele, adagolasa,
kezelési idétartam) vannak a szakirodalomban. Ez alapjan azt feltételezhetjiik, hogy az adipokin
gén expressziés mintaiban kiilonbségek vannak, ami megmagyarazhatja, hogy az adiponektin
szintje miért nem valtozott sem az elhizas modelljében, sem az antocianin kezelésre adott
valaszban. Hangsulyoznunk kell azonban, hogy a meggykivonattal végzett kronikus kezelés
csokkentette a leptin és az IL-6 szintjét, ami azt bizonyitja, hogy az alkalmazott antocianin
mennyiség gyulladascsokkentd hatasu, €s feltételezhetjiik, hogy egy nagyobb dozisu antocianin
¢és / vagy hosszabb periodus kezelés hatékonyan javithatja az inzulinérzékenységet az étrenddel
kivaltott elhizasi modellben, de hipotézisiink bemutatasa tovabbi kisérleteket igényel.

Méréseinkkel bizonyitani tudtuk, hogy a zsirban és cukorban gazdag étrend rontja a plazma

antioxidans aktivitdsat, de a kronikus antocianinkezelés képes ellenstlyozni az elhizési
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modelliinkben tapasztalt antioxidans kapacitas csokkenést, és az egészséges kontrollokhoz

képest enyhe, de mégis szignifikdns novekedést idézett eld.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Bizonyitottuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtdk magbél: maghéj aranya, valamint az
endospermiumok olajhozama eltérd. A magok Osszetételében egyes fajtak kozott tobb, mint 6 %,
mig az olajhozamban csaknem 7 %-os eltéréseket is tapasztaltunk. Emellett a magok jelentds y-
tokoferol tartalommal jellemezheték (1,6 mg/g endospermium), mig B-tokeforol nem volt
detektalhato.

2. Bizonyitottuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtak koziil az ,,Ujfehértéi fiirtos”
jellemezhet6 a legnagyobb viz- és zsiroldhat6 antioxidans kapacitassal (ACW értéke 2,2 pg/mg;
ACL értke 4,4 pg/mg), és értékes vegylileteinek kinyerésére vizes-etanolos oldoszerelegy

alkalmazéséaval uj extrakcidés modszert dolgoztunk ki.

3. Els6ként azonositottuk meggyben az ismert antocianin vegyiiletek mellett UHPLC-MS

technikaval a cinkonint.

4. Kisallatkisérleteinkkel igazoltuk, hogy az antocianinokban gazdag meggykivonat
alkalmazasaval csokkenthetd a magas zsir- és cukor tartalmu étrend altal kivaltott megemelkedett
leptin, IL-6 és rezisztin szint. Esetiinkben a leptin szintje 41 %-kal, IL-6-é 23 %-kal, a rezisztin
szintje pedig 9,5%-kal csokkent, ezaltal bizonyitottuk, hogy az alkalmazott antocianin
koncentracio (60 mg/kg) gyulladascsokkentd hatast az étrenddel kivaltott elhizasi modellben. A
kronikus antocianin-kezelés képes ellensulyozni az elhizasi modellben tapasztalt antioxidans
kapacitas csokkenést és az egészséges kontrollhoz képest szignifikans (43 %-os) novekedést

detektaltunk.
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7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

Eredményeinket a gyakorlatban a kovetkezokre hasznalhatok fel reményeink szerint a

jovoben:

1.

Sikeriilt néhany olyan meggyfajtat azonositanunk, melyek magja kiemelkedé magolaj
és y-tokoferol forras lehetne az ipar szamara, ezek az *"M’, az *A’ és az *Eva’ fajta.
Kimutattuk, hogy a fajtak kozott jelentds kiilonbség van az antioxidans kapacitasban, és
hogy az alkalmazott médszerek koziil a meggy mérésére a kemilumineszcencian alapulo
PCL (ACW, ACL) mddszerek a leginkabb alkalmasak.

Megiallapitottuk, hogy a vizsgalt magyarorszagi meggyfajtik koziil az *Ujfehértoi
flirtds’ fajta a leggazdagabb a viz és a zsiroldékony antioxidans hatdsu vegyiiletekben
(ACW értéke 2,2 pg/mg; ACL értke 4,4 ng/mg), és kiemelked6en magas az antocianin
tartalommal rendelkezik (0,15 pg/mg).

Modszert dolgoztunk ki a meggy antocianinokban gazdag kivonatanak elkészitésére,
mely extraktum az élelmiszer-, és a gyogyszeriper szdmara is felhasznéalhat6.

A kiséllatkisérletiink tapasztalatai alapot adhatnak a jovében tovabbi antocianin alapt

vizsgalatokhoz az étrenddel kivaltott elhizasi modellben.
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8. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran a magyarorszagi meggyfajtakban 1év0 bioaktiv komponensek
vizsgélataval foglalkoztam. Ennek soran meghataroztuk a meggyfajtdk magjanak olajhozamat,
valamint az olaj mennyiségét ¢s mindségi dsszetételét, dsszehasonlitottuk az antioxidans mérd
modszerek hatékonysagat, eljarast dolgoztunk ki a kioldhat6 és a nem kioldhat6 antioxidansok,
illetve az antocianinok kinyerésére és in vivo kisérletben elemeztiik az antocianinok élettani
hatésait.

Megallapitottuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtdk magjdnak olajhozamai jelentds
kiilonbséget mutatnak (10-15 %), és beazonositottunk harom fajtat M, A’ és *Eva’), melyek
a mennyiségi és a mindségi paraméterek alapjan kimagaslé olaj és y-tokferol forrasok.
Méréseinkkel igazoltuk, hogy dsszetételiik alapjan, a vizsgalt meggyfajtik koziil az *Ujfehértoi
fiirtds” a legértékesebb, mivel vizoldékony és zsiroldékony antioxidans hatasu vegyiiletekben ez
a fajta volt a leggazdagabb. A mérési moddszerek hatékonysagaban is nagy -eltéréseket
tapasztaltunk, és a meggy meghatarozasara a kemilumineszcencidn alapulo PCL (ACW, ACL)
modszereket talaltuk a leginkabb alkalmasnak.

Kifejlesztettiink egy az ipar szamara is alkalmazhat6, etanol alapu kioldasi mddszert a
meggyben 1évo kioldhato antioxidansok nagy hatékonysagu kinyerésére, melyet 6sszehasonlitva
az irodalmakban alkalmazott modszerrel nem taldltunk szignifikdns antioxidans kapacitasbeli
kiilonbséget. A kivonatokban antocianinokat, procianidineket, flavonoidokat és egyéb
polifenolokat azonositottunk. Kromatografias rendszert fejlesztettink UHPLC késziiléken,
mellyel nagy mennyiségii cianidin-3-O-gliikozil-rutinozidot, cianidin-3-O-rutinozidot és
cianidin-3-O-monogliikozidot azonositottunk az *Ujfehértéi fiirtds’ fajtaban.

Az extrakcid utdn visszamaradt rostban kotott formaban 1évd antioxidans hatast
vegylileteket, hidrolizal6 mddszerekkel (savas, lugos és enzimes) nyertiik ki, és az alkalmazott
modszerek koziil a savas ¢és a lugos kezeléseket talaltuk hatékonynak.

A meggybdl késziilt kivonatot tovabb tisztitva eljarast dolguznunk ki az antocianinok
kivonasara, majd kisallatkisérletet terveztiink az antocianinokban gazdag meggykivonat
étrenddel kivaltott elhizasos modellen gyakorolt hatasanak vizsgélatara.

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a kronikus oralis antocianin-kezelés nem védte meg
az allatokat az étrenddel kivaltott sulygyarapodastol, és megallapitottuk, hogy a magas
zsirtartalmu étrend és a szacharézzal kiegészitett csapviz alkalmazasaval (MEE) el tudtuk idézni

az éhomi hiperglikémiat, melyet a kronikus antocianinkezelés nem tudott jelentdsen csokkenteni.
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A vizsgalt paraméterekben (testsuly, vizfogyasztas, gliikkoztolerancia, gyulladasgatlo, és
gyulladascsokkenté adipokinek, a vér antioxidans statusza, a plazma szuperoxid-dizmutaz
(SOD) szintje) a MEE egerek szignifikans kiilonbségeket mutattak az egészséges kontrollokhoz
képest. A meggykivonattal végzett kronikus kezelés csokkentette a leptin és az IL-6 szintjét, ami
azt bizonyitja, hogy az alkalmazott antocianin mennyiség gyulladdscsokkentd hatasu.
Meéréseinkkel bizonyitani tudtuk, hogy a zsirban és cukorban gazdag étrend rontja a plazma
antioxidans aktivitasat, de a kronikus antocianinkezelés képes ellensulyozni az elhizési
modelliinkben tapasztalt antioxidans kapacitas csokkenést, és az egészséges kontrollokhoz

képest enyhe, de mégis szignifikdns novekedést idézett eld.
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9. SUMMARY

During my Ph.D., | dealt with the study of bioactive components in Hungarian sour cherry
cultivars. We determined the oil yield and the quantity and quality composition of the seeds of
the cherry cultivars, compared the efficiency of antioxidant measurement methods, developed a
method for the extraction of soluble and insoluble antioxidants and anthocyanins, and analyzed
the physiological effects of anthocyanins in an in vivo experiment.

We found that the oil yields of the seeds of the Hungarian sour cherry cultivars show a
significant difference (10-15 %), and based on the quantitative and qualitative parameters, we
identified three cultivars ("M, 'A' and 'Eva'), which are outstanding sources of oil and y-
tocopherol. Furthermore, we proved that the ‘Ujfehértéi fiirtds’ is the most valuable from the
examined sour cherry cultivars, as this cultivar was the richest in water-soluble and fat-soluble
antioxidant compounds. We also verified, that there are large differences in the efficiency of the
measurement methods, and we found the PCL (ACW, ACL) methods, that based on
chemiluminescence, to be the most suitable for the determination of sour cherries.

We have developed an ethanol-based extraction method for the high-efficiency extraction
of soluble antioxidants from sour cherries, that is suitable industrial purposes. We compared this
method with another, that used in the literature, and we found, there are not significant difference
in antioxidant capacity. Anthocyanins, procyanidins, flavonoids and other polyphenols were
identified in the extracts. We developed a chromatography system on a UHPLC, that identified
large amounts of cyanidine-3-O-glucosyl rutinoside, cyanidine-3-O-rutinoside, and cyanidine-3-
O-monoglycoside in the ‘Ujfehértéi fiirtds® variety.

The residue remaining (after extraction) contain antioxidant compounds in bound form.
These chemicals were recovered by hydrolysis methods (acidic, alkaline and enzymatic), and we
found, that acidic and alkaline treatments were effective.

By further purifying the sour cherry extract, we developed a method for extracting
anthocyanins, and then designed a pet experiment to investigate the effect of anthocyanin-rich
sour cherry extract on a diet-induced obese model.

In the experiment, we found, that chronic oral anthocyanin treatment did not protect
animals from diet-induced weight gain, and that the use of a high-fat diet and sucrose-
supplemented tap water (MEE) could induce fasting hyperglycemia. The anthocyanin treatment
could not significantly reduce the fasting hyperglycemia.

In the analysed parameters (body weight, water intake, glucose tolerance, anti-

inflammatory and anti-inflammatory adipokines, blood antioxidant status, plasma superoxide
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dismutation (SOD) levels), MEE mice showed significant differences compared to healthy
controls. Chronic treatment with sour cherry extract reduced leptin and IL-6 levels, proving that
the used amount of anthocyanin has an anti-inflammatory effect. With our measurements, we
were able to demonstrate that a fat- and sugar-rich diet impairs plasma antioxidant activity, but
chronic anthocyanin treatment can counteract the decrease in antioxidant capacity in our obesity
model and produced a slight but significant increase compare with the healthy controls.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik segitségemre voltak doktori munkam
elkészitése és az odaig tartd Ut soran.

Els6ként szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Galné Dr. habil. Remenyik Juditnak
az éveken at tartd6 mindennemi tAmogatast, segitséget, utmutatast, biztatast és odafigyelést,
mellyel el@segitette céljaim elérését, és dolgozatom megsziiletését.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Stiindl Laszlonak, aki a Debreceni Egyetem
Mezégazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar dékanja, valamint a DE-
MEK Elelmiszertechnolédgiai Intézet vezetdje, hogy helyet biztositott szamomra a kisérleteim
elvégzéséhez.

K6sz6ndm munkacsoportunk minden tagjanak: Bironé Molnar Piroskanak, Dr. Homoki Judit
Ritanak, Bir6 Attillanak, Szab6 Szabolcsnak, Sz6116si Erzsébetnek, Szarvas Maria Magdolnanak,
Pest-Asboth Georginanak, Szilagyi Endrének, Dr. Markovics Arnoldnak és végiil, de nem utolso
sorban Dr. Fazekas Monika Evéanak, hogy tapasztalataikkal és munkajukkal segitették a
vizsgalatok kivitelezését és a dolgozat elkésziilését, valamint azt, hogy mindig szamithattam
rajuk barmit hozott is az élet.

K6szonom Dr. habil. Gyémant Gyodngyinek, Dr. Kiss Ritdnak és Dr. Czidky Zoltannak a
kisérletek és a publikdciok soran nyljtott segitséget.

Végezetiil pedig szeretném megkoszonni a csaladomnak, hogy mindig mellettem alltak és

batoritottak. Kiilon koszondm édesanyamnak, hogy annyi éven at tanittatott és tiamogatott.
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13. NYILATKOZATOK

NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Kerpely Kalméan Doktori Iskola keretében készitettem, a

Debreceni Egyetem doktori (Ph.D.) fokozatanak elnyerése céljabol.

Debrecen, 20........ccoveviviiinn...

a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy Kun-Nemes Andrea doktorjeldlt 2012-2021 kozott a fent megnevezett Doktori
Iskola keretében iranyitdsommal végezte munkéjat. Az értekezésben foglalt eredményekhez a
jelolt onallo alkotod tevékenységével meghatarozoan hozzajarult, az értekezés a jeldlt onallo

munkaja. Az értekezés elfogadasat javaslom.

Debrecen, 20......cccvvviiiiiiiiiin

a témavezet0 alairasa
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14. MELLEKLETEK

1. melléklet. A meggyfajtak FRAP és ACW méddszerrel mért vizoldékony antioxidans kapacitasanak és C-vitamin tartalmanak statisztikai elemzése.

Initial Cluster Centers

Cluster Membership

Cluster
1 2 3 4 5
FRAP_mgmg 0,26 0,39 0,14 0,31 0,24
ACW_mgmg 2,22 1,50 1,05 0,57 0,84
C_vitamin 0,03 0,07 0,02 0,18 0,16

Iteration History?

Change in Cluster Centers

Iteration 1 2 3 4 5
1 0,000 0,170 0,118 0,000 0,053
2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

a. Convergence achieved due to no or small change in cluster centers. The
maximum absolute coordinate change for any center is ,000. The current iteration is
2. The minimum distance between initial centers is ,269.

Meggyfajta Cluster Distance
Achat 3 0,118
Csengdd 2 0,170
Debrecen 3 0,118
Erdi bétermd 4 0,000
Eva 5 0,053
Gerema 2 0,119
Jade 2 0,127
Kantorj 5 0,125
Petri 5 0,112
Pisa 2 0,040
Pyramis 5 0,171
Ujfehé 1 0,000



2. melléklet. A meggyfajtak DPPH, TEAC és ACL mddszerrel mért zsiroldékony antioxidans kapacitasanak és antocianin-tartalmdnak statisztikai elemzése.

Initial Cluster Centers Cluster Membership
Cluster valami Cluster Distance
1 5 3 4 5 Achat 3 0,254
TEAC 1,10 1,24 0,85 191 1,08 Cseng6d 2 0,000
DPPH 0,91 0,75 0,50 1,55 1,47 Debrecen 3 0,219
ACL 2,04 4,01 3,19 4,39 3,81 Erdi b& 1 0,376
Antocianin 0,16 1,12 0,24 0,15 0,35 Eva 3 0,359
Gerema 3 0,448
Iteration History? Jade 5 0,208
Kantorj 1 0,248
Change in Cluster Centers

. Petri 1 0,284

Iteration 1 2 3 4 5
1 0,284 0,000 0,448 0,000 0,419 Pisa 5 0,288
2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Pyramis 5 0,419
a. Convergence achieved due to no or small change in cluster centers. The Ujfehé 4 0,000

maximum absolute coordinate change for any center is ,000. The current iteration
is 2. The minimum distance between initial centers is 1,029.
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3. melléklet. A meggykivonatok antioxiddns kapacitasanak és osszpolifenol-tartalmanak statisztikai elemzése.

Sample 1/AS+1/BS 2/AS+2/BS 1/AS 1/BS 2/AS 2/BS
Std. P- Std. P- Std. P- Std. P- Std. P- Std. P-
Method Mean Error |value Mean Error |value | Mean | Error |value| Mean | Error |value| Mean | Error |value | Mean | Error |value
ACL 0.239 0.006 | b 0.232 0.004| b |0.151 | 0.001 a 0.030 | 0.002 a 0,105 [0,002| a 0,052 {0,001 b
TEAC 0.189 0.002 c 0.171 0.002 | ¢ |0.073 | 0.001 d 0.023 | 0.000 | bc | 0,061 |0,004| bc | 0,020 {0,003| ¢
DPPH 0.168 0.004 | d 0.118 0.007 | d | 0.075 | 0.001 d 0.015 | 0.001 | de | 0,059 |0,006| ¢ 0,028 {0,000 | c¢
ACW 0.268 0.005 a 0.294 0.007 | a | 0.097 | 0.001 0.026 | 0.003 | ab | 0,124 |0,018| a 0,029 |0,003| ¢
FRAP 0.185 0.005 | cd 0.188 0.010| ¢ | 0.116 | 0.000 b 0.018 | 0.000 | cd | 0,098 |0,008| ab | 0,088 [0,012| a
TPC 0.053 0.003 e 0.070 0.001| e |0.052| 0.001 e 0.011 | 0.000 e 0,041 {0,004| ¢ 0,018 |0,000| c

4. melléklet. A meggyrostbol hidrolizalt vegyiiletek antioxidans kapacitasanak és az 6sszpolifenol-tartalmanak statisztikai elemzése.

Sample 1/RH 2/RH 1/RK 2/RK 1/RPR 1/RA

Std. P- Std. P- Std. P- Std. P- Std. P- Std. P-
Method | Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value
ACL |5,523924|0,206837| b |4,626273|0,089568| b |5,136208|0,281042| bc |3,376704|0,172545| b |0,329652|0,005146| a |0,297342|0,009064| ¢
TEAC |0,814408 | 0,01602 e |0,655186|0,024693| e |6,089197|0,087278| b |5,577601|0,081766| b |0,214855|0,129988| a |0,345807|0,005434| b
DPPH |8,414576 | 0,18805 a 8,14816 |0,157792| a 250,02 |2,510623 | a |247,7094|4,743269| a |0,271361|0,003104| a |[0,159186|0,012789| d
ACW |2,239381|0,024139| ¢ |2,222443|0,028895| ¢ 0,164468 | 0,001113| a |0,087363|0,002353| e
FRAP |1,302172|0,025742| d |0,404671|0,015198| e |1,287592(0,060399| <c 1,22635 |0,008982| b |0,222895|0,006201| a 0,14819 |0,012164| d
TPC 2,17133 | 0,07447 ¢ |1,412789|0,099435| d |3,126382|0,249972| bc |3,662156|0,250009| b |0,182549 (0,000621 | a |1,249431(0,015739| a
Sample 1/RL 2/RPR 2/RA 2/RL 1/RPE 2/RPE

Std. P- Std. P- Std. P- Std. P- Std. P- Std. P-
Method | Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value| Mean Error |value
ACL |0,296789|0,001204| d |0,223075|0,012261| a |0,188443|0,014859| a |0,381569|0,003655| d |0,300673|0,005271| a |0,298767|0,002766| a
TEAC |2,632729|0,034454| b |0,091801|0,001142| c¢ |0,074066|0,002684| ¢ |2,589332|0,014251| b |0,293242|0,009712| a |0,310956|0,004563| a
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DPPH 0,146715| 0,00561 b ]0,092937|0,005971 | bc 0,1461530,005179| ¢ ]0,125941]0,001698| ¢
ACW |0,265097 | 0,001244 0,1426 |0,001015| b |0,087396|0,000733 | bc |0,336876 | 0,000551 0,1054410,002593| d [0,109604 |0,004282| d
FRAP ]1,485204|0,015161 0,1419470,003666 | b |0,071692|0,000851| c¢ |1,470293|0,006853 0,1943730,002599| b |0,187999 | 0,00318 b
TPC |3,601912|0,042691 0,13287410,002326 | b |0,104849|0,001015| b 3,70971 | 0,037335 0,191527 | 0,00204 b |0,190108 | 0,004256| b
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