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1. BEVEZETES

Hazink lakossagdnak tdlnyom6 része a szabadgyokokkel oOsszefiiggésbe hozhat6
betegségek (civilizacids betegségek, elhizds, sziv- és érrendszeri, rosszindulati daganatos
megbetegedések, csontritkulds, kettes tipusi diabetes stb.) egyikében szenved. Ezek dontd
hanyaddnak kialakuldsédban a helytelen tapladlkozasi szokdsoknak elsddleges a szerepe. Bar egyre
tobb a tudatos fogyasztd, a médidban mar sokszor unalomig hangsilyozzdk az egészséges
életmédot €s nincsen olyan nap, amikor ne jelennének meg valamelyik ismert médiaszerepld
taplalkozasi ,,tandcsai” a konyvesboltokban, de a statisztikai adatok alapjan a haldlozast tekintve

Magyarorszag az EU-tagéllamok k6zott mégis az elsOk kozott szerepel.

Az &ruhdzak polcai tele vannak ujabbndl udjabb, ,fitnesz, karcsdsito, zsirégetd,
cukormentes, nagy antioxiddns tartalmu, tobb rostot tartalmazd” termékekkel, valamint szinte
barmilyen panaszra, igényre lehet taldlni étrend-kiegészitét. Ugyanakkor ismert tény, hogy
z0ldség- és gyimolcsfogyasztisunk messze alulmarad a tagdllamokétol, pedig ma mar
tudoményosan igazolt, hogy ezek elsOsorban frissen torténd fogyasztasdval fedezni lehetne
azokat az alapvetd, vitaminokat és provitaminokat, dsvanyi elemeket, amelyek nemcsak a
szervezet zavartalan mikodéséhez elengedhetetlenek, hanem elsdsorban antioxidans
komponenseiknek kOszonheton a betegségek megel6zéséhez is dontd mértékben

hozzéjarulhatnak.

Mar az 6skorban is szivesen fogyasztott bogyds gyiimolcsoknek kiilondsen fontos szerepiik
van a szabadgyokok kdros hatdsaival szembeni kiizdelemben, ugyanis rendkiviil nagy az
antioxiddns hatdsuk a benniik el6fordulé nagy vitamin- €s flavonoidtartalom miatt. Miutédn az
utobbi idében az orvosldsban jelentds szemléletvaltozas kovetkezett be, egyre inkdbb a
megeldzésre helyezik a hangsilyt a betegségek kezelésével szemben, elOtérbe keriiltek a
természetes alapanyagu gydgyhatdsi készitmények. A bogyds gyiimolcsok szdmos, ezzel
kapcsolatos kutatdsi munka fészerepldivé valtak, mivel a daganatos megbetegedések, valamint a

sziv- és érrendszeri betegségek megel6zésében €s utokezelésében is elengedhetetleniil fontosak.

Az eddigiek alapjan fontos és indokolt is, hogy a Magyarorszagon termesztett bogyds
gylimolcsok antioxiddns jellemzdit vizsgdljuk, valamint az antioxiddns kapacitasuk
kialakitdsaban donté szerepet jatszé komponenseiket mind mindségileg, mind mennyiségileg

megismerjiik.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Egészségiigyi korkép

Korunk egészségtudatos, de ,laikus” fogyasztdjdnak nincsen egyszerli dolga, ha a
rendelkezésre 4all6 informacidaradatbdl (internet, férumok, radid, televizid, szakkonyvek,
szaklapok, magazinok, médidban szereplok-, felkapott hirességek életmdd-, taplalkozas-, vagy a
fogyokura tandcsai, ajanlasai stb.) ki akarja szlirni a szakszerli, tudomédnyosan bizonyitott
adatokat. Nem konnyiti meg a fogyasztok eligazodasat, illetve dontését a soha nem latott boséges
élelmiszerkindlat, a gyartok ,,ijabbnal djabb” termékei és reklamfogasai. Népszert lett az étrend-
kiegészitok szedése/fogyasztisa, amely esetében a legnagyobb problémat a tiladagolds jelenti,
valamint az egyéb szerekkel-gydgyszerekkel vald, akar még nem is ismert kolcsonhatasuk és
mellékhatasuk (Halliwell, 2007; Cornetti, 2009). Szerencsésebb lenne természetes forrasbol,
elsésorban  zoldségek  gyiimoOlcsok — fogyasztdsdval  hozzdjutni a  nélkiillozhetetlen
antioxiddnsokhoz, vitaminokhoz, provitaminokhoz, polifenolos vegyiiletekhez stb., hiszen
mindezeket a természetben el6fordulé formaban és megfeleld ardnyban tartalmazzdk. A
Kozponti Statisztikai Hivatal felmérésébdl kideriil (KSH, 2007), hogy a tobbi tagillamhoz képest
(1. abra) kevesebbet koltiink zoldség és gyliimolcs vasarlasara. A sorban Magyarorszag hatulrol
a harmadik helyen all, és ndlunk csak a csehek és a szlovdkok raforditdsai kisebbek. A
sorrendben elsok kozott szerepelnek azok a tagéllamok, ahol a mediterrdn diétdnak készonhetden
nem meglepd mddon kisebb a kialakulési kockédzata az un. civilizdcids betegségeknek, mint a
sziv- és érrendszeri, vagy rosszindulati daganatos megbetegedések (Trichopoulou és mitsai.,

2003; Estruch és mtsai., 2006).

Zéldség, EU-27 z'lkg Gyirndlcs EU-27 atlag

ilill
$° P %b& &

"-'b
S *%%v& e L
e’*’%” o

-] £oloseg 0 Gyumilcs

1.4bra. Az Eurdpai Uni6 tagdllamai magdnhdztartdsaiban a zoldségre és gylimolcsre forditott kiaddsok

alakuldsa 2005-ben (pps, vasarléerd egység) (KSH, 2007)
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Hazéankban évek 6ta né azoknak a betegeknek a szdma, akik korunk rohamosan terjedo,
nem fert6z0 betegségeiben szenvednek, mint a II-s tipusi diabetes, a magas vérnyomads
szovodményeiként kialakuld agyi és érrendszeri betegségek, a daganatos megbetegedések, a
csontritkulds stb. Ennek eredménye, hogy a haldlozds, valamint a megbetegedések alapjan
Magyarorszag az elsok kozott ll a tagdllamok kozott (KSH, 2009a).

Mindezek kialakuldsdban szerepet jatszik a helytelen életmdd, a tdlzott so6- és
kaldriabevitel, a kornyezetszennyzés, a mozgés hidnya, a stressz (szocidlis, munkahelyi stb.)
(Ghiselli és mtsai., 2000; Wu és mtsai., 2004). A stressz levezetése gyakran egyiitt jar az
onmagaban is kdros dohdnyzdssal, az alkoholfogyasztdssal, de sokszor a mértéktelen evéssel,
édességfogyasztdssal is. Az adatok kedvezdtlen alakuldsidhoz hozza tartozik az is, hogy a
kiilonboz6 szlirdvizsgalatok latogatottsdga nem megfeleld, az egészségiigyi ellatds mindsége a
torekvések ellenére erdsen kifogdsolhatd, a lakossdg a megel6zésre még nem igazan fektet kelld
hangsilyt. Hazankban a 2008-as évet tekintve a sziiletéskor varhat6 atlagos élettartam a noknél
78, a férfiakndl 70 év volt. Ezen adatok még mindig jelentdsen (5-6 évvel) elmaradnak a nyugati
orszagokétél (KSH, 2009a). A haldlozasok feléért a sziv-, és érrendszeri megbetegedések, a
negyedéért, pedig a kiilonbozé daganatos betegségek felelések (2. abra). Ezek az Osszes

halalozas kozel 75%-at teszik ki.

Halalokok Magyarorszagon, 2007 (%)

76 04
5.6

6.6

5.1

50.1

B Fert6z6 betegedések B Daganatok

O Keringési rendszer betegedései B Légzérendszer betegedési
O Emésztérends zer betegségei @ Kiils6 okok

O Egyéb

2. abra. A legfobb haldlokok Magyarorszagon 2007-ben (KSH, 2007)

Eurdépdban is ezek a nem fert6z6, rohamosan terjedd betegségek az elsddleges haldlokok
(WHO, 2004), amelyek megel6zéséért mi magunk is tehetiink valamit, hiszen kialakuldsi
kockazatukat kiegyensulyozott étrenddel, antioxidansokban €s vitaminokban gazdag zoldség és
gylimolcs fogyasztdssal, valamint megfeleld testmozgassal csokkenteni tudjuk (Block és mtsai.,
1992; Liu és mtsai., 2000; Hung és mtsai., 2004). Tudomanyos vizsgédlatok sorozata igazolta,

hogy a fent emlitett betegségek és egyéb megbetegedések (mint az Alzheimer, Parkinson kor)
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hatterében is bizonyitottan szabadgyokos reakcidk hizédnak meg (Hollman és Katan, 1999b;
Rice-Evans, 2001; Garcia-Lafuente és mtsai., 2009).

A fent emlitett betegségek kialakuldsdhoz vezetd szabadgyokods reakcidkat az
antioxidansok gatolni, vagy késleltetni tudjak, igy ezen kedvezo tulajdonsdgaiknak kdszonhetéen
szamos kutatdsi munka és tanulmany fészerepldivé valtak. A kovetkezd fejezetben a
szabadgyokokkel, valamint az antioxiddnsokkal kapcsolatos ismeretek rovid attekintését

szeretném adni, részletesebben kitérve a kutatds f6 vonalat képez0 tényezOkre.

2.2. Szabadgyokok és antioxidansok

A sejtekben természetes koriilmények kozott lejatszodé biokémiai folyamatok, jellemzéen
az oxidaciés folyamatok sordn keletkeznek szabadgyokok, amelyek egy bizonyos részének
fontos szerepe van a szervezet normalis miikodésének fenntartdsdban, tobbek kozott a sejtciklus
szabdlyozdsaban, a sejt metabolitikus folyamataiban, illetve a szervezet védekezo
mechanizmusdban (Davies, 2000). A szabadgyokok olyan reaktiv oxigén-, nitrogén-, kén- vagy
szénkozponti  molekuldk, illetve molekularészletek, amelyek pdrositatlan elektronnal
rendelkeznek, ezért rendkiviil agresszivak és rovid életidejiiek, hiszen nagyon gyorsan kémiai
reakcioba 1épnek mas vegyiiletekkel elektronszerzés céljabol (Cadenas, 1989). A legfontosabb
szabadgyokok, illetve reaktiv formdk a koOvetkezd tdblazatban keriilnek bemutatasra (1.

tablazat).

1. tdbldzat. A legjelentdsebb szabadgyokok és reaktiv formdk (Cornetti, 2009 nyomén)

Oxigén O, Klér Cl,
Szinglet oxigén o Atomos klor Cr
Ozon O; Hipokdérossav HOC1

Szuperoxid gyok 0, Szerves peroxidok ROOH

Hidrogénperoxid H,O, || Nitrogénmonoxid NO’

Hidroxil gyok OH' Salétromossav HNO,
Peroxil gyok RO, Peroxinitrit ONOO
Alkoxil gyok RO’ Peroxinitrites sav. ONOOH

A szabadgyokok képzOddése a normdlis anyagcsere folyamatokhoz, igy a termindlis oxiddciéhoz

kothetd, masrészt a szervezetben lejatsz6do biokémiai reakciok kovetkezményei:

e Haber-Weiss-reakcio: 0O, + H,O, E— 0, + OH + HO

e Fenton-reakcio: Me** + H,0, —>  Me*+OH + HO
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A szabadgyokok kiilsé és belsd tényezOk, biotikus és abiotikus stresszhatdsok
kovetkezményeiként is indukalédhatnak (Benzie, 2000).

Sejten beliili forrasok lehetnek a hemoglobin, riboflavin, flavoproteinek, mono-oxid4zok,
atmeneti fémionok. Kiilsé tényezdk (Toporcov és mtsai., 2004) koziil megemlithetd tobbek
kozott:

e az ultraibolya és radioaktiv sugarzas,
¢ adohanyfiist, szmog,

e atilzott alkoholfogyasztas,

e astressz (munkahelyi, szocidlis stb.),
® avegyi anyagok,

® kornyezetszennyezés,

e toxinok

A keletkezO szabadgyokok a lipideket alkoté zsirsavmolekuldkat, a szénhidratokat,
fehérjéket és nukleinsavakat is karosithatjdk, gyokos mechanizmusu lancreakcioval. A lipidek
karosoddsa a lipidperoxidacid, amely sordn elsdsorban hidroperoxidok keletkeznek, amelyek
agresszivan tdmadjak meg az egyéb molekuladkat, mint az enzimeket, fehérjéket és aminosavakat
stb. (Cadenas, 1989; Djuric és mtsai., 1998; Heinonen €s mtsai., 1998). Kovetkezményként a
membranok kilyukadhatnak, felszakadhatnak, ami a destruktiv lizoszémds enzimek
kiszabaduldsat eredményezheti, igy a szovet karosodhat (Lugasi és Blazovics, 2004). A
lipidperoxidacié kovetkeztében esszencidlis zsirsavhidny alakul ki, amely karositja a membranok
(els6sorban a mitokondrium, lizoszéma, plazmamembran) finom szerkezetét, funkcidjat, zavart
okozhatnak a sejtek kozotti kommunikacioban, végsd esetben a sejtek nekrotikus pusztuldsdhoz
vezethetnek.

Szabadgyokos reakcidok felelések szamos élelmiszer romldsdért is. Ezek koziil a
legismertebb a zsirok avasoddsa, amely kellemetlen iz-, szin- és szagvéltozdssal jar. A kiilonb6z0
kémiai reakciok kovetkeztében karos komponensek (ketonok, aldehidek) is keletkezhetnek,
valamint a vitaminok és egyéb biomolekuldk szerkezete is megvaltozhat.

A szabadgyokok okozta karosoddsokkal szemben oOsszetett, integralt védelmi rendszer
biztositja a sejtalkoté molekuldk védelmét (Benzie, 2000). Az antioxiddnsok olyan molekulék,
amelyek csekély mennyiségben vannak jelen az oxiddland6 szubszrithoz képest, €s jelentOs
mértékben csokkenteni, vagy akar gatolni is képesek annak oxidaciojat (Halliwell és Gutteridge,

1995). A legfébb antioxidans komponenseket a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat. Az emberi szervezetben az antioxidans védelmi rendszer részeként mitkodo legfontosabb

komponensek (Cornetti, 2009).

funkcid/szerkezet példa

vitaminok E-vitamin, C-vitamin, A-vitamin, riboflavin, niacin, nikotinamid
zsirok -3, »-6 zsirsavak

aminosavak, tiolok hisztidin, glicin, glutamin, cisztein, taurin, N-acetil-cisztein,
proteinek enzimek albumin, transzferrin, katalaz, peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz
ndveényi metabolitok polifenolok:flavonoidok, karotinoidok: B-karotin, likopin, lutein
asvanyi anyagok cink, vas, réz, szelén

anyagcseretermékek hdgysav, liponsav

Az antioxiddnsok lehetnek lipofilek (E-vitamin, B-karotin, A-vitamin), hidrofilek (C-
vitamin, aminosavak, polifenolok), citoszol antioxiddnsok (Q10 koenzim), valamint szerkezeti
antioxiddnsok (nyomelemek, szelén, cink, aminosavak, szelenocisztein) (Cornetti, 2009).

Emellett létezik olyan csoportositds is, miszerint az antioxiddnsok vagy lancreakciot
megszakité (elsddleges), mint példaul a C-vitamin, a huigysav, vagy védé (mdsodlagos)
antioxiddnsok lehetnek, mint a transzferin vagy a polifenolos vegyiiletek (Apak és mtsai., 2007).
A védohatasukat a fémion kelatorok példaul a Fenton-reakcié gatlasaval fejtik ki, amely
végeredményeként a rendkiviil agressziv hidroxilgyok keletkezne (Apak és mtsai., 2007). Az
antioxiddnsok az ilyen tipusu reakcidkat gitolva, kozvetetten a gyokok kialakuldsat gatoljak,
vagy magukat a gyokoket képesek megkotni. Meg kell jegyezni, hogy a gyok befogasara vald
képesség az antioxiddns koncentricidjdval, valamint a reakciokészségével is szoros
Osszefiiggésben van (Cornetti, 2009).

A rendszer egyes elemeit maga a szervezet is eld tudja dllitani, ilyenek az enzimek, a
kismolekuldju vegyiiletek nagy része (enzimatikus rendszer elemei), azonban szamos molekulét
nem tudunk szintetizdlni, Ggymint az aszkorbinsavat, a karotinoidokat, a tokoferolokat, a
flavonoidokat (nem enzimatikus rendszer elemei). Ezekhez csakis kiilsé forrasbol, a tapldlkozas
utjan juthatunk hozza (Vertuani és mtsai., 2004).

Az emberi szervezetben az antioxiddnsok szinergens, egymadst erdsito, regeneralé hatdssal
rendelkeznek (3. dbra), igy az antioxiddnsok egyiitt jéval hatékonyabbak a szabadgyokokkel
szemben, mint kiilon-kiilon (Chaudiere és Ferrari-Iliou, 1999; Benzie, 2000; Vertuani és mtsai.,

2004).
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3. dbra. Az antioxiddnsok szinergens hatdsa (Benzie, 2000)

Az egyik legalapvetébb példa, hogy a glutdtion regendlja az aszkorbatot, és az aszkorbat
regenedlja az a-tokoferolt. Mindezek miatt a teljes antioxiddns kapacitds joval hasznosabb és
redlisabb informéciét ad, mint az egyes antioxiddnsok koncentriciéja a mintdban, illetve az
antioxidéns kapacitasuk kiilon-kiilon (Ghiselli és mtsai., 2000).

A nem jol, vagy a nem megfelel6 dozisban alkalmazott antioxiddnsokat tartalmazé étrend-
kiegészitok szedésénél is szamolni kell a prooxidacié kialakuldsdval €s karositd hatdsaval. A
szervezetbe val6 tilzott beviteliik esetén az antioxiddnsok maguk is prooxidansokka véalhatnak és
hasonléan a szabadgyokokhoz a szervezet kdrosoddsdhoz vezethetnek (Cao és mtsai., 1997,
Vertuani és mtsai., 2004).

A Cornetti altal (2009) szerkesztett tipanyag diagram Osszefiiggései (4. abra) a taplalék
Osszetevlire, igy az antioxiddnsokra is igazak, vagyis a tdpldlékkal bevitt komponensek
mennyisége kozvetlen vagy kozvetett modon hatdssal van a szervezet megfelel6 mitkodésére. Ha
a védelemhez sziikséges mennyiséget a napi bevitellel nem tudjuk fedezni, az adott
komponensbdl hidny alakulhat ki, kovetkezményeként miikodési és szabdlyozdsi zavarok

1éphetnek fel, de hasonldképpen problémaét jelenthet a tilzott mennyiség bevitele is.
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4. dbra. Tdpanyag diagram (Cornetti, 2009 nyomdn)

Az elébb emlitettek alapjan mindkét eset silyos kovetkezményekkel jarhat, ezért fontos
megtaldlni az egyensulyt, €s tigyelni arra, hogy étrend-kiegészitOk, multivitaminok szedésével és

asvanyvizfogyasztassal stb. a szervezet normdl egyensulyat ne zavarjuk meg.

2.3. A védelmi rendszerek rovid bemutatasa
2.3.1. Enzimes védelmi rendszer

A szervezetben szdmos enzim jarul hozz4d a normdlis anyagcsere utjdn is keletkezd
szabadgyokok semlegesitéséhez, vagy kevésbé karos molekuldva valo édtalakitasukhoz (Valko és

mtsai., 2006). A legfontosabb enzimek és reakcidik a 3. tablazatban keriiltek 6sszefoglaldsra:

3. tdbldzat. Az enzimes védelmi rendszer legfontosabb enzimreakcidi (Boots és mtsai., 2008)

Enzimek Reakciok
Szuperoxid-dizmutiz

(SOD) 202- 4+ 2H+ — H202 + 02
Katalaz 2H202 - 02 +2 Hzo

Glutation-peroxidaz 2GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0

(GSHpx) 2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Ezek mellett azonban fontos feladata van azoknak az enzimeknek is, amelyek a karos
végtermékeket bontjak, példdul az alkoholokat, aldehideket, alkanokat. Végiil kiemelkedd a
DNS és egyéb, mar karosodott molekuldk ,kijavitdsat” rekonstrukcidjat végz6é (ln. repair)
enzimrendszerek (DNS-javité enzimek, aldézreduktazok, aldehidreduktdzok stb.) szerepe is

(Valko és mtsai., 2006).
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2.3.2. Nem enzimatikus védelemi rendszerek

Ebbe a csoportba sorolhatdk a kis molekulatomegli vegyiiletek, dgymint a flavonoidok
(kvercetin, miricetin), a vitaminok (A-, C-, E-, K-vitamin), a karotinoidok, a tioltartalmu
vegyiiletek (cisztein, metionin), nyomelemek (vas, cink, szelén) stb. (Valko és mtsai., 2006). Ezt
a teriiletet részletesebben mutatom be, hiszen a doktori munkam soran is a nem enzimatikus

védelmi rendszer néhany elemével, azok hatdsaival, méréseivel foglalkozom.

2.3.2.1. C-vitamin (aszkorbinsav)

A C-vitamint csupan néhany allatfaj €s az ember nem képes szintetizélni, ezért alapvetd
fontossagu, hogy a taplalékbol pétoljuk hidnydt. A C-vitamin hazai vonatkozdsa kapcsin
feltétleniil meg kell emliteni Szent-Gyorgyi Albert nevét, akinek nagyobb mennyiségben eldszor
a paprikdbdl sikeriilt izoldlni a kezdetben még hexauronsavnak nevezett vitamint (Svirbely és
Szent-Gyorgyi, 1932). Munkdéssagat 1937-ben orvosi és élettani Nobel-dijjal ismerték el.

Elsérendi antioxiddnsként hat, megdvja a sejtmembrianokat a szabadgyokok karos
hatdsaitél (Kalt és mtsai., 1999; Valko és mtsai., 2006; Li és Schellhorn, 2007). Semlegesiteni
tudja példaul a szuperoxid-, a hidroperoxid-, a hidroxil, az NO és az NO, gyokoket, valamint a
szinglet oxigént (Brown és Jones, 1996). A dohdnyzds, a mitéti beavatkozdsok, a kornyezeti

stresszhatdsok, egyes gyogyszerek novelik a bevitel sziikségességét (Cameron és Pauling, 1976).

2.3.2.2. E-vitamin (tokoferol)

Az E-vitamint Evans és Bishop amerikai kutatok fedezték fel 1922-ben. Jelentése
»gyermeksziiletést eldsegitd”. A nyolc kiilonbdz6 tokoferolbdl az elsé négynek (alfa, béta,
gamma, delta), de kiilondsen az alfa tokoferolnak van gyakorlati jelentésége. Az E-vitamin az
egyik legkivalébb zsiroldékony antioxidans, a sziv-érrendszeri és a daganatos megbetegedések
megeldzésében, gydgyitdsdban elengedhetetlen (Sigounas és mtsai., 1997; Pryor, 2000).
Els6sorban a tobbszorosen telitetlen zsirsavakat, membranlipideket védi meg az oxidaciotol
(Pryor, 2000; Jiang és mtsai., 2001). Sejtszinten fejti ki a hatdsat, ezért az dregedés lassitdsaban
is szerepet jatszik. Az E-vitamin in vitro koriilmények kozott gatolja mind a prosztata-, mind a
mellrdkos sejtek novekedését (Sigounas €s mtsai., 1997). Mas antioxidansokkal, kiilonésen a C-
vitaminnal egyiitt gatoljak az érelmeszesedés kialakuldsat és csokkentik szamos megbetegedés
kockazatat (Lee és mtsai., 2006; Cook és mtsai., 2007). Alkalmas a Parkinson-kor kezelésére és

lassitja az Alzheimer-kor lefolydsét (Klipstein-Grobusch és mtsai., 1999).
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2.3.2.3. Karotinoidok és az A-vitamin

A Kkarotinoidok az A vitamin provitaminjaiként ismertek, amelyek koziil a természetben
leggyakrabban és legnagyobb mennyiségben a béta-karotin taldlhaté meg (Mortensen €s mtsai.,
2001). Elsérendii antioxiddnsként hatdstalanitani képes az UV-sugdrzds hatdsiara keletkezett
szabadgyokoket (Lee és mtsai., 2006), igy eldsegiti a boriink védelmét a nap sugaraival szemben
(Bir6é és Lindner, 1999; Prior és mtsai., 2004). Az A vitamin nélkiilozhetetlen a latébibor
felépitésében, az immunrendszer megfeleld mitkodésében valamint a szabadgyokokkel szembeni
védekezésben. Mivel a tilzott A-vitamin bevitel silyos toxikus tiineteket okoz, ezért a

karotinoidokat (provitamin) tartalmazé novények fogyasztdsa ajanlott (Semba, 1994).

2.3.2.4. Polifenolos vegyiiletek

Ez iddig tobb, mint 8000 természetes polifenolos vegyiiletet azonositottak novények
gyokerébdl, levelébdl, virdgszirmabol, termésébol (Havsteen, 2002). Ez a nagy szdm a
szerkezetiikbdl ad6do sokféleségnek koszonhetd (hidroxilcsoportok szdma, helyzete, kapcsol6dé
komponensek stb.). Legfontosabbak ezen beliil a fenolos savak, a flavonoidok, a sztilbének és
ligndnok (1. melléklet).

Szerepiikrél, szerkezetiikr6l, metabolizmusukrél, az emberi szervezetre gyakorolt
hatdsukrdl szamos Osszefoglald tanulmény jelent meg (Hollman és Katan, 1999a; Harborne és
Williams, 2000; Hollman és Arts, 2000; Lugasi, 2000; Pietta, 2000; Mojzis és mtsai., 2008;
Yang és mtsai., 2008). A kovetkezOkben azon polifenolos vegyiiletek keriilnek csak részletesebb
bemutatdsra, amelyek doktori munkdmhoz szorosan kapcsolédnak.

A foként szabad formdban eldfordulé fenolos savakon belil a hidroxi-fahéjsav
szdrmazékok (kumadrsav, kdvésav, ferulasav stb.) sokkal elterjedtebbek, mint a mdsik nagy
csoport, a hidroxi-benzoesav szdrmazékok (protokatechin sav, galluszsav stb.) (Mojzis és mtsai.,
2008). Ezek mennyisége a kertészeti novényekben meglehetdsen kicsi, ami alél a bogyds
gylimolesok, a fekete retek €s a hagyma a kivétel. A galluszsav nagy mennyiségben taldlhat6
meg tedkban (Manach és mtsai., 2004). A hidroxifahéjsav-szarmazékok koziil a kavésav a
legtobb gyiimolcsben jelentds mennyiségben fordul eld, érés alatt mennyisége csokken (Manach
és mtsai., 2004). A ferulasav inkdbb a gabonafélékre jellemzd, amelyek esetében az Osszes
polifenol tartalom csaknem 90%-t adja (Lempereur és mtsai., 1997; Zhao és Moghadasian,
2008).

A flavonoidok olyan mdsodlagos novényi  anyagcseretermékek, amelyek
hidroxilcsoportokat tartalmaz6 fenilkromon- és fenil-4-kromanon-szarmazékok (Robards és
Antolovich, 1997). Neviiket sidrga sziniikr6l kaptdk (latinul a sdrga flavus). Szerkezetiik a

szénatomok szama alapjan C6-C3-C6 képlettel (5. abra) irhaté fel (Manach és mtsai., 2004).
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5. dbra. A flavonoid alapvéz

A flavonoidokon beliil szamos osztalyt lehet elkiiloniteni (II. melléklet). A katechintdl
eltekintve a flavonoidok éltaldban glikozidként fordulnak eld (aglikon alapvdz + szénhidrat)
(Hollman és Arts, 2000). A cukor komponensek koziil a legelterjedtebb a D-gliikéz, de az
arabindz, galakt6z, glikoramnéz, lignin, L-rhamnéz és a xiléz is gyakori. A 3-O-gliikozid-
rhamnéz mds néven a quercitrin, illetve a gliikoramn6z mas néven a rutin (Robards és
Antolovich, 1997). A flavonoidok elsdsorban a zoldségek gyiimolcsok kiilsd rétegeiben
talalhatok meg nagyobb mennyiségben (Lugasi és Blazovics, 2004), koncentracidjuk a kozponti
rész felé haladva jelentdsen csokken (Aherne és O'Brien, 2002). Ez aldl kivétel a hagyma, ahol a
fold alatti novényi rész is igen gazdag flavonoidokban.

A flavonoid vegyiileteken beliil kiilonosen fontosak az antocianidinek, amelyek az
antocidnok aglikonjai. Ez iddig tobb mit 500 antocianint tartanak szdmon (Castaneda-Ovando és
mtsai., 2009). A magasabb rendli novényekben az antocianidineken beliil, kiilondsen a cianidin
(50%), a delphinidin (12%), a malvidin (12%), a pelargonidin (12%), valamint a peonidin (7%)
és a petunidin (7%) fordulnak el6 (Castaneda-Ovando és mtsai., 2009). Ezen vegyiileteknek
koszonhetik a sotét, voroses-kékes sziniiket a bogyds gyiimolcsok (fekete €s piros ribiszke,
madlna, dfonya stb.) a bord6 szinét a cékla, a meggy, vagy a mélylila szinét a padlizsan
(Slimestad és Solheim, 2002; Pantelidis és mtsai., 2007). Az antocidnok kimondottan pH-
érzékeny vegyiiletek. A pH-novekedés hatdsdra az enyhén lugos tartomédnyba érve a pirosbdl
kékes arnyalativa véltozik sziniik (Castaneda-Ovando és mtsai., 2009).

Az antocianinokrél elmondhatd, hogy gyokfogd-, kelatképzo-, illetve a lipidperoxidaciot
gatlé hatdsuk kiemelkedden fontos (Wang és Lin, 2000; Viskelis és mtsai., 2009). Konnyen
képeznek fémkomplexet, ha a megfeleld koriilmények adottak (pH, molekulaardanyok). A
fémiont megkotve, annak oxid4ciot katalizdlé hatdsa nem érvényesiil, ezért indirekt

antioxiddnsoknak is tekinthetjiik oket.
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2.3.2.4.1. A fenolos savak és a flavonoidok bioszintézise

A fenolos savak valamint a flavonoidok bioszintézise fenilalanin és tirozin aminosavakbol
torténik (IILI., IV. melléklet). A bioszintézis elsé 1épéseiben a fenilalaninbdl, fenilalanin-
ammonia-lidz (PAL) enzim daltal katalizdlt dezamindldssal fahéjsav képzdodik, melynek
hidroxilezését membranhoz kotott P450 monooxigendz végzi (tirozin esetén tirozin ammonia-
lid&z enzim (TAL) katalizdl) (Winkel-Shirley, 2001). Az igy kialakult p-hidroxikumarilsav
aktivalasat 4-kumaroil-Co-A-va a 4-kumarat-koenzim-A ligaz (4CL) végzi. A flavonoidalapvaz
a kalkon-4-szintdz (CHS) enzim Kkatalitikus hatasara 4-kumaroil-CoA-bdl és malonil-CoA-bdl
keletkezik. A hidroxikalkonok sztereospecifikus gylriizarodds 1€pését kalkon-izomerdz (CHI)
enzim segiti, aminek hatasara flavanonszarmazékok keletkeznek. Ezek a tovabbiakban megfeleld
enzimkatalizissel izoflavonokka, flavonokka stb. alakulnak tovabb. A flavon-szintaz (FSI és
FSII) enzimek katalizdljdk a flavanon — flavon 4talakuldst. A dihidroflavonolokbdl
dihidroflavonol-4-reduktdz (DFR) segitségével alakulnak ki a leukoantocianidinek, majd a
késobbiekben deoxigendz €s transzferdaz enzimek katalitikus hatdsara a jellemz6 antocianinokkd
alakulnak. A keletkez6 termékek tovabbi enzimek (hidrolazok, hidroxildzok, transzferazok,
reduktdzok, stb.) hatdsara kiilonb6z6 biokémiai folyamatokon mennek keresztiil, amelyek soran a
flavonoidok véltozatos szubsztiticids szarmazékai (acil, hidroxil, glikozil metil, prenil stb.) alakulnak ki
(Winkel-Shirley, 2001). A bogy6s gyiimolcsok flavonoid bioszintézisében szerepet jatszo
enzimekkel illetve az ezeket kddold génekkel kapcsolatos ismereteink még hidnyosak (Halbwirth
és mtsai., 2006; Almeida és mtsai., 2007). A kutatdsok azonban abba az irdnyba mutatnak, hogy
flavonoid enzimeket kodolé géneket, génszakaszokat mds novénybe beiiltetve kedvezdbb

s oz

2002; Rist és mtsai., 20006).

2.3.2.4.2. A flavonoidok kémiai-biokémiai tulajdonsdgai
1. Antioxidans hatasuk kiemelkedének tekintheté (Guo és mtsai., 1996; Arora és mtsai.,
1998), hiszen hatdsosabb antioxiddnsnak bizonyultak, mint a C- vagy az E-vitamin (Rice-
Evans és mtsai., 1996). Az antioxidans aktivitasukat elsddlegesen a szerkezetiik (6. abra)
befolyasolja:
e az OH csoportok pozicidja, szama,
® az orto- 3’,4’-dihidroxi csoportok elhelyezkedése a B gy(riin
e az A gylr(i meta-5,7 dihidroxi szerkezete (kempferol, apigenin) a fémkomplex
képzésnél fontos szerepet jatszik,
e az o-difenolos csoport a 3°,4’-dihidroxi poziciéban,

e a C gytiri 4-keto, 3-hidroxi, vagy 4-keto-5-hidroxi szerkezete.
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6. abra. Az antioxidans hatasért felelos molekularészletek (Soobrattee és mtsai., 2005)

2.Gyokfogo képességiikrol is szamos kutat6 szamolt be (Hanasaki és mtsai., 1994; Wang és
mtsai., 1997).

3.Fémionokkal kelatképzésre is hajlamosak, ezzel azok prooxiddns hatasat képesek
kivédeni (Robards és Antolovich, 1997; Garcia-Lafuente és mtsai., 2009).

4.Enzimekkel interakcioba léphetnek, aminek szamos kedvezd tulajdonsaguk kdszonhetd.
Egyes enzimek gatldsdval (reverz transzkriptdz, proteindz, integraz) hozzajarulnak tobbek
kozt egyes betegségek kialakuldsi valészintiségének csokkenéséhez (Robards és
Antolovich, 1997).

5.Daganatok Kkialakulasat, a sejtburjanzast gatoljak (Agullo és mtsai., 1997; Galati és
O'Brien, 2004). A proantocianidinek (vorosbor, csonthéjas gyiimolcsok, bogyds
gylimolcsok, mogyord, diéfélék) csokkentik a sejtburjanzdast, bizonyos sejtekben
apoptozist indukalnak, valamint a még egészséges sejtek esetén védelmi feladatot latnak
el (Wen és Walle, 2005). A kémiailag eldidézett emld- (Galati és O'Brien, 2004),
vastagbél- (So és mtsai., 1996), és hiigyhdlyag karcinogenezist (Miyagi €s mtsai., 2000)
is gatolni képesek.

6.HIV virus ellenes hatdsukrdl is tobb kutaté szamolt mar be; e tulajdonsdguk a reverz
transzkriptdz enzim gatlasdban keresendd (Critchfield és mtsai., 1996; Williams és
mtsai., 2004).

7.Sziv- és érrendszeri betegségek Kkialakulasanak gatlasaban is jelentds szerepiik van
(Petti és Scully, 2009).

8.Az Alzheimer-, Parkinson-koér kialakulasat képesek gatolni, illetve a lefolyasukat
lassitani (Bravo, 1998; Lang és Lozano, 1998; Garcia-Lafuente és mtsai., 2009).

9. Antimikrébas hatasuk is bizonyitott (Rigano és mtsai., 2007).

24



10. Gyulladascsokkent6 hatassal is rendelkeznek (Petti és Scully, 2009).

11. UV sugarzas elleni védelemben kedvezd szerepet jatszanak (Halliwell, 2001; Ishige és
mtsai., 2001).

12. Allergia, asztma, szénanatha ellen is eredményesen haszndlhaték (Ueda és mitsai.,
2002; Petti és Scully, 2009).

13. Angiogenezist (1ij véredények képzddése) gatlé hatasuk is bizonyitast nyert (Mariani €s
mtsai., 2008).

2.3.2.4.3. A flavonoidok felszivédasa

A flavonoidok emberi szervezetben val6 felszivoddsa a mai napig tisztazatlan. Az azonban
mar biztos, hogy az egyes komponenseknek mas €s mds mind a hozzaférhetosége, mind a
felszivodasa (Hollman és Katan, 1999a). A nemek kozotti eltérésekre is fény deriilt mar egyes
tanulmanyok sordn, de a bélflora Osszetétele, a testtomeg is egyénenként véltozik, amelyek
szintén hatdssal vannak a felszivoddsra (Walle, 2004). Molekuldris szinten is vannak
kiilonbségek, mint példdul a transzporterek szintézise, az enzimek aktivitdsa, de erdsen
meghatdrozéak a genetikai kiilonbségek, amelyek szintén kihathatnak a fent emlitettekre
(Borradaile és mtsai., 1999).

A kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy az emberi szervezetben a flavonoidok nehezen
€s alig szivodnak fel glikozidos forméban (a cukor komponens a molekula hidrofilitdsat noveli).
Az aglikonok (lipofilebb) ennél joval egyszeriibben jutnak at a bélfalon, de mint koztudott a
novényekben, és igy az élelmiszereinkben az aglikon forma nem, vagy csak kis mennyiségben
taldlhat6 meg. Feltételezik azt is, hogy a vastagbél mikroorganizmusai a glikozidos kotéseket
hidrolizaljak (Erlund és mtsai., 2000; Walle, 2004). A keletkezett aglikon igy méar kénnyen
abszorbedlédni képes a vastagbélben, majd ezt kovetden a madjba jut, ahol O-metilacion,
glukoronidacién, szulfacion mehet keresztiil.

Erdekes az a tény, hogy a flavonoidok esetleges prooxiddns hatdsukat ezen italakitdsok
kovetkeztében elvesztik, de antioxiddns tulajdonsdgaik megmaradnak (Erlund, 2004). A
legjobban abszorbedl6dé polifenolok kozé tartozik a galluszsav, majd a flavononok, a katechin,
illetve a kvercetin-glikozidok. A legkevésbé felszivodé komponensek a proantocianidinek és az

antocianinok (Hollman és Katan, 1997).
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2.3.2.4.4. Flavonoidmintazat

A zdldségekben, gylimolcsokben a flavonoid mintdzat, vagyis a novényben el6forduld
flavonoidok jelenléte elsdsorban genetikailag szabdlyozott (Murota és Terao, 2003; Walle,
2004), de a kiils6 tényezok befolyasold hatdsa sem elhanyagolandé. Ilyen példaul a hdmérséklet,
a fényviszonyok, a csapadék mennyisége, a gyiimolcs érettségi dllapota, a talaj tipusa, az évszak
stb. Altalanossdgban e tényezoék inkdbb a mennyiségi-, mig a genetikai eltérések a mindségi
kiillonbségeket erdsitik fel (Murota és Terao, 2003). Egy adott fajon beliil a fajtdk kozott is
jelentds eltéréseket lehet kimutatni flavonoidmintazat tekintetében (Hollman €s Arts, 2000).

A fény, kiillonosen az ultraibolya sugdrzds a flavonoidok mennyiségét noveli. Az
tiveghdzban termesztett novények flavonoidtartalma elmarad a hagyomanyos médon termesztett
novényekétdl (McDonald és mtsai., 1998; Aherne és O'Brien, 2002). Az érés sordn a
flavonoidtartalom és -Osszetétel is megvaltozik (Hakkinen és Torronen, 2000; Vuorinen és
mtsai., 2000). Egy tdrolasi kisérletben (9 hénap -20 C°), megfigyelték, hogy egyes fajoknal a
kvercetintartalom ndétt (szamdca 32%-kal), masokndl csokkent (dfonya 40%-kal) (Vuorinen és
mtsai., 2000), illetve akadtak olyan fajok is (hagyma), amelyeknél nem lehetett szignifikans
kiilonbséget kimutatni (Ewald és mtsai., 1999). A konyhatechnikai eljardsok drasztikusan is
csokkenthetik az adott gylimolcs vagy zoldség flavonoid tartalmat: a nagy homérséklet,
kiilonosen a f6z€s, az oxigén jelenléte €s a savas kozeg, a hdmozas stb. akar 50%-os csokkenését

eredményezhet a flavonoidtartalomban (Stewart és mtsai., 2000).

2.3.2.5. Asvanyi anyagok

Az él0 szervezet megfeleld miikodéséhez az 4svanyi elemek nélkiilozhetetlenek. Hig
elektrolitként jelentds szerepet toltenek be az ozmozisos, elektrokémiai, illetve a sav-bazis
egyensulyok fenntartdisdban (Na, K, Ca, Mg stb.). Aktivdljdk és gatoljadk a kiilonféle
enzimreakcidkat (Zn, Cu, Mn, Mg stb.), részt vesznek a tdmasztdszovetek felépitésében (Ca, P).

Az esszencialis mikroelemek kozil kiilondsen fontos a vas, a cink, a réz, a molibdén, a
mangdn, illetve a makroelemek kozill a magnézium, amelyek az enzimek, koenzimek
miukodésében, illetve a biokémiai folyamatok katalizdldsdban toltenek be 1étfontossagu feladatot,
€s igy szerepet jdtszanak a szervezet antioxiddns védelmében is, ugyanis az antioxiddns
halézatban fontos feladatokat jatszé enzimes védelmi rendszer tagjainak zavartalan mikodését

biztositjak (Prasad és Kucuk, 2002).
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2.4. A bogyos gyiimolcsok jelentosége

A gyiimolcsok fogyasztisa elengedhetetlen az egészségmegdrzd étrend kialakitdsdban.
Téplalkoz4as-€élettani szempontbdl kiemelkedd helyen dllnak a dolgozat témdjat adé bogyds
gylimolesok, amelyek jelentdsége ebben a fejezetben keriil bemutatisra. Munkdm sordn a
szamOcaval, malndval, piros- és a feketeribiszkével kapcsolatban végeztem vizsgélatokat, ezért
ezen gyiimolcsokkel és a taplalkozasban betoltott szerepiikkel részletesebben foglalkozom.

A bogy6s gylimolesoknek kiillondsen fontos a szerepe a szabadgyokok karos hatdsaival
szemben, ugyanis a tobbi gylimolcshoz viszonyitva (alma, dszibarack, kajszi, cseresznye, szilva,
cseresznye stb.) kiemelkedéen nagy -akar tizszer nagyobb- az antioxiddns hatasuk (Wang és
mtsai., 1996; Wu és mtsai., 2004; Capocasa és mtsai., 2008). Ennek a nagy eltérésnek az oka, a
benniik jelentds mennyiségben megtaldlhaté vitaminoknak és flavonoidoknak koszonhetod
(Hakkinen és mitsai., 1999a; Wang és mtsai., 2009; Zulueta és mtsai., 2009). Kivonataikkal
végzett kutatdsok bebizonyitottdk, hogy gatolni képesek a vastagbél daganatsejtek novekedését
(Stoner és mtsai., 2007). Boséges fogyasztasukkal a mellrdk, valamint a sziv-, és érrendszeri
megbetegedések kialakulasi kockazata csokkenthetd (Capocasa és mtsai., 2008).

A Kozponti Statisztikai Hivatal adataibdl kideriil (KSH, 2009b), hogy kedvez6 hatasaik
ellenére hazdnk gylimolcsoseiben még mindig az alma az uralkodod, a termésteriilet kozel felén
termesztik. A csonthéjasokon belill a meggy foglalja el a legnagyobb teriiletet (7. dbra).
Magyarorszagon 2008-ban kevesebb, mint 4500 hektdron termesztettek bogyds gyiimolcsoket,

igy a termésteriiletiik az 6sszes gyiimolcshoz viszonyitva csak néhdny szdzalék.

Termésteriilet (%), 2008

O ribiszke

3
11 O malna

10

E szamoca

@ kajszibarack
O 6szibarack
® meggy

W szilva

O korte

B cseresznye
M alma

O egyéb

7. dbra. Magyarorszagon az egyes gyiimolcsok termésteriilete 2008-ban (KSH, 2009b)
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Alig 20 ezer tonnét takaritottak be ribiszkékbdl szam6cabdl és malnabdl, ami csupan 3 %-
at adja az Osszes gyiimolcsnek (8. abra). Ennek kozel 25%-t dolgozzak fel kis- és
nagyiizemekben, mig nagyobb hdnyadat piacon értékesitik. A tobbi gylimdlcs esetén a
feldolgozasra szant gyiimolcsok ardnya ennél joval nagyobb, alma és meggy esetén tobb, mint

70% (KSH, 2009b).

2008-ban betakaritott gyiimoélcsok
aranya (%)

O ribiszke

11
B ] 3 6 O malna

B szamdca

7 | O kajszibarack
O észibarack
H meggy

3 | mszilva

O korte

W cseresznye
B alma

O egyéb

8. dbra. A betakaritott gyiimolcsok ardnya, 2008-as évet tekintve (KSH, 2009b)

Friss fogyasztasuk mellett kiemelhet6 a mélyhiitott bogyds gyiimolcsok jelentOsége is,
hiszen a vitaminok és egyéb bioldgiailag aktiv anyagok, a fagyasztds utdn is megtaldlhatok
benniik nagyobb mennyiségben. A konzervipari termékek koziil elsé helyen édllnak a dzsemek,
sz0rpok, gytimolcslevek, piirék, stiritmények. Novekszik a feldolgozdsuk a tej- és édesiparban a
fagylalt- és joghurtkészitésnél, ugyanis kitlind zamatuk, illetve a természetes szinezOanyag
tartalmuk alapjan kiilonleges, véltozatos termékek készithetok beldliik. Mindemellett kiillonféle
martdsokhoz, szészokhoz, gyiimolcslevesekhez, tésztdkhoz, tortdkhoz, gylimélcsborokhoz,

likérokhoz is haszndlhatok (Szajdek és Borowska, 2008).

2.4.1. A szamoca jelentosége, élettani hatasa

A szamoca latin neve: Fragaria x ananassa DEUCH, a rézsafélék (Rosaceae) csalddjaba
€s a Fragaria nemzetségbe tartozik. Vildgszerte az egyik legnépszerlibb és legelterjedtebb
gyiiméles (Qin és mtsai., 2008). Az elmult években egyre keresettebbek a folyton termd és
tobbszor termd fajtdk. A friss fogyasztasra szant gyiimolcsnél kiemelkedden fontos a méret, a
szin és a zamat. Mar tobb mint 360 aromakomponensét azonositottdk. Ezek koziil csak
néhany, elsésorban a metil- és etilészterek tlinnek a legmeghatdrozébbnak (Zabetakis és

Holden, 1997).
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A szamoéca kedvezd beltartalmi értékei miatt fontos szerepet tolt be a korszerii és
egészséges taplalkozdsban. Kicsi a szdrazanyag és energiatartalma, de C-vitamint, kédliumot,
kalciumot, vasat, foszfort nagy mennyiségben tartalmaz (Bir6 és Lindner, 1999). Kivil6 az
étrendi hatdsa nagy szervessav- €s élelmi rost tartalma miatt (Qin és mtsai., 2008). Serkenti a
gyomor és a bél miikodését (Seeram, 2008). A szamdéca nagy mennyiségben tartalmaz
antioxiddnsokat, dgymint antocianinokat, flavonoidokat, fenolos savakat (Hakkinen és mtsai.,
1999a; Hakkinen és Torronen, 2000). Meghatdroz6 mennyiségben talalhaté benne kempferol,
kvercetin, miricetin, elldgsav, kisebb mennyiségben kavésav és kumdarsav (Hakkinen és mtsai.,
1999a).

Szdmos kutatds bizonyitja, hogy ezen Osszetevoknek is kdszonhetéen, rendkiviil nagy
szabadgyokfogoé hatés jellemzi (peroxilgyok, szuperoxidgyok, hidroxilgyok), ezért kiemelkedd
antioxiddns és antikarcinogén sajdtossigokkal rendelkezik (Hakkinen é&s mtsai., 1999a;
Simirgiotis és mtsai., 2009). Ezen tulajdonsigai nagymértékben fiiggnek a genotipustdl, a
homérséklettdl, a kornyezet széndioxid-tartalmétdl, valamint a termesztés modjatdél (Wang és

mtsai., 2002; Capocasa €s mtsai., 2008).

2.4.2. A malna jelentosége, élettani hatasa

A malna botanikai neve Rubus idaeus. L. A Rubus nemzetségbe, rézsafélék (Rosaceae)
csaladjdba tartozik, gyiimolcstermd félcserje. Kerti termesztése a 15-16. szdzadban kezdddott.

A cukrok és savak harmonikus ardnya (Seeram, 2008), valamint az atlagosnél nagyobb C-
vitamin, folsav- és rutintartalma kovetkeztében a madlna gyiimolcsének bioldgiai és élvezeti
értéke egyarant jelentds (Bird és Lindner, 1999; Papp, 2004).

Epidemioldgiai vizsgélatok bizonyitottdk, hogy a madlna kivonata hatdssal van az
emlddaganat-sejtek novekedésére, eldsegiti azok programozott sejthaldldt, valamint szerepet
jatszhat a vastagbél karcinogenezis gétlasdban is (Coates és mtsai., 2007). Szamos kutatasi
munka épiilt a médlna antioxiddns kapacitdsinak, illetve polifenolos komponenseinek vizsgélatara
is (Zafra-Stone és mtsai., 2007). Az eredményekbdl egyértelmiien kitlinik, hogy a genetikai
hattérnek dontd szerepe van ennek vonatkozdsdban (Anttonen és Karjalainen, 2005; Capocasa €s
mtsai., 2008). Elsddlegesen kvercetin-gliikkozidokat tartalmaz (Hakkinen és mtsai., 1999a), mig a
legjellemzObb antocianinjai a cinaidin-3-szuforozid valamint a cianidin-3-gliikozid (de Ancos és

mtsai., 1999).

2.4.3. A ribiszkék jelentosége, élettani hatasa
A piros (Ribes rubrum L.) és a fekete ribiszke (Ribes nigrum L.) két kiilonboz6 faj, ezért

éghajlati igényeik és elterjedésiik is kiilonbozik.
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Nagy pektintartalmuk miatt szerepet jatszanak nemcsak az emésztOszervrendszeri
megbetegedések megeldzésében, de gydgyitasukban is (Zafra-Stone €s mtsai., 2007). A fekete
ribiszke kedvezd hatdsat kimutattdk az érelmeszesedésben, a szivelégtelenségben szenvedd
betegeknél is. Mindezek mellett kivdl6 gyomorfekélyre, gyomorhurutra, depressziéra, valamint
bélbantalmakra (Lengsfeld és mtsai., 2004; Seeram, 2008). Cseranyagai remek gyulladdsgatlok.
Magjanak olaja gazdag gamma-linolénsavban, amelynek a neurodermatitisz kezelésében egyre
nagyobb jelentdséget tulajdonitanak (Bushman és mtsai., 2004).

A polifenolos komponensek koziil mind a piros, mind a fekete ribiszkénél a kvercetin
fordul el6 legnagyobb mennyiségben. A fekete ribiszkénél ezt koveti a miricetin €s a kempferol,
de a piros ribiszkében ezen Osszetevok koncentraciéja meglehetdsen kicsi (Hertog és mtsai.,
1992; Hakkinen és mtsai., 1999a). A feketeribiszke fenolos sav 0sszetételét tekintve kiemelhetd
kumadrsavtartalma. Szinanyagdban az antocianinok domindlnak, dgymint a cianidin-3-rutinozid
33-38%, delfinidin-3-rutinozid 27-34%, delfinidin-3-gliikozid 8-10% és cianidin-3-gliikozid 8-
10% aranyban (Hong és Wrolstad, 1990). A piros ribiszkében csupén a cianidin-monogliikozidot

€s cianidin-rhamnogliikozidot lehet kimutatni.

Osszességében elmondhaté, hogy a dolgozat tirgydt képezé bogydsgyiimolesiieknek
kimagasl6 jelentOsége van/lehet a szervezet zavartalan miikodésének, antioxidans statuszdnak

biztositasaban, kivalo beltartalmi értékeiknek koszonhetden.

2.5. A legelterjedtebben alkalmazott antioxidans kapacitast méré modszerek

elvei, elonyei és hatranyai

Az elmult években megndtt azon kutatdsok szama, amelyek a kiilonb6zd élelmiszerek,
bioldgiai rendszerek természetes antioxiddnsaival és mérésiikkel kapcsolatosak (Frankel és
Finley, 2008; Gokmen és mtsai., 2009). Az antioxiddns kapacitds az adott rendszerre vonatkoz6
Osszes antioxiddns vegyiilet egyiittes hatdsat jelenti. Ennek pontos, szamszeri meghatarozasara
egyre nagyobb igény jelentkezik, igy szdmos analitikai mddszert, mérdrendszert fejlesztettek ki
(Cornetti, 2009). Folyamatosan tart a metodikdk mddositdsa, finomitdsa, igy napjainkra az
alkalmazott modszerek szdma mar meghaladja a szdzat (Cornetti, 2009). Mégis a legtobb
irodalom nemcsak egy, hanem tOobbféle mddszert haszndl az antioxiddns kapacitds
meghatdrozasara (Ghiselli és mtsai., 2000). Ennek oka a fogalom Osszetettségében rejlik, hiszen
egylk modszer sem képes a valédi — a természetes mddon lezajlé reakcidk Osszességét
modellezni (Frankel és Meyer, 2000). Minden metodika specifikus bizonyos antioxiddnsokra,

30



illetve reakcio(k)ra, de egyik sem képes az 0sszes antioxidans valédi antioxiddns erejét mérni. A
kiilonbozo laboratériumok mas és mds méréseket alkalmaznak, igy a kapott eredmények sokszor
nehezen, vagy alig 0sszevethetok. Egyes modszerek kozott vannak sszefiiggések, ezt sokszor a
hasonl6 elvvel magyardzzak (Frankel és Meyer, 2000; Ou és mtsai., 2002b; Pellegrini és mtsai.,
2003), de szamos esetben a kapott eredmények még ekkor sem korreldlnak (Niki, 2002).

Egy 927 zo6ldségmintit felhaszndlé tanulmdny, amely ORAC és FRAP mddszerrel
hatdrozta meg az antioxidans kapacitdsokat, nem tudott szoros 0sszefiiggéseket kimutatni (Ou €s
mtsai., 2002b), amelyre magyarazatnak szolgdl a minta Osszetettsége. Ha a minta komplexebb,
tehat valodi mintarél van szé €s nem egy standard oldatrdl, akkor az osszefiiggések keresése még
tobb nehézségbe iitkozik. Ilyen esetben zavaré lehet a lezajlo reakciokra nézve példaul a minta
cukor-, dsvanyi elem-, sav-, fehérjetartalma stb. (Cao és Prior, 1998; Ou és mtsai., 2002b;
Pellegrini és mtsai., 2003). A kapott eredmény, illetve a feléllitott sorrend a mintdk kozott, még
egyszeri standard oldatoknadl is kiillonbozd lesz, mds €s mas modszereket, teszteket alkalmazva.

Egy tanulményban tiszta, azonos flavonoid standardok antioxiddns kapacitasat (V., VI.
melléklet) vizsgaltak 6 féle modszerrel (Tabart és mtsai., 2009). Minden esetben mas volt a
kapott érték €s a sorrend is a vizsgdlt komponensek kozott, példaul a TEAC és a DPPH
moddszerrel meghatdrozva a naringenin antioxiddns kapacitasat, igen kis értékeket kaptak, mig
ORAC esetén nagyot. Ez is rdmutat arra, hogy nem mindegy, hogy vizsgalatainkat milyen céllal
végezzilk, és melyik mddszert valasztjuk a méréshez. Ugyanazon komponens mas rendszerben
mdshogy fog viselkedni. Tobbféle mérési moddszert alkalmazva vonhatunk le csak
kovetkeztetést, arra vonatkozélag, hogy egy minta mennyire ’j6’ antioxiddns, a mi altalunk
felallitott mesterséges koriilmények kozott. Az emberi szervezetben vald viselkedésiik és pontos
hatdsmechanizmusuk a kiillonb6z6 komponensek egymadssal valé kolcsonhatdsatol és a
felszivodasatol is nagymértékben fiigg, ami még jobban megneheziti a kutaté feladatat annak
megitélésében, hogy melyik mddszerrel mért adatok jellemezhetik legjobban a szervezetben
kifejtett hatasukat.

Az eddig kifejlesztett mérési modszereket csoportositani lehet (Frankel és Meyer, 2000):
¢ hidrogénatom atmenettel (HAT-hidrogen atom transfer) és
¢ clektrondtmenettel (ET-electron transfer) kapcsolatos mddszerekre.

A HAT modszerek szabadgyokokre vonatkoznak és elsOsorban reakcio kinetikdn
alapszanak. A tesztek azt mérik, hogy egy adott szabadgyokkel szemben a minta mennyire
hatdsos, milyen a szabadgyokbefogd képessége (Ghiselli és mtsai., 2000).

Az ET reakcidk altaldban szinvdltozdssal jarnak, ennek mértékébdl lehet az antioxidans

kapacitasra kovetkeztetni (Apak és mtsai., 2007).
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Mindkét méréstipus antioxiddns kapacitast hatdroz meg, viszont a kapott eredményeknek
nem kell sziikségszerlien egymadssal korreldlni, hiszen egy minta redukdloképessége nem
feltétlen fiigg 6ssze a gyokbefogo képességével (Apak és mtsai., 2007).

Az emberi szervezetet karosito legfontosabb reaktiv formdak a szuperoxid anion, hidrogén-
peroxid, peroxilgyok, hidroxilgyok, szinglet oxigén és a peroxinitrit. Az els6 kettd ellen enzimek
védenek (szuperoxid-dizmutdz, kataldz és a peroxidazok), mig a tobbi ellen a nem enzimatikus
antioxidans védelmi rendszer elemei, mint a C- és E-vitamin, karotinoidok, flavonoidok stb.
1épnek fel. A peroxilgyok megkotésére épiil a legtobb reakcid, egyrészt a lipidperoxidacié miatt
(ezzel foglalkoztak legeldszor), masrészt egyszerli az azofestékek termolizise kovetkeztében a
gyokok eldallitasa.

Tovébbi ismert modszerek :
e  aszuperoxid anion megkdtésével (Ewing és Janero, 1995)
¢  ahidrogén-peroxiddal (Martinez-Tome és mtsai., 2001)
¢  ahidroxilgyokkel (Ou és mtsai., 2002a)
e  aszinglet oxigénnel (Wilkinson és mtsai., 1995)
e  aperoxi-nitrittel (Pryor és Squadrito, 1995)

o voltametridval (Chevion és mtsai., 2000) stb. kapcsolatosak.

A kovetkez0 fejezetben a legelterjedtebben hasznalatos modszerek keriilnek bemutatésra,
melyben el0szor a mérés elvérdl esik sz6, majd a modszer eldnyeinek és hdtranyainak

targyaldsara kertil sor.

2.5.1. Hidrogénatom atvitelén alapuld, antioxidans kapacitast méré moédszerek

bemutatasa

2.5.1.1. Oxigéngyok Abszorbcios Kapacitas-ORAC-Oxygen Radical Absorbance Capacity
Az ORAC mddszert Cao és munkatérsai fejlesztették ki 1993-ban. A mérés sordn a proba
molekula (fehérje) a peroxilgyokokkel (ROO’) reagalva oxidativ sériilést szenved, ezért az altala
kibocsatott fluoreszcens jel intenzitdsa csokkeni fog (9. abra). Antioxidansok jelenlétében ez a
reakcié gatlodik. A peroxilgyokoket az AAPH (2,2’-azo-bis(2-amidinopropan)-dihidroklorid)
azofesték termolizise kovetkeztében nyerik (Cao és mitsai., 1993). Az eredeti mddszerben
hasznélt fehérjének, a B-fikoeritrinnek szdmos hétranya volt, mint példaul a fényérzékenység, a
polifenolos vegyiiletekkel valdé reakcié stb. (Ou és mtsai., 2001), ezért e hatranyok
kikiiszobolésére a fluoreszcein haszndlatit vezették be (Huang és mtsai., 2005). Reakcid
koriilmények: pH=7.4, 37 °C.
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9. dbra. Az ORAC esetén lejatszodo reakceié (Fernandez-Pachon és mtsai., 2006)

Ezen mddszernél a miszer altal kirajzolt gorbe (10. abra) alatti teriilet a vonatkoztatasi alap
(Huang és mtsai., 2005), vagyis az antioxiddns kapacitds eredményben a gitlds ideje és mértéke
is megmutatkozik (Frankel és Meyer, 2000; Wu és mtsai., 2004). Zsir- és vizoldhatd
antioxiddnsok vizsgédlatdra egyardnt alkalmas. Automatizalt véltozata is létezik, ami nagy

mintaszam esetén gyors eredményt ad, rutinszertien haszndlhaté (Huang és mtsai., 2005).
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10. abra. Jellegzetes kinetikai gorbék az ORAC mddszerrel

Minden minta esetében 35 percen keresztiil torténik a fluoreszcens jelintenzitds nyomon
kovetése (Huang és mtsai., 2005). A mddszer pH érzékeny és lassu (Apak és mtsai., 2007).
Fluorimétert igényel, ami a legtobb laboratériumban nem 4ll rendelkezésre (Kranl és mtsai.,
2005). A reakci6 kinetika a koncentraciotol és az antioxidansoktol fiiggden valtozik, illetve
mintafiiggd is (Huang és mtsai., 2005). A fehérje-, valamint az aminosav tartalom zavarhatja a

mérést, mert hamis pozitiv eredményt okoz (Perez-Jimenez és mtsai., 2008). Az etanoltartalom
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interferenciat okoz (Fernandez-Pachon és mtsai., 2006). Gondot jelenthet tovabba az is, hogy a
fluoreszcens jel és az id0 kozott nincs linedris Osszefiiggés. A fluoreszcein nem eléggé
zsiroldékony, és a kibocsatott fluoreszcens jel intenzitdsa is meglehetdsen kicsi (Frankel és

Meyer, 2000).

2.5.1.2. Osszes peroxilgyok befogasara vonatkozé paraméter-TRAP-Total peroxil Radical
Trapping Parameter

Az eredeti TRAP mddszert Wayner és munkatdrsai fejlesztették ki (1985). Peroxilgyok
generdloként ABAP-ot (2,2'-azobis-2-amidinopropan) hasznéltak. A szabadgyokok oxidald
hatdsit az antioxiddnsok késleltetni tudjak. Az oxid4cié az oxigénfogydssal nyomon kovethetd.
A mérés sordn un. lag gorbe figyelhet6 meg, ennek az indukcids idOnek a hosszat (lag fazis
hossza) ismert koncentracidju trolox (trolox=6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxil sav,
az E-vitamin vizoldhat6 formdja) oldat lag fazis hosszdval hasonlitjdk Ossze, amelybdl az
antioxiddns kapacitasra lehet kovetkeztetni (Wayner és mitsai., 1985). Késobb lecserélték a
gyokgeneralot AAPH-ra (2,2’-azo-bis(2-amidinopropan)-dihidroklorid), illetve
lipidszubsztratként, linolénsavat adtak a mintdhoz (Prior és Cao, 1999).

Az elmult évtizedben ez a mddszer volt a legelterjedtebb, majd ramutatottak arra (Rice-
Evans és Miller, 1994), hogy az oxigénelektrod a megkovetelt idotartam alatt nem stabil, ezért a
végpontjelzés pontatlan. Ennél a mddszernél lag féazis figyelhetd meg, de lefutdsanak jellege
eltér6 a kiilonbozd mintdk esetében, ami probléméat okozhat az antioxiddns kapacitds
meghatdrozasandl, illetve dsszehasonlitasanal (Delange és Glazer, 1989). A mddszer iddigényes,
(2 6ra/minta), igy naponta kevés minta megmérésére van lehet6ség. Nagymértékii higitds
sziikséges a megfeleld lag fazis alak eléréséhez, ezzel viszont nd a hibalehetdség. Emellett a
nagy higulds miatt fizikailag nehézkessé valik a zsirsavak kozotti lancreakciok lezajldsa (Wu és
mtsai., 2004). A méréseknél a fehérjék jelenléte is interferencidt okozhat, hiszen példaul a
fehérjék szulfhidril csoportjai részt vesznek a redox egyensilyban és mddositani képesek az

eredményeket (Ghiselli és mtsai., 2000).

2.5.1.3. Kemilumineszcencian alapulé médszerek- CL-Chemiluminescence

Az antioxidans kapacitds meghatarozasanak kemilumineszcencids mddszerét tobbek kozt
Alho és Leinonen (1999) irta le részletesen. A moddszer alapja a szabadgyokok generélésa,
elsddlegesen azofestékek példaul ABAP, AAPH termolizisével. A luminol (préba)
szabadgyokokkel reakcidba 1épve luminolgyokké alakul és fényt bocsat ki. Ha antioxidadnst

adunk a mintdhoz, a fénykibocsatas gatloédik, a fény intenzitdsa csokken. A reakcié kémiailag

34



nyomon kovethetd. Ha elfogy a rendszerbdl az antioxiddns a kemilumineszcens jel intenzitdsa
visszaall (Diaz és mtsai., 1998).

A reakci6 gyors, érzékeny, konnyen automatizdlhaté (Alho és Leinonen, 1999). A
tovabbfejlesztett médszer esetén para-idofenolt adnak a rendszerhez a luminol mellé. Igy a
modszer érzékenyebb lesz, illetve az emittdlt fény stabilabb és hosszabb idejii (Robinson és
mtsai., 1997).

Torténtek modositdsok arra vonatkozolag is, hogy a luminolt hidrogén-peroxiddal
oxidaljak, tormaperoxiddz alkalmazasaval (Whitehead és mtsai., 1992; Chapple és mtsai., 1997).

tormaperoxidaz
2H,0, + luminol »  3-aminoftaldt + N, +3H,O +fény

A mddszer hatranya, hogy luminométert igényel, ami nem tartozik laboratériumi

alapfelszereléshez, valamint a mérések nagyon idéigényesek (Said és mtsai., 2003).

2.5.1.4. Krocin elszintelenedésén alapulé médszer

A mérési médszer azon alapszik, hogy a krocin (11. abra) egy természetes karotinoid mély
narancssarga szinnel, igy a lathaté fénytartomanyban intenziv abszorbancidja van (Bors és
mtsai., 1984). Ha a krocin peroxilgyokokkel reagél, akkor elszintelenedik, de antioxiddnsok
jelenlétében ez a reakcid gatlodik. Ezen moédszer esetében is lag fazis figyelhetd meg a reakcid

soran.
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11. abra. A krocin molekula

A reakci6 nyomon kovetése 443 nm-en torténik 10 percig 7-es pH-n (Prior és Cao, 1999).
Gyokgenerdlonak az AAPH —t hasznéljak.
A mddszer olcsod, gyors, nem igényel draga miszert, a fizioldgiai pH-hoz kozeli a

reakcidelegy pH-ja (Prior és Cao, 1999).
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Az alkalmazott hulldmhosszon sok az interferenciit okoz6 egyéb komponens is (Huang és
mtsai., 2005). Az élelmiszermatrix til komplex ehhez a méréshez, egyes komponensek adnak lag
fazist, mig masok nem, igy nagyon nehéz az Osszehasonlitds. Ebben a rendszerben a C-
vitaminnak kiilonosen nagy az antioxiddns kapacitdsa, hétszer nagyobb, mint az ORAC
modszerrel mérve (Prior és Cao, 1999). Sok novényi pigmentnek van hasonlé fényelnyelése, ami

interferencidt okozhat, ezért ilyen esetekben korrekci6 sziikséges (Huang és mtsai., 2005).

2.5.1.5. Béta-karotin elszintelenedésén alapulé modszer
Az elv az elézdvel hasonlé (vonGadow €s mtsai., 1997). A kiilonbség annyi, hogy a
rendszerben a linolén sav autooxidicidja kovetkeztében keletkeznek a gyokok. Béta-karotint

hasznalnak a méréshez.

2.5.1.6. Fotokemilumineszcencian alapulé antioxidans kapacitas mérés- PCL —
Photochemiluminescence

A fotokemilumineszcencian alapulé mdédszert Popov és Lewin (1994, 1996) irtdk le. A
mérés elve: a fényérzékeny komponensbdl UV fény hatdsdra szuperoxid anionok valnak
szabadda. Ezek egy részét a minta antioxiddnsai elimindljdk, mig a masik résziik reagdlni fog
egy ,,detektor” vegyiilettel, amely hatdsara fotonok emittdlédnak (Popov és Lewin, 1994, 1996).
A késziilék ezt a fotokemilumineszcencidt méri, igy az antioxiddns kapacitast kozvetetten kapjuk
meg.

A gyartd cég (Analytic Jena, Németorszdg) kiadvanydban az szerepel, hogy a késziilék
képes a zsir (ACL, Lipid soluble Antioxidant Capacity) €s vizoldhat6 (ACW Water soluble
Antioxidant Capacity) antioxiddns kapacitds meghatdrozasara. A szoftver automatikusan
meghatdrozza a vak és a kalibraciés oldatok 0Osszefiiggésébdl az adott minta antioxiddns
kapacitdsat troloxra nézve lipidoldhaté- és aszkorbinsavra, vizoldhaté- antioxiddns kapacitds
esetében. Ehhez a vizoldhaté antioxiddns kapacitds esetében a muszer altal kirajzolt lag fazis
1ddben valo eltolodasat hasznalja fel, mig zsiroldhat6é antioxidans kapacitdsnal a kirajzolt gorbe
alatti teriilet segitségével kapjuk meg az értékeket. A gyart allitdsa szerint a mérés gyors €s
egyszerti, nem igényel bonyolult és hosszas minta-elokészitést, komplex mintdk rutinszer
mérésére is alkalmas. A megfeleld reagensek, Kkittek (gydrt6tdl rendelhetd) Osszedntését
kovetéen a mérés automatikus. A mérésekhez sziikséges kittekkel a kivitelezés egyszerli €s
kényelmes. A gyart6 a miszer felhaszndldsi korének jeloli meg tobbek kozt az
élelmiszermindség, a gyartdsfolyamatok, a technoldgia teriileteit, a stabilitdsi-, eltarthatésagi
vizsgalatokat, a termékek, készitmények gyokfogdképesség-, az oxidativ stressz vizsgdlatokat

stb.
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2.5.2. Elektronatmeneten alapulé antioxidans kapacitas mérési modszerek

2.5.2.1. Vasredukaloképességen alapulé modszer -FRAP-Ferric Reducing Ability of Plasma

A mddszer kidolgozasa Benzie és Strain (1996) nevéhez kothetd. A mérési elv értelmében
a vas-2,4,6-tripiridil-S-triazin (TPTZ) komplexet az antioxidansok (AH) redukaljak (12. abra),
mely reakci6 szinvaltozassal jar (Huang és mtsai., 2005). A reakcididd 5 perc, amely a lejatszodo

kinetikdra jellemzden lett meghatarozva.

H‘*« ~N. =N + antioxidans g NN
Fe(ill) — Fe{ll)

s — s
\H \q\n

[Fe(ll)TPTZ),J* [Fe()TPTZ),*, A, = 593 nm

12. abra. A FRAP modszer mérési elve

A keletkez6 kék szin spektrofotometridsan nyomon kévethetd 593 nm-en (Benzie és Strain,
1996). Mint ahogy a médszer neve is mutatja, a vas redukaloképességet méri 3,6-os pH-n (Prior
és Cao, 1999).

Olcso, egyszerll, gyors, reprodukalhatd, nem igényel drdga laboratériumi felszerelést. A
legelterjedtebb €s a legtobb laboratériumban haszndlatos mérési médszerek kozé tartozik (Apak
és mtsai., 2007; Perez-Jimenez és mtsai., 2008).

A mérés joval kisebb pH-n torténik, mint a fiziol6giai pH. A mddszer nem érzékeny a tiol
tipusi (SH csoportot tartalmazd) antioxiddnsokra, mint példdul a glutation (Kranl és mitsai.,
2005). A karotinoidoknak nincs vasredukdloképességiik. Mds komponensek is okozhatnak
interferencidt az alkalmazott hullimhosszon. Minden komponens, amely redoxpotencidlja 0,77
V-ndl kisebb redukdlhatja a vasiont, tehat a médszer nem csak antioxiddnsokat detektal (Cao és
Prior, 1998). Vannak komponensek, amelyek reakcidideje a mddszerben meghatarozottnal (5
percnél) joval hosszabb pl. kdvésav, ferulasav, akdr néhany oOra is lehet, ezért e komponensek

antioxidédns kapacitdsa nem jarul hozz4 a kapott értékhez (Apak és mtsai., 2007).
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2.5.2.2. Osszes polifenol tartalom meghatarozasa Folin-Ciocalteu reagenssel TPC -Total
Polyphenol Content

Az eredeti metodikat Singleton és Rossi (1965) fejlesztették ki. A modszer nevével
ellentétben redukaloképességen alapuld antioxiddns kapacitds meghatdrozds. A mérés pH=10

torténik. A keletkez6 kék szin spektrometridsan nyomon kovethetd 765 nm-en.

Mo(VI) sarga  + e- (antioxidanstol) — > Mo(V) kék A=765 nm

Olcso, egyszertl, reprodukalhatd, nem igényel draga laboratériumi felszerelést, rutinszerti
mérésekre alkalmas (Huang és mtsai., 2005). Az alkalmazott hulldimhosszon egyéb interferdld
komponensek fényelnyelése elhanyagolhaté (Apak és mtsai., 2007).

Ligos pH-n torténik a mérés, amely a fiziol6giai pH-hoz képest nem redlis (Frankel és
Meyer, 2000). A teljes kémiai héttér nem ismert. Nem szelektiv a polifenolos komponensekre,
fiiggetlen a szerkezetiiktol. Az aszkorbinsav, a Cu (I) is hozzdjarul a kapott értékekhez (Apak és

mtsai., 2007).

2.5.2.3. Rézion redukaloképességen alapulé antioxidans kapacitas mérés -CUPRAC-
CUPric ion Reducing Antioxidant Capacity
A moédszer Apak és munkatarsai (2007) nevéhez flizodik. Redukéloképességet hatiroz meg

ez a metodika is (13. abra), 7-es pH-n 450 nm-en. A reakciéidé 30 perc.

antioxidans

 oxidans

Cu(Nc),* Cu(Nc) 2+ 2,=450 nm

13. dbra. A Cuprac médszer mérési elve

Olcso, egyszerl,, nem igényel driga felszerelést. A fizioldgiai pH-hoz kozel torténik a
mérés. Viz-, és zsiroldhaté antioxiddnsokat is képes mérni. A tiol tipusi antioxiddnsokat is

érzékeli (Apak és mtsai., 2007).
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Ezen a hulldmhosszon interferencidt okozhatnak egyéb komponensek. Lassi, egyes
komponensek, mint a naringin, vagy naringenin tobb id6t igényelnek- ezért 20 perces 50 C®-on

torténd inkubalds el6zi meg a mérést (Apak és mtsai., 2007).

2.5.2.4. Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas -TEAC -Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity
A moédszer Miller és munkatarsai nevéhez (1993) fiizhetd. A reakcié az ABTS (2,2'-azino-

di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfoninsav) oxidéacidjan alapszik.

ABTS +K;S,05 ———> ABTS”
ABTS™" +AH ——————» ABTS +A +H' A=734 nm

Hidrogén-peroxid és metmioglobin jelenlétében sotétzold szinli ABTS™ -kation gyok
keletkezik. Ha a mintdban antioxiddnsok vannak jelen, akkor a szabadgyokokkel reagdlva a
szinintenzitds csOkkeni fog, a minta elszintelenedik (Stratil és mtsai., 2007). A reakcid

spektrofotometridasan nyomonkovethetd 734 nm-en (14. abra).

ﬁ - U

 -K, S0, 230,

. S S0,
-
N CH
C.H.

14. dbra. Antioxidans és az ABTS gyok reakcidja

Az antioxiddns koncentraciotdl fiiggden ez a szinvéltozds iddben eltolodik, lag fazis
figyelhetd meg, amibdl az adott minta antioxiddns kapacitdsara, pontosabban az ABTS™ gyok
befogdsdnak a képességére lehet kovetkeztetni. A reakcid 7,4-es pH-n zajlik (Miller és mtsai.,
1993). Vannak médositasok, miszerint mangéan-dioxidot vagy kadlium-perszulfitot alkalmaznak a
hidrogénperoxid és a metmioglobin helyett (Frankel és Meyer, 2000).

A modszer olcso, egyszerli és gyors (van den Berg és mtsai., 1999), a gyok viszonylag
stabil (Prior és Cao, 1999). Az alkalmazott 734 nm-en a természetes ndvényi pigmentek kicsi

interferenciat okoznak.
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Hatranya, hogy nem a sejtben normadl anyagcsere soran keletkezd gyokot haszndl, hanem
egy stabil- az €16 szervezetben nem képzddd gyokot (Miller és mtsai., 1996; Frankel és Meyer,
2000). Ezt a moédszert alkalmazva nem lehet képet kapni arrdl, hogy a minta antioxiddnsai a
bioldgiai gyokokkel szemben mennyire reaktivak. A mérést 12-16 6ra idotartamu inkubdlés el6zi
meg, igy a minta-el0készités hosszinak mondhat6. A mintdk kozotti sorrend feléllithat, de
mennyiségi meghatdrozasra nem alkalmas, illetve a gyokképzés extra 1€pést igényel (van den
Berg és mtsai., 1999). Az antioxidansok mds-mas reakcididejiiek ebben a rendszerben is: a C-
vitamin az ABTS gyokkel gyorsabban reagdl, és egy perc alatt eléri gatldsanak maximumat, mig
a galluszsav, az albumin, vagy a karotinoidok lassabban reagdlnak. Célszerii lenne valamilyen
iddintervallumot 1étrehozni, ami egységes lenne minden laboratériumban az adatok
OsszevethetOsége miatt (Zulueta és mtsai., 2009). A szerkezeti kiilonbségek illetve hasonlosagok,
példaul a leadhat6 elektronok szdma és a kapott eredménnyek kozott nincs Osszefiiggés (Huang
€s mtsai., 2005), hiszen példaul az aszkorbinsav, az o-tokoferol €s a glutation hasonl6 eredményt

ad, de az a-tokoferol és az aszkorbinsav 2, mig a glutétion 1 elektron leadasra képes.

2.5.2.5. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gyok megkotésén alapulé antioxidans kapacitas
mérés

A stabil DPPH gyok megkotésén alapuld antioxiddns kapacitds mérés (Blois, 1958) a
legkorabbi mddszerek kozé tartozik. A reakcid (15. dbra) a kovetkezoképpen zajlik (Frankel és

Meyer, 2000): a sotétlila szinli gyok antioxiddnsokkal reagélva elveszti a szinét.

A anmT

15. abra. A DPPH gyok megkotésén alapulé modszer elvi alapja

Széles korben alkalmazzdk ezt a moddszert, mert a gyok kereskedelmi forgalomban
kaphatd, stabil, kevésbé reakcioképes és kevésbé agressziv, ami a lezajlo reakcidk soran
hasznosnak bizonyul (bomlas, érzékenység nem jelent problémat, mint egyéb modszereknél), a
mérés egyszert (Prior és Cao, 1999).

Hatranya, hogy nem a sejtben normadl anyagcsere soran keletkezd gyokot haszndl, hanem

egy stabil-az él6 szervezetben nem fellelheté gyokot (Frankel és Meyer, 2000). Ezt a médszert
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alkalmazva nem lehet képet kapni arrél, hogy a minta antioxiddnsai a bioldgiai gyokokkel

szemben mennyire reaktivak. Fény-, oxigén-, pH- és olddszerfiiggd (Prior és Cao, 1999).

Tovabbi problémat jelent a szerkezetbdl adodé rossz hozzaférhet6ség. A kis molekuldk jobban

odaférnek a DPPH gyokhoz, igy nagyobb antioxiddns kapacitds értéket mutatnak. A

karotinoidok interferdlnak a mérési hulldimhosszon 517 nm-en (Apak és mtsai., 2007).

Az el6zbéekben bemutatott néhdny mérési modszerbdl is egyértelmiien kitlinik a téma

Osszetettsége, valamint a kapott eredmények sokféleségének az oka. A kovetkezOkben azok a

befolyasol6 tényezOk keriilnek felsoroldsra, amelyek az antioxidans kapacitds eredményeket a

leginkdbb befolydsoljak.

Az antioxidans mérések eredményét nagymértékben befolyasolja:

1.
2.
3.

Mintael6készités.

Extrakci6 (hatasfok, hdmérséklet stb.).

Alkalmazott oldészer (metanol, etanol, viz, aceton, kloroform), hiszen nincs olyan
olddszer, amely alkalmas lenne egy élelmiszeripari mintaban taldlhat6é Osszes antioxidans
kivondsara (Frankel és Meyer, 2000; Becker és mtsai., 2004; Perez-Jimenez és Saura-
Calixto, 2006), illetve neheziti a helyzetet a fehérjékkel, szénhidratokkal kialakult
komplexek kérdése is (Ghiselli és mtsai., 2000; Gokmen és mtsai., 2009). Mindez azt
jelenti, hogy a mintdban mindig lesznek ki nem oldott, vagy nem hozzaférhet
komponensek, amelyeknek szintén fontos szerepe lehet az emberi szervezetben, ahol a
kiilonbozé enzimek, mikrobadlis tevékenységek hatdsara mar hozzaférhetéek lesznek. A
kémiai hidrolizissel az a probléma, hogy a minta eredeti szerkezete megvaltozik, €s igy
mar nem az eredeti formdban lehetne a komponenseket kinyerni, ezzel nem lesz
reprezentativ a kapott érték az eredeti mintara (Gokmen és mtsai., 2009).

Vilasztott médszer (elektronatmenettel, hidrogénatom-atadassal jar).

Meéréshez hasznalt szabadgyok (peroxilgyok, DPPH gyok, hidroxilgyok stb.). Az egyes
antioxiddnsok masként reagélnak a kiillonboz6 szabadgyokokre (Perez-Jimenez és mtsai.,
2008). Példaul a peroxilgyok az emberi szervezetet tekintve a leggyakoribb. De a
hidroxilgyok, a szinglet oxigén, a szuperoxid gyok és az egyéb nitrogéntartalmi gyokok
is mind jelen vannak a bioldgiai rendszerekben. Ennek ellenére vannak olyan elterjedten
alkalmazott mddszerek is, amelyek nem ezeket a gyokoket haszndljak fel az antioxiddns
kapacitds meghatdrozasara, hanem példaul a DPPH illetve az ABTS gyokoket. Ezek
stabilak, kevésbé reakcioképesek és agresszivak, jobban kezelhetdek, konnyebben kézben
tarthatéak a reakciok sordn a fent emlitett gyokokhoz képest (Cao és mtsai., 1993;

Halliwell és Gutteridge, 1995). A gyokok befogdsa fiigg a kozegtdl is, hiszen példaul a
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C-vitamin hatdsos hidrofil gyokok ellen, de nem a lipofilekkel szemben (Wu és mtsai.,
2004).

6. Mintamatrix — sav, cukor, fehérje, aminosav stb. tartalom, egyéb interferencidt okozé
komponensek, amelyeknek az alkalmazott hullimhosszon van elnyelése.

7. Fényérzékenység.

8. Homérséklet érzékenység.

9. pH

10. Idd, hiszen egyes komponenseknek nagyobb lehet az idéigénye, akar tobb ora is.

11. Reakcidsebesség, reakcio kinetika.

12. Méretbdl, illetve szerkezetbdl adddé kiilonbség, példaul a kisebb antioxiddnsok
hozzaférése a nagyobb szabadgyokhoz.

13. Additiv, szinergens hatdsok stb.

Tobb kutatdsi munka is kimutatta, hogy a gyiimolcs vagy zoldség fajok, valamint az
azonos fajon beliili fajtdk kozott tobbszords antioxiddns kapacitdsbeli kiilonbséget lehet
kimutatni. Ezek egy része a genetikai hattérnek tulajdonithat6, de ugyanakkor az eredmények
kialakitdsaban fontos szerepet jatszanak a kiilonbozd kornyezeti tényezok, éghajlat, csapadék
mennyisége, napsiitéses 6rdk szdma, fényviszonyok, szdrmazasi hely, talaj tdpanyag-ellitottsdga,
betegségek, novényi kartevok jelenléte stb. is (Girodon és mtsai., 1999; Duthie és Crozier, 2000;
Gardner és mtsai., 2000).

Ha egy novényi mintat antioxidans kapacitds szempontjabol szeretnénk jellemezni, akkor
erre szamos lehetdségiink van, amint az az el6z6ekbdl kideriilt. Fontos azonban azt is
hangstlyozni, hogy egy minta bizonyos komponenseinek a mennyisége is értékes informaciot
nyujthat szamos vonatkozdsban. Ilyen példdul a C-, az E vitamin-, karotintartalom, 0ssz-
polifenol-illetve antocianin tartalom, fenolos savak — egyéb flavonoidok mindsége ¢és
mennyisége. Ezen vizsgélatok az el6zéeknél kézben tarthatébbak, hiszen mindig csak egy-egy
komponensre, vagy vegyiiletcsoportra fokuszdlnak. Meghatdrozdsukndl elsOsorban a
kromatografids modszerek terjedtek el. A kovetkezdekben a polifenolos vegyiiletek analizisével
kapcsolatban szeretnék attekintést adni a kiillonbozo 1épések és lehetdségek rovid bemutatisaval,

hiszen doktori munkdm sordn polifenolos komponensek vizsgédlataval is foglalkoztam.

Polifenolos vegyiiletek vizsgalata:

Vizsgdlatok irdnyvonala: A polifenolos/flavonoid komponensek vizsgdlatait alapvetden

kétféleképpen lehet csoportositani.

42



1) kimondottan egy-egy komponens, vagy bizonyos komponensek jelenlétének kimutatdsa,
illetve mennyiségi meghatdrozasa, vagy

2) a minta teljes mintdzatdnak minél szélesebbkorti megismerése a cél.

Ezek alapjan megkiilonboztetiink célkomponens (,,target”) és scannal6 (keresd) mddszereket (de
Rijke és mtsai., 2006).

A célkomponens moddszerek esetében a mintdban el0re meghatdrozott vegyiileteket
vizsgélunk, és a mindségi valamint a mennyiségi analizishez standardokat hasznalunk. Ebben az
esetben a minta-el0készités sordn ligyelni kell arra, hogy a vdlasztott eljards a célkomponensek
kivondsihoz igazodjon (de Rijke és mtsai., 2006).

A scannald vagy un. profilozé6 moddszereknél ezzel szemben a mintdban megtalalhatd
polifenol/flavonoid készlet minél teljesebbkorii megismerése a cél. Emellett az is fontos, hogy
képes legyen a mddszer fel nem fedezett komponensek/szarmazékok kimutatdsara, illetve
azonositdsara (de Rijke és mtsai., 2006) is.

Mintaelokészitések: Mindkét moddszernél rendkiviil fontos a megfeleld mintaeldkészités,
amelyeknél a kovetkezd - el6zéekhez kapcsolodos - alapkérdéseket kell mérlegelni (Robards €s
Antolovich, 1997; Tura és Robards, 2002).

-célkomponenst keresiink vagy profilozni szeretnénk

-az aglikonok és/vagy a szarmazékok is érdekesek szdmunkra

-a kotott formakat is vizsgalni szeretnénk, vagy csak a szabadon el6forduldkat.

A mintaelOkészitést az el6z6 tampillérek mellett természetesen, a lehetd legjobban a matrix
hatdrozza meg. Folyadékok (pl. bor) esetén sokszor csak egy egyszerii sziirést és tobbnyire
higitdst alkalmaznak. Itt tigyelni kell a szlir0 anyagira (ne koOsson meg az analizdlando
anyagbol), a higité pufferre, ami esetében fontos, hogy ne csapjon ki komponenseket stb. Minél
egyszeriibb a minta-el0készités, anndl hitelesebb képet kapunk a minta eredeti Osszetételére
vonatkozdan, azonban szamos komponens kieshet az anlizisbdl a métrixhoz val6 kotottsége vagy
nem jOl oldéddsa miatt (de Rijke és mtsai., 2006). Elsddlegesen a szilard mintdk esetén
bonyolddnak a lépések akar tobb 6ran 4t tartd extrakcidval, bepdrldssal, visszahigitdssal,
tisztitdssal, viszont az analizdlandé komponensek szélesebb korét lehet oldatba vinni. A
legelterjedtebben alkalmazott oldészerek a metanol, etanol, viz, acetonitril és az etil-acetat. A
homérséklet emelése, az ultrahangos vizfiird6 segithetik az extrakcidt. Ha a kotott formakat vagy
az aglikonokat vizsgdljuk, akkor elengedhetelen a hidrolizis 1€pés, amire szintén tobbféle
megoldas 1étezik (savas, ligos, enzimes) (Robards és Antolovich, 1997).

Korabbi kutatémunkdk sordn a mintdkat elhidrolizaltdk, majd utdna mar csak az aglikonok
alapjdn végeztek mennyiségi és mindségi analizist (Hakkinen és mtsai., 1999b). Ebben az

esetben l1ényeges informacidvesztés torténik, hiszen nem tudjuk, hogy a kiilonb6z6 komponensek
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alapvetden milyen formdban voltak jelen (Robards és Antolovich, 1997). Elénye az volt, hogy az
azonositdshoz valamint a mennyiségi analizishez sziikséges beszerzendd standardek mennyisége
(elegendd csak az aglikonok) igen lecsokkenthetd, és végeredményképp informacidé nyerhetd
példdaul a minta Osszes kvercetin tartalmét, vagyis az aglikonként el6fordulé kvercetin +
kvercetin glikozidokbol/szarmazékokbdl keletkezd kvercetin mennyiségét illetéen (ezek a
vegyiiletek a hidrolizist kovetden mar csak kvercetin aglikonként detektalhatdk).
Komponensek elvdlasztasa: A polifenolos  vegyiiletek elvalasztidsira leginkdbb a
nagyteljesitményli folyadékkromatografias technikdk terjedtek el (de Rijke €s mtsai., 2006). Ez
altaldban gradines elicion alapszik, amely esetében az oldészer erdssége az ido eldrehaladtival
novekszik. Az alkalmazott oldészerek szerves (acetonitril, metanol, propanol) és vizes fazisbol
allnak. A megfeleld oszlop kivélasztasa is elengedhetelen a komponensek elvélasztisahoz, de az
alapvetd kiilonbség a célkomponensek keresésével szemben az, hogy az esetben tudjuk mit
keresiink (melyik komponenst/eket), mig profilozds esetén nem, vagy csak sejthetOk a mintdban
el6fordulé komponensek mindségi paraméterei.
Komponensek detektdldasa: A detektdlds sordn szivesen haszndlatos az UV detektor, hiszen
minden egyes polifenolos vegyiilet szerkezetébdl addddan rendelkezik legaldbb egy UV
abszorpciés maximummal. Lézetik még fluorszcencids, elektrokémiai, kapillaris elektroforézisen
alapuld vagy gdzkromatografids stb. detektalasi lehet6ség is, de helyettik inkdbb a
tomegspektrometrids detektorok hasznélata terjedt el (de Rijke és mtsai., 2006). Az tin. MS/MS
vagy az MS" rendszerek kitlinéen alkalmasak bonyolultabb detektaldsi feladatok elvégzésére.
Ionforasként elsédlegesen APCI-t (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) [égkori
nyomdson torténd kémiai ionizaciot vagy az ESI-t (Electrospray Ionisation) elektroporlasztasos
1oniz4ciot hasznaljdk, dltaldban negativ ionizaciés mdédban. Ezekkel a rendszerekkel a kérdéses
molekula ionizacidja, majd ezt kovetden fragmentalasa érhetd el (Molnar-Perl és Fuzfai, 2005).
A keletkezd fragmensekbdl kovetkeztetni lehet a molekuldhoz kapcsolddott szubsztituensekre.
Ezzel Osszefiiggésben szdmos tanulmédny jelent meg az egyes flavonoidok jellegzetes
fragmentacios utjarol (de Rijke és mtsai., 2006; March és mtsai., 2006). A fragmentécids utak az
alkalmazott ionforrds tipusatol dontorészt fiiggetlenek, azonban a késziilék paramétereinek
megvalasztdsa a keletekezd fragmensek relativ intenzitdsdsban jelentds kiillonbséget okozhat (de
Rijke és mitsai., 2006). A legfejlettebb laboratériumokban, kutaté intézetekben lehetdség van a
HPLC-MS-NMR csatolt rendszer haszndlatdra is, ami a mai szerkezetkutatds csucspontjdnak
szamit (Molnar-Perl és Fuzfai, 2005).

A tovébbiakban flavonoid szarmazékok, els6sorban flavonoid mono- és diglikozidok

azonositasat célzé modszer elvét szeretném roviden bemutatni, mert munkam sordn €n is ezt a
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haromlépéses HPLC-ESI-MS/MS mddszert (Rak és mtsai.,, 2010) alkalmaztam a mintdim
flavonoid glikozid profiljdnak a meghatdrozdsahoz.

A héarom Iépéses HPLC-ESI-MS/MS mddszer elméleti alapjit képezi az a megallapitas,
hogy a flavonoidszdrmazékok mindegyike jol definidlhat6 ,,épitdkovekbol” épiil fel (kiilonb6zo
szacharid alegységek, fenolos savak) tovdbbd, hogy részegységeként tartalmazzdk magit a
flavonoid aglikont (Rak és mtsai., 2010). Ezen flavonoidszarmazékok tomegspektrometrids
vizsgalatakor, a molekuldk fragmentéicidjakor jellemzOen az épitdegységek kozotti kotések
hasaddsaval keletkezd termékionok domindlnak a spektrumban (Vukics és Guttman, 2010). E
fragmentaciés  szabdlyszeriségeket  kihaszndlva  kell6  biztonsaggal  becsiilhetd a
flavonoidszarmazékban megtaldlhaté aglikon és a molekula felépitésében résztvevd tovabbi
részegység. Az emlitett jellegzetes fragmentacios viselkedésen alapulé mindségi azonositas
alapvetd feltétele azonban, hogy az elméletben add6dé lehetdségeket egy megfeleld
tomegspektrometrids vizsgalati protokoll segitségével valdsitsuk meg. Ehhez a mar emlitett
haromlépéses HPLC-ESI-MS/MS mddszert alkalmaztam. A moddszer ,,1épéseinek” menete és a
lényege roviden a kovetkezd (Rak és mtsai., 2010):

1.lépés. A mintdban megtaldlhaté flavonoidszarmazékok korének behatdroldsa az aglikon
részegységek monitorozasaval. E 1épés sordn a forrdsban torténd fragmentacié eredményeként
kizardlag a képzodo aglikon fragmensekre Osszpontosit a modszer. Ez alapjan informdcidhoz
jutunk arrdl, hogy a vizsgdlt mintiban hanyféle olyan szarmazék taldlhat6, mely egy adott
aglikonhoz kothetd. Ebben a 1épésben egy kromatogréfids futds alatt gyakorlatilag tetszéleges
szamu aglikon monitorozhatd.

2. lépés. Ebben a lépésben torténik azon tovabbi részegységek, illetve maganak a
kiinduldsi molekula tomegének azonositdsa, amelyekbdl az el6zd 1€pés sordn azonositott aglikon
részegység szdrmazhat. Az azonositds itt oly moédon torténik, hogy az MS vizsgélat
eredményeképpen kapott tomegszamokhoz elméleti alapon lehetséges szarmazékokat rendeliink.
Ezt a hozzédrendelést az adott aglikonnak a kiilonboz6 elméleti szdrmazék-kombindcidit
tartalmaz6é adatbdzis alapjan végezziikk. Megjegyzendd, hogy az azonositds korlatait dontd
mértékben az adatbazis kiterjedtsége szabja meg.

3. lépés. Ebben a 1épésben a 2. 1€pésben feltételesen azonositott szarmazékok megerdsitd
igazoldsa torténik. Ennek sordn a feltételezett szdrmazékokat — immaron ismertnek tekintett
tomegiik alapjan — célkomponensként vizsgaljuk. A megerdsités akkor tekinthetd pozitivnak, ha
a vizsgalt célkomponens fragmenticids képe a feltételezett molekuldra jellemzd fragmenseket

tartalmazza.
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Mindezek kapcsan azt is lényeges szem el6tt tartani, hogy az imént bemutatott technikak
drigdk, 4ltaldban hosszabb mintaeldkészitést igényelnek stb. viszont a mintdk
Osszehasonlitdsdnal kifinomultabb informaciot nytjtanak. Az igy felszinre keriild kiilonbségek
(példaul az egyes vegyiiletek-komponensek szerkezetében rejlé kiilonbségek) hasznosak
lehetnek nemcsak az egyes mintdk antioxiddns kapacitdsukban valé eltérésének magyarazatanal,
hanem az emberi szervezetben valé hasznosuldsuk vonatkozasdban is (Stevenson és Hurst,
2007).

Ezen feliil fontos megemliteni, hogy a vizsgédlataink tobbnyire a taplalékbdl szerzett
antioxidansok mérésére korlatozédnak, holott az antioxidans kapacitdshoz a kiilonb6z6 enzimek
is nagymértékben hozzdjarulnak (Ghiselli €s mtsai., 2000). Emellett nem szabad figyelmen kiviil
hagyni, hogy az antioxidansoknak az emberi szervezetben val6 felszivodasa, hozzaférhetosége is

szerepet jatszik valddi hatdsossagukban (Roginsky €s Lissi, 2005).
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3. CELKITUZESEK

A bogyds gyiimolcsok kiemelkedd antioxiddns hatdsa jOl ismert szdmos nemzetkozi
irodalmi adat alapjdn. Ehhez csatlakozva munkam célja a Magyarorszdgon azonos koriilmények
kozott termesztett, jelentésebb bogydsgyiimolcs-fajok és -fajtdk antioxiddns kapacitdsanak
felmérése illetve Osszehasonlitdsa volt, kiilonos tekintettel arra, hogy az adott kiilonbségek
kialakulasa milyen vegyiileteknek kdszonheto.

1.Els6dleges célom az volt, hogy a kiilonbozd elveken alapul6 (elektrondtmenettel jaro,
hidrogénatom-atmenettel jar6), illetve mas-mds szabadgyokoket (DPPH, ABTS,
szuperoxid anion, hidroxilgyok) alkalmazé moédszerek segitségével atfogd jellemzést
tudjak adni a vizsgdlt gylimolcsok aktudlis antioxiddns kapacitdsarol, valamint feltdrjam a
kapott eredmények kozotti Osszefliggéseket.

2.Tovabbi fontos cél volt, az antioxiddns kapacitds kialakitdsdban szerepet jatszé
aszkorbinsav mennyiségi meghatdrozdsa és a polifenolos vegyiiletek mindségi és
mennyiségi vizsgédlata is (ezen beliil antocianinok, fenolos savak és flavanolok
[epicatechin és katechin]), amelyek magyardzatot adhatnak a kiilonbozd antioxidans
kapacitdst méré modszerekkel kapott eltéré eredményekre.

3.Emellett célul tliztem ki az alkalmazott antioxiddns kapacitdst méréd modszerek és a
mennyiségileg meghatdrozott komponensek kozotti 0sszefliggések feltardsat is.

4. Ahhoz, hogy a bogyds-gyiimolcsok szuperoxid-anionnal szembeni viselkedését vizsgdlni
tudjam, az ehhez sziikséges viszonylag uj, kereskedelmi forgalomban kaphato,
fotokemilumineszcencids elven muikodé antioxiddns kapacitidst mérd késziilék
(Photochem, Analytic Jena) tesztelését kellett el0szor elvégeznem néhany standard
(aszkorbinsav, citromsav, galluszsav, trolox) esetében. Ezen beliill az alkalmazott
metodika elOnyeinek és hatranyainak megismerését, a késziilék haszndlhatésagat tiiztem

ki célnak, mivel az erre vonatkoz¢é irodalmi adatok meglehetdsen hidnyosak.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérletek, mérések helye

Az analitikai mérések a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Kar
Alkalmazott Kémia Tanszékén, a Semmelweis Orvostudomdnyi Egyetem 2. szadmu

Belgyo6gyaszati Klinikdjan és a Mendel Egyetem Kémia és Biokémia Tanszékén torténtek.

4.2. Novényanyag
Munkdm sordn a bogy6s gyiimolcsokon beliil a szaméca (Fragaria x ananassa DUCH.), a
malna (Rubus idaeus L.), a piros (Ribes rubrum L.) és fekete ribiszke (Ribes nigrum L.) fajokat

és azon beliili fajtakat (4. tablazat) vizsgaltam.

4. tdblazat. A vizsgélatok soran felhaszndlt gyiimolcsfajok és -fajtdk felsoroldsa

Szamadca Mailna
(Fragaria x ananasa DEUCH) (Rubus idaeus)
Elsanta Malling Exploit
Honeoye Fert6di Zamatos
Onebor Glen Ample
Piros ribiszke Fekete ribiszke
(Ribes rubrum L.) (Ribes nigrum L.)
Rondom Fertédi 1
Detvan Fertédi 11
Jonhkeer van Tets Titania

Otelo

Mintdk szdrmazdsa: A mintdk azonos termohelyrdl (Agard, 2008) szarmaztak,
termesztésiik azonos koriilmények kozott valosult meg.

Novényi mintavétel: A gylimOlcsok mintavételezése piaci €rettségben tortént. Minden
egyes fajtabol 1,5-2 kg gyiimolcs gyljtésére keriilt sor (a szamdcdkndl 30 t6, a médlndknal 20 td6,
a ribiszkék esetében 20 bokor mintazasa soran).

Novényanyag feldolgozdsa: A friss gyiimolcsok azonnal feldolgozasra keriiltek. Elso
Iépésben a gyiimolcsoket fajtdnként 3 részre osztottam majd a mintdkat homogeniziltam
(haztartdsi turmixgép). A homogenizalt mintdk egy részét elkiilonitettem szarazanyagtartalom
meghatdrozasdnak céljabol masik részét a mintdk liofilizdldsig (ScanVac liofilizdld, Dania)
fagyasztoban taroltam (-32°C). Az analitikai vizsgédlatokig a mar liofilizdlt mintdk tdroldsa

szobahOmérsékleten fénytol elzartan tortént.
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4.3. Felhasznalt vegyszerek, reagensek

A Folin-Ciocalteu reagenst, az ABTS-t (2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon
sav), a DPPH-t (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), a natrium karbonatot, a TPTZ-t (2,4,6-tripiridil-S-
triazin), a kristalyvizes vaskloridot, a mikroperoxiddzt, tovabbd az apigenin, luteolin, miricetin,
naringenin, kvercetin, daidzein, genisztein, heszperitin, fizetin, 4-hidroxi-benzoesav, t-fahéjsav,
p-kumadrsav, vanilinsav, galluszsav, kdvésav, ferulasav, sziringinsav, szinapinsav, elldgsav
valamint katechin és epikatechin standardokat a Sigma (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) cégtdl vasaroltuk. A HPLC tisztasdgd metanolt, acetonitrilt és hangyasavat a
Scharlau cégtdl (Barcelona, Spanyolorszdg) szereztiik be. Az L(+)-aszkorbinsavat, az L-ciszeint,
a metafoszforsavat, oxdlsavat,a kdliumperszulfétot, a citromsavat, luminolt, a hidogénperoxidot
valamint a troloxot a Merck Chemicals Hungary cégtdl véasaroltuk. A fotokemilumineszcencids
antioxidédns kapacitds méréséhez sziikséges reagenseket (kitteket) a BPS Business Power System

Kft.-n keresztiil a gyart6tl (Analytic Jena, Németorszag) vasdroltuk. A nagytisztasidgu vizet (18

MQ) a tanszéken iizembe helyezett Milli-Q rendszerbdl nyerjiik.

4.4. A mérések soran hasznalt késziilékek

A spektrofotometrids méréseket az aldbbi spektrofotométereken végeztem el: Nicolet
Evolution 300, valamint a TEAC mddszer esetén egy Evolution 200 (Themo Scientific Electron,
Hollandia) tipusi spektrofotométert haszndltam. A fotokemilumineszcencids mérések a
Photochem késziilékkel (Analytic Jena, Németorszag) torténtek. A luminometrids mérések
elvégzéséhez Lumat 9501 (Berthold, Németorszag) luminométert haszndltam. A C-vitamin
tartalom meghatarozasat Agilent 1200 HPLC-n végeztem el, mig a flavonoid valamint a fenolos
savak meghatdrozasat Agilent 1100 HPLC rendszer €s hozzacsatlakoztatott Applied Biopsystem
altal forgalmazott 3200 Q-Trapp hibrid triple quadrupol/linear ion trapp MS/MS rendszer

segitségével végeztem el. Az ionforrds Turbo-V ESI rendszer(i volt (negativ ionizaciés mod).

4.5. Mintaelokészitések és vizsgalati modszerek

A vizsgdlatokoz kidolgozott mintaeldkészitések rovid bemutatdsdt az arra vonatkozd
modszerleirds koveti. Az egyes irodalmakban részletesen leirt moddszereket csupan
nagyvonalakban ismertetem, azonban a kromatografids technikdkkal és a modositott

mintaelOkészitésekkel részletesen foglalkozom.
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4.5.1. Szarazanyagtartalom meghatarozasa
A korabbiakban emlitett médon homogenizélt (1asd ndvényanyag feldolgozas) gyiimolcsok

szarazanyagtartalmdnak meghatarozas az MSZ:2429-1980 szabvany alapjan tortént.

4.5.2. Mintaelokészitések és ossszantioxidans kapacitas meghatarozasok

A fotokemilumineszcencia elvén miikodé Photochem késziilék tesztelésére aszkorbinsav,
citromsav, galluszsav €s trolox standardakat haszndltam. A szilard standardaket feloldottam a
moddszerhez megkivant oldészerben (vizoldhaté antioxidans kapacitds meghatdrozdsa esetén,
vizben, zsiroldhat6 antioxiddns kapacitds esetén metanolban) és a tovdbbiakban az igy keletkezo
torzsoldatot hasznéltam a mérésekhez. Az eredmények kiértékelésénél ismertett adatok hirom
fiiggetlen bemérés harom — harom parhuzamos mérési eredményeit tartalmazzak.

A gylimolcsok oOsszantioxiddns kapacitds vizsgédlatdhoz a kovetkezd mintaelokészitést
alkalmaztam: minden egyes Osszantioxiddns kapacitds meghatdrozasahoz a koradbbi
tapasztalataimnak megfeleléen 10 mg/ml toménységli minta-torzsoldatot készitettem. (A
modszerekhez megkivant oldészer a viz volt, illetve a zsiroldhaté antioxiddns kapacitas
meghatdrozasdhoz (az ACL mddszerhez) a metanol). Ezt kovetéen a mintit centrifugdltam
(Hettich Mikro 22 R, 13 500 rpm, 25 perc, 4 °C). A tovabbi vizsgélatokat a tiszta feliiliszobdl
végeztem el a modszereknek megfelelden. Az eredmények kiértékelésénél ismertett adatok
harom fiiggetlen bemérés harom — harom parhuzamos mérési eredményeit tartalmazzak.

Itt kivinom megjegyezni, hogy a vizsgdlataim sordn mads olddszert (aceton) valamint
kiilonbodz6 ardnyd metanol:viz elegyet (30:70, 50:50) is kiprébaltam néhdny mérés alkalmaval,
de ezen adatokat a dolgozat nem tartalmazza. Végso soron azért dontdttem a vizes és csupdn egy
moédszerhez megkovetelt metanolos kioldds (fotokemilumineszcencidas moddszer, zsiroldhatéd
antioxidans kapacitds meghatdrozas) sordan kapott adatok kozlése mellett, mert a gyiimolcsoket
elsdsorban magdban (vizes kozeg) és csak igen ritkdn alkohol kiséretével (kivétel példaul a sz410

vonatkozdsdban a bor) fogyasztjuk.

4.5.2.1. Hidrogén atom atvitelen alapulé (HAT) médszerek
4.5.2.1.1. Viz- és zsiroldhat6 antioxidans kapacitas meghatarozasa

A viz- és zsiroldhaté antioxidans kapacitds meghatdrozdsa Popov és Lewin (1994,1996)
altal leirt fotokemilumineszcencia elvén tortént. Az eredményeket vizoldhaté antioxiddns
kapacitds esetében mg aszkorbinsav/g szdrazanyag, mig zsiroldhat6 antioxiddns kapacitds
esetében mg trolox/g szdrazanyagban adtam meg. A mérés menete a gyartd cég dltal kiadott

dokumentéiciéban megfogalmazottak alapjéan tortént (Analytic Jena, 2003).
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A vizoldhaté antioxidans kapacitds (ACW) vizsgédlatdhoz sziikséges reagenseket a S.

tablazat foglalja 6ssze.

5. tablazat. Az ACW méréshez sziikséges reagensek (kittek)

Reagens 1 higit6 oldat
Reagens 2 puffer

Reagens 3 fényérzékenyitd és detektor reagens

Reagens 4 kalibraciés standard (aszkorbinsav )

A reagensek pontosabb Osszetétele, koncentricidjara a gyarté nem tesz utaldst, és nem ad ki
tobb informdcidt. A gyartd dltal ajénlott irodalmak kapcsan Popov és Lewin (1994, 1996) irdsai
alapjan sejteni lehet, hogy a fényérzékenyitd és detektor reagens (reagens 3) a luminol, valamint,
hogy EDTA-t tartalmaz6 karbonat pufferr6l pH= 10,6 (reagens 2) lehet sz6. A késziilék szoftvere
a minta és a vak oldat un. lag fazisanak (16. abra) meredeksége felhaszndldsaval automatikusan
koncentraciét (nmol aszkorbinsavra vonatkoztatva) szamol, az aldbbiak alapjan:

e A gorbe elso derivaltjdnak meghatdrozasa

¢ Az inflexiés pont meghatdrozasa, ezen keresztiil érintd meghuzdsa

* A x tengelyen kimetszett szakasz meghatdrozza a lag fazis idejét

e A vak és a minta lag fazis ideje kozti kiillonbség megadja az antioxiddns kapacitdsra

jellemzd paramétert

e A kalibraciénak megfelelden a standardra vonatkoztatott antioxiddns kapacitds

meghatarozasa

Jel, U (V)

1d6, t (s)

16. abra. A vak (A) és a minta (B) lag fazisa kozti id6 eltolédds (Analytic Jena, 2003)

A zsiroldhaté antioxidans kapacitds (ACL) vizsgdlatdhoz sziikséges reagenseket a 6.

tablazat foglalja 6ssze.
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6. tablazat. Az ACL méréshez sziikséges reagensek (kittek)

Reagens 1 metanol
Reagens 2 puffer

Reagens 3 fényérzékenyitd és detektor reagens

Reagens 4 kalibraciés standard (trolox )

A reagensek ennél pontosabb Osszetétele nem ismert. A mintdkat sziikség szerint metanollal kell
higitani a kalibraciénak megfelel6 mértékben. Az eredmények kiértékelését a szoftver
automatikusan elvégzi a vak- és a minta gorbe alatti teriiletének (17. abra) felhasznalasaval,
nmol troloxra vonatkoztatva. A gitlds meghatarozdsat a szoftver az alabbi Osszefiiggés alapjan
szamolja ki:

o (Jvak atlag - [minta) / [vak atlag

Jel, U (V)

106, t (s)

17. dbra. A vak (A) és a minta (B) integréltjanak kiilonbsége a mérés sordn (Analytic Jena, 2003)

4.5.2.1.2. Osszantioxidans kapacitis meghatirozasa kemilumineszcencia elvén (TRSC
modszer, Total Radical Scavanger Capacity)

A mintdk 0Ossz-gyokbefogé kapacitdsat Berthold Lumat 9501  késziilékkel,
kemilumineszcencids mddszerrel A = 420 nm hatdroztam meg (Bldazovics és mtsai., 1999). A
kémiai reakci6 a H,O,/OH mikroperoxiddz-luminol rendszer gatldsan alapszik. A H,O,/OH
mikroperoxidaz-luminol rendszer ligos pH-n fényt bocsat ki, mert a komplex vas hatdsara a
H,0,-bol OH" gyok keletkezik Fenton-tipusd reakciéban, és a gyok gerjeszti a luminolt. A
luminol aminoftaldt stabil anionnd alakul 4t és hv kvantum (A=420 nm) tdvozik. Ha a
rendszerhez barmilyen szoveti mintat, szuszpenziét adunk, akkor a kemilumineszcencia gatlédni
fog. A gitldas mértéke és a vizsgalt bioldgiai anyag redox tulajdonsdga kozott kapcsolat
igazolhaté. Az un. Ossz-scavenger kapacitds értéke anndl kisebb, minél gyengébb a szoveti
antioxidéns aktivitds, és minél nagyobb a vizsgalt mintdban a gerjeszthetd szabadgyokos reakcid.
Az eredményeket az RLU %-ban adtam meg (RLU = relative light unit), amit a kovetkezo képlet
alapjan szamolhat6: RLU%=RLU yine* 100/RLU 4
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4.5.2.2. Elektron atvitelen alapul6 (ET) médszerek
4.5.2.2.1. Osszantioxidans kapacitas FRAP médszerrel

A FRAP értékek meghatdrozdasa Benzie és Strain moddszere (1996) alapjan tortént
spektrofotometridsan (A=593 nm). A FRAP mddszer lényege, hogy a ferri-(Fe™*)-ionok az
antioxidédns aktivitdsd vegyiiletek hatdsdra ferro-(Fe™*)-ionokké redukdlédnak, melyek alacsony
pH-n a tripiridil-triazinnal (TPTZ= 2,4,6 tripiridil-S-triazin) komplexet képezve szines
termékeket adnak (ferro-tripiridil triazin). Az abszorbanciat 5 perc eltetlte utin mértem. Az
eredményeket aszkorbinsavval készitett kalibracids gorbe segitségével értékeltem ki, igy azokat

mg aszkorbinsav/g szdrazanyagban adtam meg.

4.5.2.2.2. Osszpolifenoltartalom — TPC médszer

A moddszer alapjan a kovetkezd 1épésekben tortént a mintaoldat 6sszeallitdsa: 1250 pl Folin
-Ciolteau reagenst, 200 pl metanol-viz elegyet (4:1) és 50 ul mintat 6sszekevertem, majd 1 perc
utdn 1000 pl natrium karbonat oldatot (0,7 M) adtam az oldathoz. A kalibriciés egyenest
galluszsav segitségével vettem fel. Az Osszedllitott kémcsoveket 5 percre 50 °C-os vizflirdGbe
tettem. A reakci6 sordn keletkezd kék szinli vegyiilet mennyisége fotometridsan meghatirozhat6
A=760 nm-en (Singleton és Rossi, 1965). Az eredményeket mg galluszsav/g szdrazanyagban

adtam meg.

4.5.2.2.3. TEAC médszer

Az ABTS gyok semlegesitésén alapuld mddszert Stratil €s munkatarsai leirdsa alapjan
(2006) végeztem el. Az ABTS gyokképzés a kovetkezOk szerint tortént: kdlium perszulfat (4, 95
mmol/L) és ABTS (7 mmol/L) 1:1 ardnyud oldatat 12 6rara sotétben, szobahdmérsékleten allni
hagytam. Az oldatb6l 980 ul-t 20 pl mintaoldattal egészitettem ki, majd 1000 ul desztillalt vizet
adtam hozzd. Az abszorbancidt A=734 nm-en 20 perc eltelte utin mértem. Trolox oldatot

hasznaltam kalibracids standardnak, az eredményeket mg trolox/g szdrazanyagban adtam meg.

4.5.2.2.4. DPPH megkotésén alapulé antioxidans kapacitas médszer

A mintak antioxidans kapacitdsa meghatarozhat6 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) stabil
szabadgyok semlegesitésének vizsgalatdval is, spektrofotometridsan A=517 nm-en (Hatano és
mtsai., 1988). A mérés menete: 1 ml metanolos DPPH oldathoz (100 ml metanolban 9 mg DPPH
van feloldva) 50 pl mintdt és 950 pl vizet adtam, majd a mintaelegyet 37 °C-on 30 percig

inkubdltam. Az eredményeket gatlds %-ban adtam meg.
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4.5.3.0sszantocianin tartalom

20 mg liofilizalt mintdit 10 ml desztilldlt vizben feloldottam, majd a mintdkat
centrifugdltam (Hettich Mikro 22 R, 13 500 rpm, 25 perc, 4 °C). Ezt kovetden két oldatot
készitettem: 2 ml tiszta feliilisz6hoz 2 ml kalium-klorid puffert (pH=1), illetve 2 ml tiszta
feliilisz6hoz 2 ml ndtrium-acetdt puffert (pH=4,5) adtam. Negyed Ora eltelte utin az
abszorbancidjukat A=520 és A=700 nm-en mértem meg (Giusti és Wrolstad, 1996). Az
eredményeket mg cianidin-3-gliikozidra/g szdrazanyagra vonatkoztattam. Az eredmények
kiszamitasa a kovetkezok alapjan tortént: Abszorbancia=(Aszo-A700)pHi 0-(Asz0-A700)pHa s

Osszantocianin tartalom (mg/L)=(A*M*higitds*1000)/(¢/1), ahol M=449,2 g/mol és £=26900

4.5.4. C-vitamin-tartalom meghatarozasa

A C-vitamin meghatdrozdsahoz a mintael6készités a kovetkezok szerint tortént: A 100 mg
liofilizalt mintabdl 10 ml 2%-os metafoszforsav oldattal Osszerdzas utdn 10 percre ultrahangos
vizfiirddbe helyeztem, majd a mintdkat 8 °C-on, 6000 rpm fordulatszimon, 20 percig
centrifugdltam. A feliildsz6t 0,45 pm-es pérusatmérdjii membréan szlirfvel sziirtem. A szlirletbol
5 ml-t sotét iivegedénybe tettem €s 2,5 ml 4%-os L-ciszein oldatot adtam hozza. Az oldat pH-jat
12,5 %-os ammonia oldattal 7 és 7,2 kozotti értékre allitottam, €s Ot percen keresztiil magneses
keverdvel kevergetettem. Az 6t perc elteltével 20%-os metafoszforsavval a pH- t 2,5 és 2,8 kozé
allitottam be. A kivéant pH elérése utdn az oldatot MilliQ vizzel 10 ml-re egészitettem ki, majd
0,22 pm-es porusdtmérdjii membran sziirdvel sziirtem. Ezt az oldatot hasznaltam a HPLC-s
elvalasztas soran.

Az L(+)-aszkorbinsav mintdban torténd beazonositisa retencids ideje alapjan tortént
(Engel és mtsai., 2010). Az eredményeket mg aszkorbinsav/g szdrazanyagban adtam meg. Az

elvalasztds €s a mennyiségi meghatarozds a kovetkezd kromatografids feltételek kozott valdsult

meg:
o All6fazis: 3,2 x 150 mm Restek Ultra Aqueous C18, Sum oszlop
e Mozgofazis: A: H,O + 0,1% HCOOH
B: Metanol+ 0,1% HCOOH
e Aramlisi sebesség: 500 pl/perc
e [dé6tartam: 4 perc
¢ Injektédldsi mennyiség: Sul
e Oszlop hdmérséklete: 30°C
e Nyomads: 100 bar
e Detektalas: 285 nm
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4.5.5. Fenolos savak, katechin és epikatechin mennyiségi vizsgalata

A minta-el0készitések Harbaum és munkatarsai (2007) leirdsdnak modositdsa alapjén
torténtek. A fenolos savak meghatarozdsahoz: 0,3 g liofilizdlt mintdt 4 ml vizes metanolban
feloldottam (50% metanol:50% viz, amely tartalmaz 1% m-foszforsavat és 0,5% oxdlsavat). Az
1 perces ultrahangos feltarast 5 perc 6000 rpm-en 4 °C-on centrifugdlds kovetett. A feliilisz6
sziiréséhez 0,45 um-es membransziirét haszndltam. A membransziirés utdn azonos mennyiségii 2
M-0os NaOH hozzdaddsdaval 15 ora idotartamu kevertetés mellett az oldatot ldgosan
hidrolizaltam, majd cc. HCl-ot adtam hozz4, hogy a kivant 2-es pH alatti pH-t elérjem (Harbaum
és mtsai., 2007).

A bogyés gyiimolcsok fenolos sav vizsgdlata standard addiciés technika segitségével
tortént. A 7. tablazatban Osszefoglaltak alapjan az elvélasztds gradiens eldcidval tortént és a

kovetkez0 kromatografids feltételek kozott valosult meg:

7. tablazat: A fenolos savak, a katechin és epikatechin elvdlasztdsdhoz alkalmazott gradiens program

15 (perc) . A (%) B (%)

0-2 98 2

2-11 70 30

11-12 1 99

12-15 98 2
o Allofazis: 2,1 x 50 mm Agilent Zorbax, 1,8 um oszlop
e Mozgéfazis: A: H,O + 0,1% HCOOH

B: Acetonitril+ 0,1% HCOOH

e Aramlisi sebesség: 400 pl/perc
¢ Injektédlt mennyiség: 3ul
e Nyomas: 240 bar

A kovetkez06 standardok alltak rendelkezésemre:
4-hidroxi-benzoesav, t-fahéjsav, p-kumarsav, vanilinsav, galluszsav, kavésav, ferulasav,

sziringinsav, szinapinsav, elldgsav, valamint katechin és epikatechin

4.5.6. Flavonoid mono- és diglikozidok meghatarozasa

A minta-el0készitést a kovetkezoképpen végeztem el (Chen és mtsai., 2007): 500 mg
liofilizdlt mintdt 30 ml 80% viz : 20% metanolban feloldottam, majd 30 percig
szobahOmérsékleten ultrahangoztam. A feliilisz6 sztréséhez 0,45 pm-es membransziirot
hasznaltam, az igy kapott sziirletet hasznédltam a tovabbi vizsgalatokhoz.

A bogy6s gylimolesok flavonoidvizsgédlata nontarget HPLC-ESI-Ms/Ms moddszerrel-
harom 1épéses technika MRM-Fullscan-EPI médok alkalmazasédval tortént (Rak és mtsai., 2010).
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A 8. tablazatban osszefoglaltak alapjan az elvdlasztas gradiens elicidval tortént, és a kovetkezd

kromatogréfias feltételek kozott valosult meg:

8. tablazat. A flavonoidok elvilasztdsahoz alkalmazott gradiens program

1d5 (perc) A (%) B (%)

0-1,5 97 3
1,5-35 70 30
35-40 1 99
40-45 97 3
o Allofazis: 2,1 x 50 mm Agilent Zorbax, 1,8 um oszlop
e Mozgéfazis: A: H,O + 0,1% HCOOH
B: Acetonitril + 0,1% HCOOH
e Aramlisi sebesség: 300 wl/perc
e [dotartam: 45 perc
¢ Injektalt mennyiség: 3ul
e Oszlop homérséklet: 40°C
e Nyomas: 190 bar

Az alkalmazott mddszer nontarget-mddszer, amelynek segitségével az aldbbi flavonoid-
aglikonok szarmazékainak (glikozidok) kimutatdsdra is képes: apigenin, daidzein, fizetin,
genisztein, heszperetin, kempferol, kvercetin, luteolin, miricetin, naringenin, vagyis a felsorolt
aglikonok minden eléfordulé cukorszarmazékéanak felkutatdsara lehetdség van. A hiarom 1épés
lényege roviden, a kovetkezo:

1.lépés MRM mod (multiple reaction monitoring)
Ebben a médban az aglikonok 2 kivélaszott legjellemzébb atmenetének (9. tablazat) a mérés
alatti intenzitdsat lehet nyomon kovetni. A mérés sordn a miszer jelet ad akkor is, ha az
aglikonhoz valamilyen -példaul cukor-komponens kapcsolddik. Ezzel nyilik lehet6ség arra, hogy
ne csak az aglikonokat, hanem egyéb, az aglikonra jellemzd 2 atmenetet ad6 komponensek is
detektalhatok legyenek.

2.lépés Fullscan
Ebben a 1épésben egy teljes scant kell lefuttatni az m/z = 250-900 tartomédnyban. Az el6z6
modban, ahol bejelzett a milszer a 2 dtmenetre, azokndl a retencids idoknél a fullscanbdl a
kérdéses komponens tomegszama megismerhetd.

3.lépés EPI modszer (enhanced product ion)
Ebben a mdédban lehetds€ég van a harmadikszinti megerdsito 1épésre. Itt ugyanis az adott
aglikonra jellemzd fragmentacios kép segitségével meg lehet erdsiteni a molekuldanak a

beazonositasat.
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9. tdblazat. A médszerben szerepld aglikonok jellemzdi

Aglikon MW Quantifier Qualifier
“apigenin 270 117 149
daidzein 254 133 132
fizetin 286 135 121
genisztein 270 133 159
heszperetin 302 164 136
kemferol 286 117 93
kvercetin 302 151 179
luteolin 286 133 151
miricetin 318 151 137
naringenin 272 177 119

4.5.7.Statisztikai elemzések

Az édbrdkon feltiintetett eredmények a parhuzamos mérések atlagait és a szdrasokat
tartalmazzdk. Az egyszempontos varianciaanalizist, a szignifikancia-vizsgalathoz a Tuckey’s
tesztet (p<0,05), valamint a korreldcids analizist a Statistica 6.0 program Stat Stoft segitségével
végeztem el. Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns
kiilonbség (p<0,05).

A méréseim soran a flavonoid-mintazattal kapcsolatban fokomponens analizist (PCA,
Principal Component Analysis) is végeztem. A fékomponens analizis széles korben alkalmazott
tobbvaltozos statisztikai mdédszer, amely nagyméretli adatmétrixokban 1€vé valtozok szamanak a
csOkkentésére alkalmas. A PCA algoritmus a flavonoidokra vonatkoz6 adatmétrixot néhany
ortogondlis vektorral (flkomponenssel) helyettesiti, ugy, hogy az elsd vektor (elso
fokomponens) reprezentdlja az eredeti adatmatrix variancidjanak a legnagyobb szdzalékat, a
madsodik vektor (mésodik fOkomponens) reprezentdlja az adatmatrix variancidjanak masodik
legnagyobb szazalékdt, és igy tovabb.

A flavonoid mérések sordn arra volt lehetoségem, hogy a flavonoidok mindségi
vizsgalatait végezzem el, ezért egyes komponensek meglétét 1-es szdmmal, mig azon
komponenseket, amelyeket a kifejlesztett analitikai 1épések nem tudtak megerdsiteni, vagy
egyszerien nem voltak kimutathatéak az adott mintiban, 0-s szdmmal jeldltem. Azokat a
csicsokat vettem figyelembe a 21. tablazat készitése soran, amelyek intenzitasa eléri a
minimum, 500 cps-t (beiitésszam/masodperc). Az e mdédon kialakult matrixot haszndltam a

statisztikai elemzés elvégzéséhez.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az eredményeket két kiilon alfejezetben értékelem a konnyebb attekinthetdség érdekében.

Az elsé alfejezetben targyalom az Alkalmazott Kémia Tanszékre keriilt Photochem
késziilékkel tortént fotokemilumineszcencia elvén miikodd antioxiddns kapacitds mérésének
eredményeit, az azzal kapcsolatos problémdkat, nehézségeket, a standard oldatokra
vonatkozélag, mind az ACW (vizoldhaté antioxiddns kapacitds), mind az ACL (zsiroldhat6
antioxidédns kapacitds) rendszerben.

A masodik alfejezetben a gyiimolcsmintdkkal kapcsolatban kapott tobb modszerrel mért
antioxiddns kapacitds mérések, illetve az antioxiddns kapacitds kialakitdsdban szerepet jatszo

komponensek vizsgalata sordn kapott eredmények keriilnek bemutatdsra.
5.1. A Photochem késziilék tesztelése

A Photochem késziilék teszteléséhez 4 standardot valasztottam, az aszkorbinsavat és a
troloxot, annak érdekében, hogy e két vegyiilet visszamérhetdségét teszteljem, a galluszsavat,
azért, mert jelentds antioxiddns a bogyds gyiimolcsokben, a citromsavat - 1évén, hogy nem
elsddleges antioxiddns, csupan azért, hogy nyomon kovethessem viselkedését a mérések soran.
A mérések egyrészt a késziilék haszndlhatésdgat, masrészt egyes analitikai paramétereinek,
teljesitményjelzdinek felderitését célozzdk (pontossdg, érzékenység). A Photochem késziilékkel
kapcsolatos eredmények a kovetkezo logika szerint keriilnek bemutatésra:

Aszkorbinsavval végzett kisérletek:
= A Kkésziilék a vizoldhaté antioxiddns kapacitds esetén (ACW) aszkorbinsavra
vonatkoztatja a kapott eredményeket. Célom az volt, hogy daltalam készitett, ismert
koncentracidju aszkorbinsav oldatokat mintaként bejuttatva a rendszerbe (visszamérés),
megtudjam, hogy azt milyen koncentricidjinak, vagyis mekkora aszkorbinsavra
vonatkoztatott antioxiddns kapacitdsinak hatdrozza meg (pontossag).

1. Elsd 1épésben célom az volt, hogy valaszt kapjak arra, hogy az aszkorbinsav
torzsoldatanak kiilonb6zd higitdsaival azonos mennyiség bevitele esetén az
eredmények hogyan viszonyulnak egymashoz ACW maddban (érzékenység).

2. A kovetkezd I1épésben azt vizsgdltam, hogy a mérési tartomanyba eso
aszkorbinsav koncentrdcié esetén, a protokoll dltal is javasolt (10-40 ul),
kiilonb6zé mintamennyiség a kapott eredményekre milyen hatdssal van ACW

modban (érzékenység).
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» Miutdn a késziilék ACL mddban is képes mérni (zsiroldhaté antioxidans kapacitds), ezért
azt szerettem volna megtudni, hogy az aszkorbinsav oldat reagél—e, illetve ,,ad-e jelet”
ebben a mdédban, vagyis a leirds szerinti minta-elokészitést kovetve a késziilék képes-e a
zsiroldhaté antioxiddnsokra jellemzd gorbét kirajzolni, és igy troloxra vonatkoztatott

antioxidéans kapacitast szamolni.

Galluszsavval végzett kisérletek:

» Elsédleges célom volt, hogy valaszt kapjak, hogy Photochem késziilékkel mérve a
galluszsavnak mennyi az aszkorbinsavra vonatkoztatott antioxiddns kapacitisa ACW
modban.

= FErdekelt tovabbd az is, hogy galluszsav esetén a minta mennyisége a kapott

eredményekre milyen hatdssal van ACW modban (érzékenység).

Citromsavval végzett kisérletek:
= Elsdsorban arra kerestem a vélaszt, hogy a miiszer szerint a citromsav képes-e szuperoxid
anion gyok befogdsira mind ACW, mind ACL mddban, valamint ezek értelmében

mennyi az aszkorbinsavra, valamint a troloxra vonatkoztatott antioxiddns kapacitésa.

Troloxszal végzett kisérletek:
= Arra kerestem a vélaszt, hogy éaltalam készitett, ismert koncentraci6ju trolox oldatokat
mintaként bejuttatva a rendszerbe, megtudjam, hogy azt milyen koncentricidjinak,
vagyis mekkora troloxra vonatkoztatott antioxiddns kapacitasunak hatdrozza meg

(visszamérés) ACL moédban (pontossag).

A standardoknak 1 mg/ml koncentracidju torzsoldatat (minta) készitettem el az Anyag és
mddszerek fejezetben feltiintetett protokoll alapjan, ezt kovetden a vak, a kalibracids oldatok és a
mintaként megmért standard oldatok gorbéit felvettem a késziilékkel. A tablazatokban feltiintett

adatok harom fiiggetlen bemérés harom-hdarom parhuzamos mérésének atlagat tartalmazzak.
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5.1. 1. ACW mérések
5.1.1.1. Vizoldhato6 antioxidans kapacitas meghatarozasa aszkorbinsav esetén

A kérdés elsdsorban arra irdnyult, hogy ismert mennyiségli aszkorbinsavat megmérve
ACW modban (visszamérés), a szoftver altal szamitott érték mennyire tér el az dltalam bevitt

mennyiséggel.

A higitas hatdsa-pontossdg

A torzsoldat illetve annak 10-szeres higitdsa esetén a minta toménynek bizonyult, ezért
,hem szabdlyos” gorbe lefutdst (18. abra) tapasztaltam. A gyarté altal kiadott gépkonyv
(Analitic Jena, 2003) leirasai alapjan a mérés soran jellegzetes lag fazis (18. abra) figyelhetd
meg. Ezekben az esetekben ez a lag fazis elmaradt (18. abra). Azonban ha a torzsoldatot 100-,

200- és 600-szorosra higitottam (19. abra) a mérések értékelhetok lettek.

Nem szabalyos gorbék ACW

— vak

— 0,5 nmol standard (a)
41 — 1,5 nmol standard (b)
3 /— A.sav-10x-20pl
2 A.sav-t.old.-10pl
1 / —— A.sav-t.old.-20ul
.

0 30 60 90 120 150 180

detektorjel (V)

1dé (sec.)

18. abra. Nem szabdlyos gorbe lefutdsok ACW rendszerben
(Jelmagyardzat: A.sav 10x-20 pl, A.sav t.old.-10 pl, illetve A.sav t.old.-20 ul: 10-szeresre, higitott

aszkorbinsav oldatbdl, valamint az 1 mg/ml-es torzsoldatbdl bevitt mintamennyisége 10 ill. 20 pl)

Ezek utidn minden higitasbol 20-20 pl-t hasznaltam fel a protokollnak megfeleléen a

mérésekhez. Azt vizsgdltam, hogy a higitds milyen kiilonbséget okoz a kapott eredményekben.
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Aszkorbinsav ACW

6 —vak

5 a b = 0,25 nm standard (a)
7 C = 0,5 nmol standard (b)
= 1 nmol standard (c)

A.sav 600x-20ul

detektor jel (V)

—— A.sav 200x-20ul

17 = A.sav 100x-20pl
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19. dbra. Az aszkorbinsav antioxidans kapacitisa ACW rendszerben
(Jelmagyardzat: A.sav 600x-20 pl, A.sav 200x-20 pl, illetve A.sav 100x-20 pl: 600-szorosra, 200-szorosra

illetve 100-szorosra higitott aszkorbinsav oldatb6l bevitt mintamennyisége 20 pl)

A szamolt mennyiség, amit a szoftver automatikusan kiszamol, 1000 pg aszkorbinsavra
vonatkozik (10. tablazat). Ennek alapjan 1000 pg aszkorbinsavat az els6 esetben a 100-szoros
higitdsndl a miiszer atlagosan 920, 928, illetve 976 ug aszkorbinsavként érzékelt, a 200-szoros
higitdsndl 1017, 1042 és 1009 ug aszkorbinsavnak. Ezen esetekben a kiilonbség 10% alatti, tehat
elhanyagolhat6.

10. tabldzat. Az 1 mg/ml-es aszkorbinsav torzsoldat esetében a higitds hatdsa a szoftver altal szamolt értékre

1000 pg elméleti tomeghez viszonyitva.

Higitas Minta Szamolt Kiilonbség  Kiilonbség
mennyiség mennyiség (ng) (%)
() (ng)

100 20 920 -80 -8,0
100 20 928 =72 7,2
100 20 976 -24 -2,4
200 20 1017 17 1,7
200 20 1042 42 4,2
200 20 1009 9 0,9
600 20 1465 465 46,5
600 20 1387 387 38,7
600 20 1340 340 34,0

Nagyobb mértékii higits esetén (600-szoros) ez a kiilonbség nétt, az 1000 pug elméleti értékhez

képest akar 34 - 46,5 %-kal, vagyis megéllapithatd, hogy a higitds mértéke jelentds befolydssal
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van a kapott eredményekre. Minél jobban kell egy mintat higitani (19. abra) anndl nagyobb

hibat kovetiink el és a tdl hig oldat esetén eltorzitott hamiseredményt kaphatunk.

A mintamennyiség hatdsa-pontossdg

A kovetkez6 esetben azt vizsgaltam, hogy egy adott higitds esetén (100-szoros) a bevitt
mintamennyisége (10-20-30 pl), milyen hatdssal van a szoftver altal szamolt eredményekre.
Amint az a 11. tablazatbdl kideriil, a bevitt mintamennyisége kihat a szoftver altal szamolt
értékre. Itt a kiilonbség 15% alatti minden esetben. A 20 és 30 ul mintamennyiség megmérése
esetén az elméleti értékhez (elméleti érték alatt értem, az 1000 pug aszkorbinsav mennyiségét)

képest kisebb értéket szdmol ki a szoftver.

11. tablazat. Az 1 mg/ml-es aszkorbinsav torzsoldat esetében a bevitt mintamennyiség hatdsa a szoftver altal

szdmolt értékre-1000 pg elméleti tomeghez viszonyitva

Higitas Minta Szamolt Kiilonbség  Kiilonbség
mennyiség mennyiség (ng) (%)
(D) (ng)

100 10 1097 97 -3,0
100 10 1121 121 12,1
100 10 1109 109 10,9
100 20 920 -80 -8,0
100 20 945 -55 -5,5
100 20 976 -24 2,4
100 30 871 -129 -12,9
100 30 879 -121 -12,1
100 30 856 -144 -14,4

A két vizsgalatot 6sszehasonlitva (20. abra) lathatd, hogy a szordsok, illetve az atlagok
hogyan alakultak a mérések sordn. Amikor a mintamennyiség alland6 volt, 20 ul, akkor a 600-
szoros higitds sordn kapott nagy értékeknek koszonhetéen az atlagérték (1120 pg
aszkorbinsav/mg) és a szOrds is nagyobb, mint a mdsodik kisérletsorozatndl (974 g
aszkorbinsav/mg). Vagyis az 1000 pg-hoz képest az elsd esetben 12 %-kal nagyobb értéket
kapunk, mig a mésodik esetben 2,6 %-kal kisebbet. Megfeleld higitdsnal a kapott érték és az
elméleti érték kozti kiillonbség elhanyagolhatd (200-szoros higitds), viszont nagy, vagy nagyobb
higitdsnal (600-szoros), ami nem jelenti azt, hogy a mérési gorbéink a kalibricids gorbéken kiviil

esnének (19. abra), joval nagyobb hibaval kell szamolnunk.
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Az aszkorbinsav vizoldhat6 antioxidans kapacitasa
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20. dbra. Az 1 mg/ml aszkorbinsav torzsoldat vizoldhat6 antioxiddns kapacitdsdnak alakuldsa a higitds és a

bevitt mintamennyiség fiiggvényében (g aszkorbinsav/ mg )

Itt fontos megjegyezni, hogy a higitdsoknak, a mintamennyiségeknek meghatarozasanal,
azzal a problémaval kell szembenézni, hogy egy kitt, amely 35-37 mérésre szolgél, sok esetben
nem lesz elegendd egy mintasorozat végigméréséhez. Ekkor 1j vak oldatot és kalibracids
oldatokat kell késziteniink. Ez idGigényes, és a kittek arait figyelembevéve rutinszerli mérésekre
nem ajanlhaté. Abban az esetben viszont, ha két kittet 6sszeontiink, hogy tobb mérést tudjunk
megvaldsitani egy kalibracidés gorbével (70-74 mérés), akkor viszont szdmolnunk kell, a

kittekben 1év0 reagens fény- és hoérzékenységével, valamint a stabilitdsi problémakkal is.

5.1.1.2. Vizoldhat6 antioxidans kapacitas meghatarozasa galluszsav esetén

A mintamennyiség hatdsa
Az oldat készités hasonldéan zajlott, mint aszkorbinsav esetén. Itt arra kerestem a valaszt,

hogy 1 mg galluszsav, mennyi aszkorbinsavnak felel meg ACW moédban. Ennek
meghatarozasdhoz 1000-szeres higitdst készitettem és a kiillonb6zd mintamennyiségek

vizsgalataval a kovetkez6 eredményeket kaptam (21. abra).
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A galluszsav antioxidans kapacitasa (1000x higitas soran)
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21. dbra. 1 mg galluszsavra vonatkozé vizoldhaté antioxidans kapacitds mg aszkorbinsavban kifejezve

Mivel itt nincs elméleti érték, (az aszkorbinsav esetén 1 mg aszkorbinsav elméleti érték 1
mg aszkorbinsav-szamolt értéknek felel meg), ezért, hogy a kiilonbségeket valamihez
viszonyitani lehessen, az els6 10 pl-nyi galluszsav mérése eredményeként kapott értékekhez
viszonyitottam. Eszerint a Photochem késziilékkel meghatdrozva 1 mg galluszsav 16 mg
aszkorbinsavnak felel meg (21. abra). Itt fontos megjegyezni, magat a tényt, hogy a galluszsav
nagyobb antioxiddns kapacitassal bir, mint az aszkorbinsav, mar tobb kutatdsi munka kimutatta
kiilonbozd antioxiddns kapacitdst mérd rendszerekkel (Tabart és mtsai., 2009). A probléma
azonban az, hogy jelentOs eltérések voltak a szoftver dltal szamolt értékek kozott. Ez adédhat a
bevitt mintamennyiségébdl, és egyéb nem tisztdzott tényezOkbdl is. Az viszont szembetiing,
hogy mig az aszkorbinsav esetén —hasonld feltételek mellett a kiilonbségek 15% alattiak voltak
(10. tablazat), itt csaknem eléri a 140%-ot is. A rendszer nem képes megfelel6 korrekcidra ezen
téren. Ez is azt mutatja, hogy nem elegendé egy minta mérésénél csupan egy higitast és egy
mintamennyiséget vizsgélni. Ennek a méréssorozatnak az eredményei ramutatnak arra, hogy bar
a lag fazisok kozotti ido eltérés alapjan szamol a szoftver, a kiilonb6z0 mintamennyiségbdl
adodo lag fazisok kozotti eltérés, illetve a kapott eredmény nem 4ll 6sszhangban. Ez a jelenség
abbdl is fakad, hogy a lag fazisok lefutdsa, és ezaltal az inflexids pontja is, ha egy picit eltér,

vagy akar a gorbe alakja nem szabdlyos, akkor ekkora kiilonbségek adédhatnak.

5.1.1.3. Vizoldhaté antioxidans kapacitas meghatarozasa citromsav esetén
A célom a citromsavval az volt, hogy teszteljem, vajon hogyan reagdl ebben a rendszerben.
A citromsav képes fémionokkal komplexet képezni, de a szabadgyokok befogdsira nem

alkalmas. Ennek megfelelden reagalt ACW moddban. A szoftver nem szdmolt antioxiddns
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kapacitds értéket. A citromsav lag fazisa még 100 mg/ml toménységli oldat esetén is a vak

oldatéhoz konvergélt. Tehdt a citromsav ebben a rendszerben nem detektalhato.

5.1.2. ACL mérések
5.1.2.1. Zsiroldhaté antioxidans kapacitas meghatarozasa aszkorbinsav esetén
A higitds hatdsa

Az ACL protokollnak megfelelden feloldottam az aszkorbinsavat az eldirt olddszerben,
metanolban, hogy vélaszt kapjak, vajon a zsiroldhaté antioxidans kapacitds mérésénél kapok-e
troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitast.

Az aszkorbinsav ad értékelhetd gorbét (22. abra), amibdl a szoftver tud trolox
ekvivalensre vonatkoztatott antioxiddns kapacitdst szdmolni. Ez az eredmény abban jelent
problémat, hogy altaldnossdgban nem zsiroldhaté antioxiddns kapacitdst kapunk a méréseink
sordn, hanem zsir- és vizoldhaté komponensek valamilyen egyiittes kapacitdsit. Ez még
pontosabban tigy definidlhatd, hogy a metanolban old6d6 komponensek antioxidans kapacitédsa.
Ez egy félrevezetés, hogyha a protokollnak megfeleléen készitjiik el6 a mintat, vagyis
metanolban oldjuk fel, lesznek vizoldhaté komponensek, amelyek oldédnak metanolban, ezzel
hozzdjarulva az eredmények kialakitdsdhoz, ugyanakkor példdaul a karotinoidok nem

metanololdhatdak.

Aszkorbinsav ACL

34 vak

s —— 0.3 nmol standard

= 0.9 nmol standard

o

f‘g A.sav 1000x-10ul

s, | A.sav 500x-20pl
A.sav 500x-20pl

0
0 45 90 135 180
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22. dbra. A metanolban feloldott aszkorbinsav gorbéi ACL tizemmdédban
(Jelmagyarazat: A.sav 1000x-10 ul, A.sav 500x-10 pl, illetve A.sav 500x-20 ul: 1000-szeresre, illetve 500-

szorosra higitott aszkorbinsav oldatbdl bevitt mintamennyisége 10 -20 ul)

Egyéb olddszer haszndlatdval szintén problémdk léphetnek fel ugyanis interferenciat

okozhatnak (DiNardo és mtsai., 2004; Perez-Jimenez és Saura-Calixto, 2006), valamint a
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berendezés elemeiben esetlegesen kart okozhatnak, amire a gyarté fel is hivja a figyelmet, és
nem vallalja a felel0sséget. Emellett a kittek pontos Osszetétele nem ismert, igy a kiilonb6z0
komponensek mas olddszerrel valé kolcsonhatdsa ez okbdl szintén ismeretlen és komoly
problémat okozhatnak a kapott eredmények értékelésénél

Miutdn bebizonyosodott, hogy az aszkorbinsav ACL moédban mért értékei
hozzajarulhatnak az antioxidans kapacitds értékeihez, a kovetkezokben azt vizsgéltam, hogy a
higitds miként hat az eredményekre ACL mdédban. Miutdn nem tudhatjuk, hogy val6jdban 1 mg
aszkorbinsav mennyi troloxnak felel meg, ezért onkényesen a 100-szoros higitdsra és 10ul
térfogati mintdra a szoftver altal szamolt értékét adtam meg vonatkoztatdsi alapnak. Ezen
médban a szdmolds alapja a gorbe alatti teriilet. Miutdn aszkorbinsavval végzett vizsgalataim
soran mindig kaptam ért€kelhetd, a kalibrdcidés gorbék kozé esd mintagorbét, ezaltal azt
“feltételeztem’, hogy a szoftver altal szamolt gorbe alatti teriiletbdl mindig j6 eredményt kapok.

A probléma itt Osszetettebb, mint az ACW, vagyis vizoldhaté antioxiddns kapacitds
méréseknél. Ott lag fazis alapjan tortént az értékelés, a kulcsfontossdgi paramétert a lag fazis
inflexiés pontja segitségével kaptuk meg. Az ACL mddban viszont mindig fogunk tudni
szamolni gorbe alatti teriiletet, és mindig kapunk egy troloxra vonatkoztatott értéket, ha a
mintdnk gorbéje a kalibracios gorbék kozé esik (22. abra). A higitds, a megmért aszkorbinsav
oldat térfogata, valamint az 1 mg aszkorbinsavra vonatkoztatott trolox mennyiség a kovetkezd

tablazatban (12. tablazat) talalhato.

12. tabldzat. Az 1 mg/ml aszkorbinsav torzsoldat zsiroldhat6 antioxiddns kapacitdsa troloxra vonatkoztatva

Higitas Minta Szamolt Kiilonbség  Kiilonbség
mennyiség mennyiség (ng) (%)
(uD) (ng)
100 10 2039 0 0
100 10 2051 12 0,6
100 10 2042 3 0,1
200 10 2236 197 9,7
200 10 2440 401 19,7
200 10 2783 744 36,5
500 10 2731 692 33,9
500 10 2688 649 31,8
500 10 2939 900 44,1
1000 10 10132 8093 396,9
1000 10 10586 8547 419,2
1000 10 9499 7460 365,9

Ezen méréseknél fontos a gorbe alakja, ami nagyban befolydsolja az eredményeket, de

amint az egyértelmiien latszik, a higitds mértéke az, aminek novelésével a kapott kiilonbségek
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nagyon megugranak. Az 1000-szeres higitdsndl a kapott gorbe kozel volt a vak gorbékhez, de
nem érték el azokat (22. abra), igy a szoftver tud szamolni antioxiddns kapacitast. Miutdn a
higitasi faktor nagy (1000-szeres), ezaltal a kapott értékek és a hibdk is sokszorosuk. Egy
ismeretlen minta esetén ez komoly problémat jelenthet és csak sok méréssel lehet a helyesnek
vélt koncentracié-tartomanyt eltaldlni.

Itt fel kell hivnom a figyelmet arra is, hogyha higitast eszkozoltiink, akkor a harom
parhuzamos esetén ugyan a szords 10% alatti, viszont a higitisi faktorral megszorozva az
eredményeket jelentds kiillonbségeket fogunk kapni is. Minél nagyobb a higitds, anndl nagyobb

lesz a hiba, illetve a kiilonbség.

A mintamennyiség hatdsa

A mintamennyiségének hatdsat is vizsgdltam a valasztott 500-szoros higitasndl. A kapott
eredményeket a 13. tablazat foglalja 6ssze. Az adatok Osszehasonlitdsdhoz viszonyitasi alapul,
az eldz6 kisérletben megvélasztott 100-szoros higitds 10 pl-nyi mintaoldat megmérésre soran

kapott értékét hasznaltam.

13. tablazat. A mintamennyiségének befolyasold hatdsa ACL moédban aszkorbinsav esetén troloxra

vonatkoztatva
Higitas Minta Szamolt Kiilonbség  Kiilonbség
mennyiség mennyiség (ng) (%)
(D) (1g)
100 10 2039 0 0
500 10 2714 675 33,1
500 10 2688 649 31,8
500 10 2939 900 44,1
500 20 2206 167 8,2
500 20 2137 98 4,8
500 20 2238 199 9,8
500 30 1989 -50 -2,5
500 30 2241 202 9,9
500 30 1723 -316 -15,5

A Dbevitt mintamennyiségétdl fiiggden itt is jelentds kiillonbségek adodtak. A 10 ul
mennyiségli minta esetén kaptam a legnagyobb eltérést a vonatkoztatdsi értékhez képest, a
kiilonbség mindharom parhuzamos mérés esetében 30 % feletti. A bevitt 20 és 30 pl-nyi
mintamennyiség esetén a kiilonbségek 16 % alattiak. Az el6zoekhez hasonldan elkészitettem a

higitastdl és a bevitt mintamennyiségétdl fiiggd troloxra vonatkoztatott antioxiddns kapacitds
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értékek Osszefoglald dbrajat (23. abra). Csakigy, mint az ACW mddban (20. abra), a higitas

altaldnossdagban jobban befolyasolja a kapott értékeket, igy az atlagot, és egyuttal a szOrdst is.

Az aszkorbinsav zsiroldhatd antioxidans kapacitasa
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23. dbra. Az aszkorbinsav troloxra vonatkoztatott antioxiddns kapacitds értékeinek alakuldsa a higitds és

a bevitt mintamennyiség fiiggvényében

5.1.2.2. Zsiroldhaté antioxidans kapacitias meghatarozasa citromsav esetén
A higitds hatdsa

A citromsav esetén is hasonldan jartam el, mint az aszkorbinsavnal azzal a kiilonbséggel,
hogy itt toményebb torzsoldatbdl (35 mg/ml) indultam ki. Ezen mérések esetén arra kerestem
valaszt, hogy kapok-e értékelhetd gorbét, és ezdltal troloxra vonatkoztatott antioxiddns
kapacitast. A citromsav az ACW mdédban nem adott értékelhetd gorbét, mert nem képes a
szuperoxid anionokat elimindlni. Ebben a médban azonban lehet gorbe alatti teriiletet szamolni.
Vagyis eszerint van szuperoxid anion eliminal6 képessége.

Ezen méréseknél arra szeretném felhivni a figyelmet, hogy eredetileg nem zsirold6do
komponens a citromsav, nem elsddleges antioxiddns, mert ugyan van fémion megkotd
képessége, a gyokok befogasdra nem alkalmas, viszont ezzel a miszerrel értékelhetod

eredményeket kapunk (24. abra). Mindemellett kifejezetten a hiba nagysaganak mértékére

szeretném felhivni a figyelmet.
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24. dbra. A citromsav viselkedése ACL médban
(Jelmagyarazat: C.sav Imx- 10 pl, C.sav 100ex-10 pl, illetve C.sav 100x-10 pl: 1 milliészorosra, 100 ezer-

szeresre, illetve 100-szorosra higitott citromsav oldatbdl bevitt mintamennyisége 10 pl)

Ennél a mérésnél is a 100-szoros higitds 10ul mennyiségre szamolt értéket valasztottam
vonatkoztatdsi alapnak. A higitdsok novelésével a kapott gorbék egyre kozelebb estek a vak
oldat gorbéjéhez (24. abra), de a 14. tablazatban feltiintetett ért€keket szamolta ki a szoftver.
Természetesen valddi mintdk (nem teszt) mérésekor nem fogadhato el olyan ’gorbe’, ami a vak

oldat gorbéjéhez konvergal, mar csak az imént bemutatottak miatt sem.

14. tablazat. A higitds hatdsa a troloxra vonatkoztatott antioxiddns kapacitdsra 35 mg/ml citromsav térzsoldat

esetében (g trolox/ 35 mg citromsav)

Higitas Minta Szamolt Kiilonbség  Kiilonbség
mennyiség mennyiség (ng) (%)
(D) (ng)
100 10 1,2 0 0
1000 10 8,2 7 667
10000 10 95,2 94 7778
100000 10 816,0 815 66667
1000000 10 9418,0 9417 769444

5.1.2.3. Zsiroldhat6 antioxidans kapacitas meghatarozasa trolox esetén
A mintamennyiség hatdsa

Ezen mérés esetén a célom az volt, hogy szilard troloxot metanolban feloldva és a
rendszerrel megmérve teszteljem, hogy mekkora troloxra vonatkoztatott antioxiddns kapacitdst
szamol ki a szoftver. Ezen beliil azt vizsgaltam, hogy a bevitt oldat térfogata milyen mértékben

befolyasolja a szoftver dltal szamitott értéket. A kapott értékeket szemlélteti a 25. abra.
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A trolox zsiroldhaté antioxidans kapacitas
( 100x higitas soran )
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25. abra. A 1 mg/ml trolox torzsoldat zsiroldhat6 antioxidans kapacitasa 1000 pg

elméleti tomeghez viszonyitva (ug Trolox/mg)

Ezen méréseknél az elméleti, azaz 1000 pg mennyiségli troloxhoz képest jelentds eltéréseket
kaptam. A teriilet, mint vonatkoztatdsi alap, kényesebb, nagyobb pontossidgot kdvetel meg, az

ACW modhoz képest. Itt kicsi eltérés is nagy teriiletbeli eltérést okozhat.

5.1.3. A miiszerrel és a mérésekkel kapcsolatos megallapitasok

A gyart6 cég altal meghatarozott jellemzoket a kvetkezd megallapitasokkal egésziteném ki.

1. A berendezést viz és zsiroldhatoé antioxiddns kapacitds mérésére fejlesztették ki.

A vizoldhat6 antioxiddnsok mérése esetén vizet, a zsiroldhat6 antioxiddns kapacitdsnal metanolt
ajanlanak. A probléma a zsiroldhaté antioxiddns kapacitds meghatdrozdsandl jelentkezik. A
metanol vizoldhaté (poldrosabb) komponenseket is kivonja, igy ezen komponensek is
hozzajarulnak az antioxidans kapacitas értékének kialakuldsahoz. Ennek kovetkezménye, hogy a
zsiroldhat6 antioxiddns kapacitds értékek magukba foglalnak ismeretlen mennyiségli vizoldhat6
komponensek antioxiddns kapacitdsat is. Kisérlettel bizonyitottam, hogy az aszkorbinsav, mint
élelmiszermintdkndl 4ltaldnosan eléfordulé vizoldhaté6 komponens, oldédik metanolban és ACL
rendszerben jelentds antioxidans kapacitdst produkal. A mérésekhez, a mar emlitett metanolt
ajanlja a cég protokollja, ezért torténtek a mérések metanollal, igy javasolndm a ,,metanol
oldhaté komponensek antioxiddns kapacitdsa elnevezést”. A mas olddszerek hasznélata mellett

barmilyen rendszerbeli elvaltozas esetén a cég nem vallal garanciét.
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2. A szoftver automatikusan szdmolja ki a vak és a kalibrdcios gorbék felhaszndldsdval az

antioxiddns kapacitds értékeket, lag fazis, illetve integrdlds alapjdn.

A szoftver automatikusan adatokat szolgéltat, hogyha van a mért minta lag fazisdnak inflexids
pontja, illetve gorbe alatti teriilete €s ezek beleesnek a vak és a kalibracids sor gorbéi kozé. A
probléma akkor jelentkezik, hogyha példdul nem szabdlyos a gorbék lefutisa. Ez konnyen
eléfordulhat komplex mintdk vagy til tomény mintdk esetén. Emellett itt tovabbi gondot jelent a
zsiroldhaté antioxidans kapacitds vizsgdlatokndl az is, hogy ha tdl hig az oldatunk (kimutatasi
hatar alatti), akkor is kapunk gorbe alatti teriiletet, ami a vakhoz kozeli, de a szoftver igy is fog
szamolni antioxidans kapacitast. Igy még ha kis értéket is kapunk az alkalmazott higitdssal
megszorozva mar nagy, helytelen troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitds értéket kapunk

eredménynek.

3. A rendszer lehetové teszi, hogy a bevitt mintamennyiség valtozzon (10-40 ul)

Annak ellenére, hogy a bevitt mintamennyiségének valtoztatisa megengedett, a szoftver altal
szamolt antioxidans kapacitds értékeknél jelentds kiilonbségek adédhatnak, mind ACW, mind

ACL médban. Ez a megallapitas a higitds sordn is fennallhat.

4. A miiszer komplex mintdk rutinszerti mérésére alkalmas.

A fent emlitett €s bemutatott megfigyelések alapjan a miiszer rutinszeri mérésére nem alkalmas,
hiszen ha mar standardok mérésekor problémdk addédnak, akkor komplex mintdk esetében a
matrixhatds tovdbbi gondot okozhat, a nem szabdlyos gorbe lefutds, a megfeleld higités, illetve
megfeleld koncentracié megtalalasa mellett. Egy ismeretlen minta esetén szamos mérést kell
végezni ahhoz, hogy a tobbféle higitds és bevitt mintamennyiség alapjan meg lehessen hatdrozni

az antioxidéns kapacitast. Ez id6- és pénzigényes.

5. A mérésekhez sziikséges kittekkel a kivitelezés egyszerii és kényelmes.

A kittekkel kapcsolatos problémak:
e fény és homérséklet érzékenység
e stabilitasi problémak
Ezekbdl kovetkezik, hogyha egyszer egy Kkittet felbontunk, akkor azt fel kell haszndlni.

Ha sok mintank van, akkor tobb kittel tobb kalibracios sorral és vakkal kell végigvinni a
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méréseket. Egy kit, csak 35-37 mérésre szolgdl, ami nem feltétlen elegendd egy
mintasorozat végigméréséhez (vak, kalibracids sor, megfeleld higitds megtaldldsa). Ha
két kittet 6sszeontiink, hogy tobb mérést tudjunk megvaldsitani egy kalibraciés gorbével
(70-74 mérés), akkor viszont szamolnunk kell, a kittek fény- és hoérzékenységével,
valamint a stabilitasi problémadkkal is. Ha kevés mintdnk van, akkor feleslegbe megy a
kitt egy része. Mindez nem koltséghatékony.

e pontos Osszetételiik nem ismert

e kizdrdlag a gyart6tdl szerezhetd be -nyomonkovethetdség problémdja- hiitési lanc
megszakaddsa-kiolvadas veszély stb.

e Kkiszolgéltatottsag

2

o ar
A rendszer nem tartalmaz autosamplert, a mérés a megfeleld higitds, mintamennyiség

megtaldlasa miatt idoigényes, a kittek dra €s a mérés jellege miatt draga. Rutinmérésekhez nem

megfeleld.
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5.2. A bogyos gyiimolcsokkel kapcsolatos eredmények

Négy gyiimolcsfaj Osszesen 13 fajtdjat vizsgdltam (szaméca: ’Elsanta’, Honeoye’,

’Onebor’, malna: ’Malling Exploit’, ’Fertddi Zamatos’, ’Glen Ample’, piros ribiszke:

’Rondom’, ’Detvan’, ’Jonkheer van Tets’, fekete ribiszke: *Fert6di 1°, ’Fertodi 11°, *Titania’,

’Otelo’) antioxiddns kapacitdst mérd rendszerekkel. Az alkalmazott mdédszerek kozé

hidrogénatom atvitel (PCL, TRSC) és elektronatmenet elvén (FRAP, TPC, TEAC, DPPH)

mikodé moddszerek egyarant tartoztak. Sor keriilt a mintdk Osszantocianin-, C-vitamin és a

legjellemzdbb fenolos savak tartalmanak meghatarozdsara is. A flavonoidok vizsgédlata a non-

target modszerrel meghatarozott komponensek mindségi meghatarozasit fedte le, és ennek

felhaszndldsdval a gyiimolcsok flavonoid mintizatat vizsgédltam. A kapott eredmények ezt a

logikai felépitést kovetik, az eredmények bemutatdsa és kiértékelése tobb részletben valdsul

meg:
[ ]

A gylimolcsok szdrazanyag tartalménak bemutatasa.

A kiilonb6z06 antioxidans kapacitdst méré modszerekkel kapott eredmények elemzése és
a bogydsgyiimolcs fajok és fajtak kozotti sorrend kialakitasa.

Az alkalmazott antioxiddns kapacitdst mér60 modszerekkel kapott értékek kozotti
korrelaciok elemzése, lehetséges okok, Osszefiiggésekre valo ravilagitas.

A kiilonboz0, antioxiddns kapacitds kialakitasaért felelds komponensek mennyiségi és
mindségi meghatdrozdsa, a gyiimolcsfajok és -fajtdk kozotti kiilonbségek elemzése,
tovdbbd a mennyiségiik €s az antioxidans kapacitdsok kozotti korrelacié megvitatasa, a
kiillonbségek és Osszefiiggések kimutatésa.

A bogyos gyimolcs fajok és fajtdk flavonoid mintdzatainak 0Osszehasonlitdsa a
kiilonbségek és azon Osszefiiggések keresése, amely az egyes komponensek antioxidans

kapacitds értékek kialakitdsaban betoltott szerepére utal.

5.2.1. A gyiimolcsok szarazanyag tartalma

A gylimolcsok szdarazanyag tartalmanak alakuldsa tdblazatos (15. tablazat) formaban keriil

bemutatdsra. A szamo6cdk szdrazanyagtartalma csupdn 11%, ezt kovetik a piros ribiszkék és a

malndk, illetve a fekete ribiszkék, amelyek esetén 18-22% szdrazanyagtartalmat mértem.
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15. tablazat. A gylimolcsok szdrazanyag tartalménak alakuldsa (%)

Szamoéca
(Fragaria x ananasa DEUCH)

Malna
(Rubus idaeus)

Elsanta (11,1%)
Honeoye  (10,8%)
Onebor (10,6%)

Malling Exploit ~ (14,7%)
Fertédi Zamatos (15,0%)
Glen Ample (14,9%)

Piros ribiszke

Fekete ribiszke

(Ribes rubrum L.) (Ribes nigrum L.)

Rondom (13,0%) Fertédi 1 (22,4%)
Detvan (13,2%) Fertédi 11 (18,3%)
Jonkheer van Tets  (17,4%) Titania (17,9%)

Otelo (22,4%)

A tovabbiakban targyalt eredményeket szdrazanyagtartalomban adom meg az objektiv
Osszehasonlithatésdg miatt, azonban az igy kialakult eredmények, sorrendek természetesen

jelentdsen moédosulhatnak a nagy szdrazanyagtartalom kiilonbség miatt.

5.2.2. Az antioxidans kapacitasok vizsgalatok eredményei
5.2.2.1. A hidrogénatom atvitelen alapulé (HAT) modszerek eredményei

Els6ként szeretnék magyardzatot adni, hogy az el6z6 fejezetben bemutatott késziilék
(Photochem) és mérési moédszer (ACW, ACL) problémdi ellenére miért dontSttem tgy, hogy
valédi mintdk mérésére is kiprobalom, valamint az adatokat lekozlom. Amint az az el6z0
alfejezetbdl kideriilt a megfeleld higitas esetében a késziilék képes helyes eredményt is adni (Isd.
aszkorbinsav visszamérés ACW rendszerben, 100 és 200 szoros higitas).

Meérési protokollt dolgoztam ki ezekre a mintdkra, amit szdmos tesztmérés el6zott meg. A
mintdkat azonos moédon kezeltem a mérések soran, ezzel biztositva az 0Osszehasonlitas
lehetdségét. A kordbbi antioxiddns kapacitds mérési tapasztalatok sordn a 10 mg/ml-es
toménységli mintaoldatok (Isd. anyagok és mddszerek fejezet) feliiluszdjat haszndltam a
kiilonbozé mérések soran. Ezek a torzsoldatok miutdn toménynek bizonyultak, szdzszorosra €s a
fekete ribiszkék esetében kétszdzszorosra higitottam az oldatokat, hogy a kalibracidés gorbék
megfeleld szakaszdban dolgozassak. A kordbbi mérési tapasztalatok azt mutattdk, hogy a miiszer
elsdsorban a nulldhoz kozeli mérési tartomanyban ,,csal”, ezért olyan tartomanyt valasztottam,
ahol ez a vesz€ly nem allt fenn. (jelen esetben ezen mintdkndl a 100-szoros és a 200-szoros
higitds megfelelonek bizonyult). Minden egyes mintdndl kizar6lag egy bemérési térfogatot

haszndltam (10 ul).
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A mérések soran kapott értékek egymdssal 0sszehasonlithaték, a mintdk kozti sorrend
felallithat6. Elsosorban az egymashoz val6 ardnyuknak van informdciotartalma. A tovdbbiakban

az igy kapott eredményeimet szeretném bemutatni.

A szuperoxid anion megkotésén alapuld forokemilumineszcencia elvén miikodé ACW
modszer alkalmazédsandl a fekete ribiszkék kozel kétszer akkora antioxiddns kapacitdssal
rendelkeznek (26. abra), mint a tobbi faj. A feketeribiszke-fajtak kozott ez a moédszer igen
diszkriminal6 (diszkrimindlé modszer alatt értem: hogy a mddszer hozzdjarul az adott fajtak
statisztikai elkiilonitéséhez), a fajon beliili kiillonbségek jelentdsek. A ’Titdnia’ csupan fele
akkora antioxidans kapacitdst mutat, mint a "Fertddi 1’ és az ’Otelo’ fajtdkhoz képest. A tobbi faj
esetében a fajtdk kozotti kiillonbség nem olyan nagymértékii, csupan 10-20 %-os. A varttal
ellentétben a ‘Honeoye’ és * Elsanta’ szamdcafajtandl kapott mérési eredmények statisztikailag
(p<0,05) nem kiilonbéznek a ‘Titdnia’ fekete ribiszkét6l. A tovdbbi mérési eredményeim
(Balogh és mtsai., 2010), valamint az irodalmi adatok &ltaldnossdgban azt mutatjdk, hogy a
fekete ribiszkék és a szamdcdk kozott szignifikdns kiillonbségek vannak antioxiddns kapacitds
tekintetében (Hakkinen et al., 1999a, Heinonen et al., 1998). ACW moddszer alkalmazasaval, az 1
g szdrazanyagra vonatkoztatott mg aszkorbinsavban megadott értékek alapjan a kovetkezd

sorrend alakult ki a gytimolcsfajok kozott:

piros ribiszke<malna<szaméca<fekete ribiszke)

ACW g
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26. dbra. A vizsgdlt bogyos gylimolesok vizoldhatd antioxidédns kapacitdsa (mg aszkorbinsav/gszdrazanyag)
(Jelmagyarazat: B szaméca, EI: mélna,: piros ribiszke,: B fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)

A szuperoxid anion megkotésén alapuld zsiroldhato antioxiddns kapacitds (ACL) a

mérésénél az egyes fajok és fajtdk igen eltér6 moddon viselkedtek (27. abra). Bar a fekete
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ribiszkéknél mértem a vartnak megfelelden a legnagyobb értékeket, viszont a szamdcdk kicsi

ACL értékeket mutattak.

ACL

mg Trolox/ g sza.

27. abra. A vizsgalt bogy6s gyiimolcsok zsiroldhaté antioxidans kapacitdsa (mg trolox/g szdrazanyag)
(Jelmagyarazat: B: szaméca, E: mélna,: Bl piros ribiszke,: ll: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

Ebben a rendszerben a piros ribiszkék koziil a ‘Rondom’ (az ACW rendszerben a
legkisebb értéket add), a mdlnak koziil a ‘Glen Ample’ genotipus bizonyult kiugrénak. A

vizoldhat6 antioxidadns kapacités értékek a fajok kozott az alabbi sorrendet alakitottdk ki:

szaméca<piros ribiszke<malna<fekete ribiszke|

Mig az ACW-vel (26. abra) meghatarozott kiilonbségek az egyes fajtik esetében 10-50 %-
osak, addig ACL moédban (27. abra) a fajtak kozti kiilonbségek igen latvanyosak, 2-8-szorosak
(példaul ‘Jonkheer van Tets’ és ‘Rondom’, illetve ‘Malling Exploit’ és ‘Glen Ample’). Ebbdl
adoddan a fajok kozti eltérések is meghatdrozdoak. A legkisebb (‘Malling Exploit’) és a
legnagyobb (‘Otelo’) értékek kozott tobb, mint 25-sz0rds a kiilonbség. A Phochem késziilékkel

299

mért ,,zsiroldhaté” antioxidans kapacitds minden esetben szignifikdnsan nagyobb értéket adott,
mint a vizoldhat6 (Balogh és mtsai., 2010). Ez tobbek kozott annak is kdszonhetd, hogy egyes
vizoldhat6 komponensek az ACL rendszerben is aktivak (DiNardo és mtsai., 2004), mint példaul
a C-vitamin (19. abra) is, ezzel hozzajarulva a kapott nagyobb érték kialakitdsahoz.

A kovetkezOkben a hidroxilgyok megkotésén alapulé TRSC modszerrel kapott eredmények
keriilnek bemutatdsra RLU%-ban megadva. A konnyebb attekinthetdség kedvéért a szamdcdk €s
a malndk egy abraban (28. abra), mig a piros-, és fekete ribiszkék (29. abra) masik dbraban

szerepelnek.
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28. dbra. A hidroxilgyok és luminolgydk megkotésén alapulé mddszerrel kapott eredmények szamdca- és

malnafajtidk esetében (az eredmények RLU (relative light unit) %-ban vannak megadva)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikéns kiilonbség (p<0,05)

Ennél a mddszernél a kiértékelés €s az dbrazolasi mod az eddig megszokottaktdl eltérd. A

100% feletti értékek gyokgenerdldst jelentenek. A mddszer sajitossdga, hogy a nagyobb

antioxiddns kapacitdsi mintdnél kisebb jelet lehet mérni. A szamodcakndl nagyobb RLU %

értéket kaptam, mint a mdlndknal (28. abra), vagyis ebben a mérési rendszerben Kkisebb

antioxiddns kapacitdssal rendelkeznek. A piros

ribiszkéknél kapott RLU %

értékek

szignifikdnsan nagyobbak a fekete ribiszkéknél mért értékeknél (29. abra), kisebb antioxidéans

erejiik van.
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29. dbra. A hidroxil- és luminolgyok megko6tésén alapulé médszer eredményei fekete- és piros- ribiszkék

esetében (az eredmények RLU (relative light unit) %-ban vannak megadva)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)
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A luminometrids mérésnél a 100-szorosra higitott mintdk kozott szignifikans kiilonbség van,

ennek bemutatasara €s részletezésére egy kiilon abra segitségével keriil sor (30. abra).

TRSC 100x higitas esetén

30. dbra. A hidroxilgydk megko6tésén alapulé médszerrel kapott eredmények 100x higitds esetén
(az eredmények RLU (relative light unit) %-ban vannak megadva)
(Jelmagyarazat: B: szaméca, EI: mélna,: ll: piros ribiszke,: ll: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

Ezzel a mddszerrel a feketeribiszke-fajtak kozott nem mutatkozik szignifikans kiillonbség,
nem lehet kiemelni a genotipusok kozti eltéréseket, mindegyik feketeribiszke-kivonat
hasonl6képen reagélt a hidroxilgyokre (p<0,05). A gyiimdlcsfajok esetén hidroxilgyokkel

kapcsolatos antioxiddns kapacitds sorrend a kovetkezoképpen alakult:

szaméca < mélna=piros ribiszke < fekete ribiszke

5.2.2.2. Az elektronatmenettel jaro (ET) médszerek eredményei

A FRAP mdodszerrel, a vasredukdloképességen alapuld spektrofotometrids modszerrel
meghatarozott antioxidans kapacitds értékek (31. dbra) 0sszhangban vannak szdamos irodalmi
adattal (Wu és mtsai., 2006; Hegediis és mtsai., 2008), miszerint a fekete ribiszkék kiemelkedd
antioxiddns kapacitassal birnak, amely valdsziniileg a nagy polifenol, illetve antocianin

tartalmuknak ko6szonhetd (Heinonen és mtsai., 1998; Hakkinen és mtsai., 1999a).
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FRAP

mg Asav/g sza.

31. dbra. A bogyds gyiimolcsok FRAP médszerrel kapott eredményei (mg aszkorbinsav/g szdrazanyag)
(Jelmagyarazat: B szaméca, O mélna,: piros ribiszke,: B fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

A szamdcdkhoz képest 3-4-szer, mig a piros ribiszkékhez és a mélndkhoz képest 2-szer
nagyobb értékeket adtak. A legkisebb (’Honeoye’) és a legnagyobb értékii ("Fertddi 17)
gylimoles kozotti kiillonbség kozel 8-szoros.

A fekete ribiszkéket figyelmen kiviil hagyva a ’Jonkheer van Tets’ piros ribiszkénél
mértem a legnagyobb értéket. A fajon beliili fajtdk kozotti eltérések akar 30-40 %-osak is
lehetnek (példaul: ’Elsanta’-’Honeoye’, illetve ’Fertédi 1° és ’Titdnia’ kozott). A
vasredukaloképességet tekintve (31. abra) a gyuimolcsfajok esetében a sorrend a

kovetkezOképpen alakult:

szaméca < mélna < piros ribiszke < fekete ribiszke

A polifenolos komponensek a legjelentdsebb antioxidans kapacitds kialakitasaért felelos
vegyiiletek kozé tartoznak (Robards és mtsai., 1999). E komponensek mérésére alkalmas
moddszer a Folin-Ciocalteu reagenssel spektrofotometridsan meghatarozott dsszpolifenol tartalom
mérés (32. abra), amely elektronatmenettel jaré antioxidans kapacitds mérés is egyben (Huang
és mtsai., 2005; Tabart és mtsai., 2009). A fekete ribiszkék koziil a "Fertddi 11° és a ’Titania’
értékei kimagasldak, kozel 50 mg galluszsav/g szdrazanyag.

A kapott eredmények szamos irodalmi adattal 6sszhangban dllnak (Heinonen és mtsai.,
1998; Wang és Lin, 2000; Szajdek és Borowska, 2008). Az &ltalam vizsgélt tobbi bogyods
gylimolcs polifenoltartalma nem éri el a 20 mg galluszsav/g szdrazanyag szerinti értéket (Balogh

és mtsai., 2010). A legkisebb mennyiséget a ’Rondom’ piros ribiszkénél mértem: 7 mg
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galluszsav/g szarazanyag. A kapott sorrend a gytimolesok kozott a kovetkezoképpen alakult:

szaméca<piros ribiszke<malna<fekete ribiszke|

TPC

mg Gsav/g sza.

32. dbra. A vizsgalt gylimolcsmintdk dsszpolifenol tartalmédnak alakuldsa (mg galluszsav/g szdrazanyag)
(Jelmagyarazat: Bl: szaméca, C1: malna,: Bl piros ribiszke,: ll: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

Az ABTS gyok megkotésén alapulé spektrofotometrids TEAC mdodszerrel kapott
eredmények tekintetében megallapithaté (33. abra), hogy a fekete ribiszkék értékei nem

kiugréak oly mértékben, mint az eddig bemutatott eredmények alapjan varhat6 lenne.
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33. dbra. A vizsgalt gylimolcsmintdk TEAC értékeinek alakuldsa (mg trolox/g szdrazanyag)
(Jelmagyarazat: Bl: szaméca, EJ: malna,: ll: piros ribiszke,: l: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikéns kiilonbség (p<0,05)
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A piros ribiszkékhez képest 2-szeres antioxidans kapacitassal rendelkeznek, de a szamoca,
€s a mdlna értékeihez viszonyitva a kiilonbség csupan 30-40%-nyi, az eddig tapasztalt 2-8-szoros
értékekhez képest (ACW, ACL, FRAP). Az ABTS gyok megkotésére vonatkozolag a malndk
kozel azonos értékeket adtak, a szamocdk és a pirosribiszke-fajtdk kozott azonban szignifikans
kiillonbség van (p<0,05). A fekete ribiszkék eredményei az ACW értékekkel azonos tendenciat
mutatnak (23. abra). E moddszer alkalmazasaval a kapott antioxiddns kapacitasbeli sorrend a

gylimolesok kozott a kovetkezOképpen alakult:

piros ribiszke<malna<szaméca<fekete ribiszke

A DPPH gyok megkotésén alapulé mdédszerrel kapott antioxiddns kapacitds eredmények
szintén két részletben keriilnek bemutatdsra. A szamécdk és a malndk egy dbraban (34. abra),
valamint a piros-, és fekete ribiszkék is kiilon egy dbrdban szerepelnek (35. abra). Emellett
kiilon kiemelve egy abraban szerepelnek a 100-szoros higitds eredményei (36. abra) a fajok és a
fajtak kozti kiilonbségek szemléltetése miatt. A DPPH stabil gyokot elsdsorban a
reakcioképesebb komponensek képesek redukalni, mint példdul a polifenolos vegyiiletek (Huang
€s mtsai., 2005; Ozgen és mtsai., 2006). Eredményeim ezt a megallapitast alatimasztjak, hiszen
az Osszpolifenol tartalom €s a DPPH megkotésén alapulé moédszer kozott igen szoros
Osszefiiggést lehetett kimutatni (#=0.820) (16. tablazat). A méalnak 50 % feletti, mig a szamdcak
50 % alatti gatlast képesek elérni 10-szeres higitas esetén (31. abra). A 100-szoros higitasnal a

kiilonbségek kisebb mértékiiek, 25 % alattiak.

DPPH
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34. abra. A DPPH stabil gyok megkotésén alapulé mddszerrel kapott eredmények szamdca és mélna fajtak
esetében (az eredmények gatlds %-ban vannak megadva)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)
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Mig a hidroxilgyokkel szemben (30. abra) a 100-szoros higitds esetében a fekete ribiszkék
kozott nem lehetett statisztikailag (p<0,05) kiilonbséget tenni, addig ugyanezen koriilmények
kozott DPPH gyokkel szemben (35. abra) a fekete ribiszkék kozott jelentds kiilonbségek
adédtak. Megemlitendd a legnagyobb gatlast adé ‘Fertddi 11° fajta, illetve a legkisebb gétlast
ad6 ‘Titania’, mely gétlasa 50% alatti (36. abra). A fekete ribiszkék esetén a 10-szeresre higitott

mintdkndl a gatlds 90 %-ot meghaladja, mig a tobbi faj esetén ez csupan 70% alatti.
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35. dbra. A DPPH stabil gyok megkotésén fekete- és pirosribiszke-fajtdk esetében (gatlds %-ban megadva)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

A DPPH gyokkel szemben 100-szoros higitasnal (36. abra) 20 % alatti gatlast adnak a

szamOcdk, a piros ribiszkék, és a malndk koziil a *Fertddi Zamatos’, valamint a ’Glen Ample’
fajtak.

DPPH 100x higitas

Gatlas %

36. dbra. A DPPH gyok megkotéssel kapcsolatos eredmények 100x higitds esetén (gétlds %-ban)
(Jelmagyarizat: B: szaméca, O mélna,: H: piros ribiszke,: B: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)
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Statisztikailag nem lehet kiilonbséget tenni a piros ribiszkék, az ’Elsanta’, a ’Honeoye’ és
a’Fertddi Zamatos’ fajtak kozott. A DPPH gyokkel kapcsolatos antioxidans kapacitas értékek az

aldbbi sorrendet alakitottdk ki a vizsgélt bogyds gyiimolcsok kozott:

szaméca<piros ribiszke<malna<fekete ribiszke|

A redox paraméterek kozotti korreldciok a 16. tablazatban keriilnek bemutatasra. Az
ACW ¢értékek szoros korreldciot mutatnak a tobbi antioxiddns kapacitds eredményeivel, kivéve a
TPC értékekkel, ahol méréseim alapjan nincs szignifikdns Osszefiiggés (r=0.520). A TRSC
értékekkel minden dltalam alkalmazott teszt negativan korreldl, ami a mddszernek az eltérd
kiértékelésébdl, elvébdl adodik. A TRSC moddszerrel kapott eredmények 0sszhangban vannak a
tobbi modszerrel kapott eredményekkel (16. tablazat), annak ellenére, hogy a mérés

sajatossagabol adodéan mashogy tortént a kapott eredmények értékelése (30. abra).

16. tabldzat. A redox paraméterek kozti korreldcids koefficiens értékek

ACW ACL TRSC FRAP TPC TEAC DPPH
ACW - 0,871* -0,714* 0,824* 0,520 0,887* 0,851%*
ACL - - -0,885* 0,875* 0,673 0,707* 0,844*
TRSC - - - -0,939* -0,826*  -0,643 -0,885%*
FRAP - - - - 0,761* 0,730* 0,941*
TPC - - - - - 0,582 0,820*
TEAC - - - - - - 0,826*

*Szignifikdns:P<0,05

Az altalam vizsgélt gytimolcsok FRAP értéke €és Osszpolifenol tartalma kozti korrelacio
r=0,761, valamint a FRAP és a TEAC kozti korrel4ci6 is r=0,730 is szignifikdnsnak mondhatd,
azonban szamos tanulmany szamolt be ennél nagyobb korrelacids koefficiensrdl, szintén bogyds
gylimolcsok esetén (Pellegrini és mtsai., 2003; Pantelidis €s mtsai., 2007; Ercisli és Orhan,
2008). Egyes kutatok vélekedése szerint a szoros korrelacidonak oka e két mddszer hasonld
kémiai hatterében keresendd (Huang és mtsai., 2005). A szamdcdk és a mdlndkat tekintve a
FRAP értékek, illetve az Osszpolifenol-tartalomra vonatkoz6 értékek tendencidja megegyezik,
azonban a piros ribiszkéknél a ‘Rondom’, valamint példdul a ‘Titania’ fekete ribiszkék értékei
kiugréak (Balogh és mtsai., 2010).

A ‘Titania’-ndl kimagaslé polifenol tartalmat mértem (32. abra), viszont a FRAP értéke
(31. abra) a fekete ribiszkék koziil a legkisebbnek adddott, tehat a “minél nagyobb az
Osszpolifenol tartalom, anndl nagyobb a FRAP érték” Osszefiiggés nem feltétlen igaz minden
minta esetén (Ercisli és Orhan, 2008; Hegediis és mtsai., 2008). A mélndkndl és a szamdcakndl
nagyobb TEAC értékeket mértem, mint amelyek a FRAP és TPC értékekhez képest varhatéak

lettek volna. Mindezek magyardzata a kiilonbozd interferenciat okoz6é komponensek, a C-
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vitamin, az dsvanyi elemek stb. jelenlétében keresendd. Az dsszpolifenol tartalmat a genotipus is
befolydsolja (Anttonen és Karjalainen, 2005; Pantelidis és mitsai., 2007). A flavonoidok
mindsége és mennyisége a fajtdk kozott igen eltérd is lehet (Mikkonen és mtsai., 2001; Szajdek
és Borowska, 2008), amely szintén kihathat az el6zéekre (Balogh és mtsai., 2010).

Az eltéré kémiai hattértol fliggetleniil szoros Osszefiiggést lehet kimutatni (16. tablazat)
FRAP, 6sszpolifenol, ACL, és DPPH gytk megkotésén alapulé6 mérési modszerek eredményei
kozott. Ennek magyardzata valdszinlileg az, hogy a bogyds gyiimdlcsokben a mér emlitett
polifenolos vegyiiletek meghatdroz6ak az antioxidns kapacitds kialakitdsandl, igy ugyanezen
vegyiiletek hasonl6képpen reagédlnak a Fe’*, Folin-Ciocalteu reagens, DPPH gyok és a nagy
reakciOképességli hidroxilgyokokkel szemben. A hidroxilgyok megkotésén alapulé moddszerrel
minden egyéb mddszerrel kapott eredmény negativan korreldl. Ez az eltérd mérési elvbdl, és a

kiértékelés kiillonb6zoségébol adodik (Balogh és mtsai., 2010).

A 17. tablazatban keriil 6sszefoglaldsra az eddig bemutatott antioxidans kapacitas mérések
soran kapott ’gylimolcsfaj sorrendek’. A tablazatbdl egyértelmiien latszik, hogy az Osszes
moddszer esetében a fekete ribiszkék rendelkeznek a legnagyobb antioxidans kapacitdssal, a tobbi
faj esetében a sorrend moddszerfiiggd volt. A TRSC moddszernél statisztikailag nem lehetett

kiilonbséget tenni a malndk €s a piros ribiszkék kozott.

17. tablazat. Az alkalmazott mérési médszerekkel kapott sorrendek a vizsgélt gyiimolcsfajok esetében.

Redox, Gytimolcsok

paraméterek

ACW piros ribiszke <  madlna < szamoca <  fekete ribiszke
ACL szamdca < pirosribiszke <  madlna <  fekete ribiszke
TRSC szamodca < milna = pirosribiszke <  fekete ribiszke
FRAP szamodca < milna < pirosribiszke <  fekete ribiszke
TPC szamdca < pirosribiszke <  madlna <  fekete ribiszke
TEAC piros ribiszke <  madlna < szamoca <  fekete ribiszke
DPPH szamodca < pirosribiszke < mdlna < fekete ribiszke

A 18. tablazatban szerepelnek az antioxiddns kapacitasok eredményei, a gyiimolcs fajtdk
kozti sorrenddel kapcsolatban. A szamozas 1-tol 13-ig tortént, a 13 fajtdnak koszonhetéen. Az a
fajta kapta az egyes szamot, amely az adott mérési mddszert alkalmazva a legjobb eredményt

adta és a 13-at, amelyiknél a legrosszabb értéket mértem (Balogh és mtsai., 2010).
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18. tablazat. Az alkalmazott mérési médszerekkel kapott sorrendek a vizsgélt gytimolcsfajtik esetében.

ACW ACL TRSC FRAP TPC TEAC DPPH||Osszpontszam &0
sorrend
Elsanta 5 11 11 11 9 5 8 60 6
Honeoye 4 9 13 13 13 6 9 67 11
Onebor 8 8 12 12 10 10 12 72 12
Malling Exploit 11 12 8 6 8 12 5 62 8
Fert6di Zamatos 9 7 10 10 11 13 6 66 10
Glen Ample 7 5 6 8 5 11 13 55 4
Rondom 13 6 5 9 12 8 11 64 9
Detvan 10 10 9 7 6 7 10 59 5
Johnkeer van Tets 12 13 7 5 7 9 7 60 6
Fert6di 1 2 3 4 1 3 1 1 15 1
Fertddi 11 3 2 2 3 1 3 2 16 2
Titdnia 6 4 1 4 2 4 4 25 3
Otelo 1 1 3 2 4 2 3 16 2

A szamok gyiimolcsokhoz valé hozzarendelése az adott antioxiddns kapacitds mddszerrel
kapott atlagos értéke alapjan tortént. Minden gyiimolcs és modszer esetén a pontokat dsszeadva
egy Osszesitett pontszdmot kapunk. Minél kisebb ez a szam, anndl jobb antioxiddns kapacitdssal
rendelkezik az adott gyiimolcsfajta az alkalmazott vizsgalati modszereket tekintve.

Ez a tablazat (18. tablazat) ravilagit a mérési moédszerek okozta killonbségekre és a
genetikai eltérésekre is. Konnyen attekinthetd, hogy mas-mas médszerrel mérve a gyiimolcsfajok
kozotti sorrendek miként véltoznak. Példaul a ‘Fertddi 1° fekete ribiszkénél mértem a
legnagyobb antioxidans kapacitast a FRAP, TEAC, illetve a DPPH gyok megkotésén alapulo
modszerrel, viszont a legkisebb értéket adta a luminometrids modszerrel. A "Honeoye’ szamdca
tobb esetben is (FRAP, TPC, TRSC) a legkisebb antioxiddns kapacitast mutatta, viszont az ACW
médban a negyedik legnagyobb értéket adta. Ennek a tdbldzatnak az attekintése és elemzése
soran nyilvanvalév4 valik, hogy az alkalmazott mddszer(ek)nek milyen meghatdrozé szerepe van
a kapott antioxidans kapacitds értékek kialakitdsdban. A tabldzatban (18. tablazat) szerepld

végso sorrend a fajtak antioxidans erejét jellemzi, ami a kovetkezOképen alakult:

Fertodi 1 > Fertédi 11 = Otelo >Titania > Glen Ample > Detvan > Jonkheer van Tets =

Elsanta > Malling Exploit > Rondom > Fertédi Zamatos > Honeoye > Onebor

A fajok kozotti sorrend nem egyértelmil az atfedések miatt, csak annyit lehet biztosan éllitani,
hogy az alkalmazott mddszereket tekintve a fekete ribiszkék adtak a legkedvezobb értékeket.

Az alkalmazott mérések, mind egy dolgot igyekeznek definidlni (az antioxidans
kapacitdst), ennek ellenére mégis mas és mas végeredményt adnak. A genotipus hatdssal van a
kiilonbozo vegyliletek mindségére €és annak aranyaira is, ezen keresztil a polifenolos

komponensek vizoldhatdsdgéra, a hidroxilcsoportok szamdra, igy a lejatszodo reakcidkra, illetve
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a reakciokinetikdra is. A kiillonbségek dontd része ennek koszonhetd, bar a mérések kémiai
hattere is meghatdrozé (pH, reakcididd, extrakcid, alkalmazott hulldimhossz, antagonista €s
szinergens hatdsokban stb.) (Verhagen és mtsai., 2003; Ozgen és mtsai., 2006). Mindezek kiilon-
kiilon, és egyiittesen is kihatnak, illetve befolydssal vannak a kialakult eredményekre. Ezek
mérlegelése fontos a mérések céljat illetden és legfoképp az eredmény tudatiban meghozott
dontés kapcsan (orvosi cél, nemesitési cél, termékfejlesztés stb.).

A kovetkezOkben keriilnek bemutatdsra azok a mérési eredmények, amelyek azon
Osszetevokre, komponensekre vonatkoznak, amelyek szerepet jatszanak az antioxiddns kapacitas

kialakitasaban.

5.2.3. Az antioxidans kapacitas kialakitasaban szerepet jatszo vegyiiletek vizsgalata
5.2.3.1. Az antioxidans kapacitas kialakitasaban szerepet jatszé vegyiiletek mennyiségi
meghatarozasa

A C-vitamin-tartalom meghatirozdsakor a fajtdk kozti kiilonbségek 20-30 %-osaknak, mig
a fajok kozt 2-3-szorosaknak adédtak (37. dbra). A szamécdk koziil az *Elsanta’ fajta a fekete
ribiszkék nagy C-vitamin-tartalmat is feliilmilja. Egyes kutaték hasonléan nagy C-vitamin
tartalmat mértek szamodcdk esetében (Higg €s mtsai., 1995; Hakala és mtsai., 2003). A kapott
értékek Osszhangban allnak mas irodalmi adatokkal is (Skupien €s Oszmianski, 2004; Pantelidis
és mtsai., 2007; Stratil és mtsai., 2007). A piros ribiszkék és a malndk értékei kozott nincs
szignifikans kiilonbség (p<0,05). A C-vitamin tartalom alapjan kialakult sorrend, az eddig

bemutatottaktdl eltér:

piros ribiszke <méalna< fekete ribiszke< szamécal

C-vitamin-tartalom
10

bc

mg C vitamin/ g sza.
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< !
; 2 eoe o Q\O{\ 3 ) Q\e &o& \@0 2 "o& '&\ % é\{b S \e\o
& o & 4 T o & &~
& &7 o <
O i ¥
Q Qé A

37. dbra. A gylimolcsmintdk C-vitamin-tartalménak alakuldsa (mg C-vitamin/g szdrazanyag)
(Jelmagyarazat: B szaméca, O mélna,: piros ribiszke,: B fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)
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A flavonoidokon beliil az antocianinoknak van dontd szerepe a bogyds gyiimolcsok élénk
szinének  kialakitdsdban. Az egyes antocianin-komponensek elvalasztisdra, illetve
meghatdrozasira nem volt lehetdségem, igy csupdn az dsszantocianin tartalom alakuldséat tudom
bemutatni (38. dbra). Egyes kutatok véleménye szerint az antioxidans kapacitds kialakitdasaért
elsésorban nem ezek a vegyiiletek felelosek (Karakaya és El, 1999), hanem egyéb flavonoid
vegyiiletek, hiszen a polifenol tartalomnak csak kis hdnyadét teszik ki (Reynertson és mtsai.,
2008). Ennek ellenére szamos antioxiddns kapacitds mérési moddszerben standardként nagy
értékeket adnak (Szajdek és Borowska, 2008), viszont az emberi szervezetben val6 felszivodasuk
a flavonoid vegyiiletek koziil a legrosszabbak kozé sorolhaté (Wu és mtsai., 2002).

Az antocianintartalom a vértnak megfelelden alakult, a fekete ribiszkék 3-10-szer tobb
antocianint tartalmaznak, mint a vizsgdlatban szerepld tobbi gylimdlcsfaj. A kapott értékek
0sszhangban dllnak az irodalmi adatokkal (Meyers és mtsai., 2003; Pantelidis és mtsai., 2007;
Patras és mtsai., 2009). A legtobb antocianinnal az ’Otelo’ rendelkezik, mig a legkisebb értéket a

’Rondom’-ndl kaptam. A kettd kozott kdzel 15-sz0ros a kiillonbség.

Antocianintartalom

mg TA/g sza.
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38. dbra. A bogyods gyiimdlcsok dsszantocianin tartalma (mg cianidin-3-gliikozid/ g szdrazanyag)
(Jelmagyarazat: B szaméca, EI: mélna,: piros ribiszke,: B fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikéns kiilonbség (p<0,05)

Irodalmi adatok alapjan a szamécandl az Osszantocianin-tartalom 77%-at teszi ki a
pelargonidin-3-gliikozid (Gil és mtsai., 1997, Wang és mtsai., 2002), mig a madlndkndl a
cianidin-3-szoforozid €s a cianidin-3-gliikozid a legjellemz6bb (Mullen és mtsai., 2002; Salinas-
Moreno €s mtsai., 2009). A ribiszkéknél négy meghatdrozé komponenst lehet kiemelni, ezek a
vegyiiletek a delfinidin-3-rutinozid, a cianidin-3-rutinozid, a delfinidin-3-gliikozid és a cianidin-

3-gliikozid (Slimestad és Solheim, 2002). Ezen vegyiiletek a fekete ribiszkéknél tobb, mint 97%-
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at adja az Osszantocianin tartalomnak. Mindezek eltéré6 mennyisége €s mindsége is szerepet
jatszhat az elobbiekben bemutatott antioxiddns kapacitds eredményekre is. Az Osszantocian-

tartalom a vizsgélt bogyds gyiimolcsok kozott a kovetkezOképpen alakult:

piros ribiszke<malna<szaméca<fekete ribiszke)

A polifenolos alkotékon beliil a fenolos savak 1s rendkiviil fontos antioxidansok; kisérletek
bizonyitottdk, hogy a gyokfogd képességiik joval nagyobb, mint a C-vitaminnak, vagy az o-
tokoferolnak (Hagerman és mtsai., 1998; Szajdek és Borowska, 2008). A fenolos savakon beliil a
legjelentésebb komponensek mennyiségi meghatarozdsara volt lehetdségem standard addicids
technika segitségével. Az eredmények bemutatdsdra kétféle eszkozt, kor és oszlopdiagramot
alkalmaztam. A kordiagramban egy-egy gylimolcsfajta vizsgalt komponenseinek ardnya lathato,
fajonként csoportositva. Ezzel a fajtak kozotti kiilonbségeket €s a fenolos savak gyiimolcsokon
beliili aranyét kivantam szemléltetni. Az oszlopdiagramok esetében mindig egy-egy kiragadott
komponens valés mennyisége keriil bemutatdsra a vizsgélt gyiimolcsokre vonatkozdlag.

Az irodalommal 6sszhangban a szamdcdknal (39. abra) az elldgsav és a para-kumarsav a
meghatdroz6 (Hakkinen és mtsai., 1999a; Skupien és Oszmianski, 2004), de a fajtdk kozotti
mennyiségiik nagymértékben eltér. E két sav mennyisége az Osszes vizsgalt savakat tekintve,

kozel 75%-ot tesz ki.

Fenolos savak eloszlasa

Elsanta Honeoye Onebor

B 4-hidroxi-benzoesav ® t-fahéjsav U p-kumarsav Bvanilinsav
B galluszsav W kavésav B ferulasav B sziringinsav
B szinapinsav U ellagsav

39. dbra. A vizsgalt fenolos savak ardnya a szamdéca mintdk esetében

E két dominéns sav ardnya az ’Onebor’ és az ’Elsanta’ esetében a leglatvanyosabb: mig az

’Onebor’-ndl az elldgsav és a para-kumadrsav ardnya 1:1-hez, addig az ’Elsantd’-nél ez az ardny
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4:1-hez, a "Honeoye’ esetében 2,5:1-hez. Ezek mellett a szamdcakndl a 4-hidroxi-benzoesav, a t-
fahéjsav és a galluszsav volt kimutathatdé nagyobb mennyiségben. Az antioxiddns tesztekben
nagy értékeket adé galluszsav, valamint a két galluszsavbol kialakul6 elldgsavban az *Elsanta’ a
leggazdagabb. Megallapithaté tovdbba, hogy a t-fahéjsav, p-kumdarsav, kavésav, ferulasav
metabolit ut alkot6i (ITI. melléklet) koziil a szamdcdk esetében inkabb a kezdeti metabolitok
domindlnak (Zhao és Moghadasian, 2008).

A méréseim alapjan a malndknak szintén nagy az ellagsav tartalma (40. abra), azonban
amellett a ferula-, a gallusz-, és a kdvésav ardnya is jelentds, amely més szerzOk megfigyelését is
aldtdmasztja (Hakkinen és mtsai., 1999a; Salinas-Moreno és mtsai., 2009). Ezek egyiittesen a
madlndk fenolos sav tartalmanak 75%-ét teszik ki. A vizsgdlt gylimolcsokon beliil a mélndk a

legnagyobb ardnyban tartalmaznak ferulasavat.

Fenolos savak eloszlasa

Malling Exploit Fertédi Zamatos Glen Ample

B 4-hidroxibenzoesav Bt-fahéjsav U p-kumarsav Bvanilinsav
® jalluszsav ®kavésav Bferulasav B sziringinsav
® 5zinapinsav Dellagsav

40. dbra. A vizsgélt fenolos savak ardnya a milna mintdk esetében

A 4-hidroxi-benzoesav, a fahéjsav és a p-kumdrsav ardnyuk kisebb a szamodcédkéndl,
azonban szamottev0 a szinapinsav tartalmuk. Ezek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
hidroxi-fahéjsav szarmazékok koziil inkdbb az Osszetettebb metabolitok domindlnak (ferulasav,
szinapinsav). Ugyanakkor a galluszsav/ellagsav ardnyuk azt mutatja, hogy a szamdcdkhoz képest

nagyobb a nem kondenzélt galluszsav aranya.

A piros ribiszkéknél (41. abra) a 4-hidroxi-benzoesav a domindns, tobb mint 1/3-ad részét
adja a vizsgdlt fenolos savaknak. Tovadbbd, a hidroxi-benzoesav szarmazékok koziil az

Osszetettebb (tobbszorosen hidroxilalt) galluszsav kisebb ardnyban van jelen a vizsgdlt fajtaknal
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€s a szamoécdkra €s malndkra jellemz6 kondenzélt galluszsav-szdrmazék, az elldgsav csak a
’Rondom’ fajtandl szamottevo.

A hidroxifahéjsav szarmazékok koziil is a t-fahéjsav, a para-kumdrsav, és a kdvésav nagy,
mig a ferulasav kisebb ardnyban van jelen, azaz megallapithat6, hogy a t-fahéjsav, p-kumarsav,
kavésav, ferulasav metabolit Ut alkotéi koziil (Zhao és Moghadasian, 2008) inkdbb a kezdeti

metabolitok dominalnak (ITI. melléklet).

Fenolos savak eloszlasa
Rondom Detvan Johnkeer van Tets

B 4-hidroxi-benzoesav B t-fahéjsav U p-kumarsav B vanilinsav
B galluszsav B kavésav B ferulasav B sziringinsav
B szinapinsav O ellagsav

41. abra. A vizsgalt fenolos savak ardnya a piros ribiszke mintdk esetében

A fekete ribiszke mintdknal (42. abra) a 4-hidroxi-benzoesav, a para-kumadrsav, a
galluszsav, a kdvésav a legmeghatirozobb, de a t-fahéjsav, a szinapin- és az elldgsav is
kimutathaté nagyobb mennyiségben. A fajtdk kozotti kiillonbségek e tekintetben nem olyan
latvanyosak, mint a szamo6cdkndl, vagy a malndkndl. Ugyanakkor a galluszsav/elldgsav arany
érdekes modon jelentds kiilonbségeket mutat az egyes fajtak kozott (1asd Titdnia es Otelo).

Ami a "Fert6di 1’ és a "Fertddi 11’ fajta fenolos sav ardnyait illeti, hasonl6 képet kapunk.
A ’Titdnia’ és az ’Otelo’ kozott azonban jelentdsebb a kiilonbség, az ardnyokat tekintve az
’Otelo’ parakumdarsavban, kdvésavban és elldgsavban gazdagabb, mig a *Titdnia’ t-fahéjsavban,

és galluszsavban kiemelkeddébb.
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Fenolos savak eloszlasa

Fertédi 1 Fertédi 11
® 4-hidroxi-benzoesav
B { fahgjsav
M p-kumarsav
B vanilinsav
B jalluszsav
W kavésav
Titania Otelo B ferulasav

B sziringinsav
® szinapinsav
O ellagsav

42. abra. A vizsgalt fenolos savak ardnya a fekete ribiszke mintdk esetében

A kovetkezokben 1-1 komponens mennyiségének alakuldsa keriil bemutatdsra oszlop
diagramban a 13 fajta esetében.

A gylimolesok 4-hidroxi-benzoesavtartalma 75-1166 pg/g értékek kozott mozog (43.
abra). A kiilonbségek a fajok kozott jelentdsek, akar tizszeresek is lehetnek (piros ribiszke-
fekete ribiszke, malna-fekete ribiszke). A legtobb 4-hidroxi-benzoesavat a fekete ribiszkéknél
mértem, ezt kovették a szamocak, majd kdzel azonos mennyiséget tartalmaznak a malndk és a

piros ribiszkék.
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4-hidroxi-benzoesav (ug/g sza.)

43. abra. A mintak 4-hidroxi-benzoesav tartalménak alakuldsa (lLg 4-hidroxi-benzoesav/g szarazanyag)
(Roviditések: sz: szamdca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikéns kiilonbség (p<0,05)

Méréseim alapjén a szamoécdk €és a malnak atlagos galluszsavtartalma kozott csupdn 30%-
nyi eltérés van (44. abra), mig mds szerz6k ennél nagyobb, csaknem hatszoros kiilonbségrol
szdmolnak be a mdlndk javdra (Li és mitsai., 2009). A piros ribiszkék galluszsavtartalma
rendkiviil kicsi, 23 pg alatti, ellentétben a fekete ribiszkékével, amelyek 633 -1379 g

galluszssavat tartalmaznak grammonként.

Galluszsav (ug/g sza.)

44. abra. A gyiimolcsmintdk galluszsav tartalmanak alakuldsa (g galluszsav/g szarazanyag)
(Roviditések: sz: szamdca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)
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Bar a komponensek egyiittesen fejtik ki a hatdsukat, de ez a mennyiségbeli kiillonbség lehet
az egyik oka, amiért a fekete ribiszkék az antioxiddns kapacitdst mérd rendszerekben mindig
kiemelked6 helyen szerepelnek, ugyanis a hdrom hidroxilcsoportot tartalmazé galluszsav nagy
antioxidédns kapacitdssal bir (Soobrattee és mtsai., 2005; Villano és mtsai., 2005).

Az elldgsavtartalom a még zold gylimolcsoknél a legnagyobb, az érés eldrehaladtaval
szignifikdnsan csokken a mennyisége (Williner €s mtsai., 2003). Két szamocafajta (’Elsanta’,
"Honeoye’) ennek ellenére is kozel 1,6 mg-ot tartalmaz grammonként (45. abra). Az
irodalommal Osszhangban a szamodcdk €s egyes tanulmdnyok szerint a malndk legjellemzdbb
fenolos sava (Hakkinen és mtsai., 1999a; Skupien és Oszmianski, 2004). Hakkinen vizsgalatai
(1999) alapjan a finn mélndkndl az elldgsav, a fenolos savak 88 % teszi ki. A szerzd nagy
kiillonbségekrdl szamol be, mely szerint egyes mdlndkndl egydltalin nem lehetett ellagsavat
kimutatni. Mds fajtdknal akar 3-4 szeres kiilonbségek is kialakultak (Anttonen és Karjalainen,

2005).

Ellagsav (ug/g sza.)
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45. abra. A gyiimolcsmintdk ellagsav-tartalmanak alakuldsa (ug elldgsav/g szdrazanyag)
(Roviditések: sz: szamdca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

A vizsgdlatban bevont bogyds gyiimolcsoknél 600 pg/g alatti értékeket kaptam, majd ezt
kovették a fekete ribiszkék. A ’Titdnia’ és az Otelo’ kozott hétszeres kiilonbség van. A piros
ribiszkék ellagsav-tartalma csekély, a ’Detvan’-ndl nem volt kimutathaté mennyiség.
Vanilinsavban a piros ribiszkék gazdagabbak a tobbi gyiimolcsnél (46. abra). A fekete
ribiszkék esetében a Fertodi 17, illetve "Fertddi 11° fajta nagyobb mennyiségben, 3-5-szor tobb
vanilinsavat tartalmaz, mint a masik két fajta. A szamdcak vanilinsav-tartalma csekély, ezeket a

malnak kovetik.
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Vanilinsav (ung/g sza.)
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46. dbra. A gylimdlcsmintdk vanilinsav-tartalmédnak alakuldsa (g vanilinsav/g szdrazanyag)

(Roviditések: sz: szaméca, m: malna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)

A sziringinsavban a bogyds gyimolcsok szegények (47. abra), inkdbb jellemzébb az

almdra, kinaikelre vagy a karfiolra, de nagyobb mennyiségben taldlhaté meg a vorosborokban is

(Radtke és mtsai., 1998; Ho és mtsai., 1999).

Sziringinsav (ug/g sza.)
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47. abra. A gyiimolcsmintdk sziringinsav-tartalmanak alakuldsa (ug sziringinsav/g szarazanyag)

(Roviditések: sz: szamdca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség (p<0,05)

Mennyisége a Malling Exploit’, a ’'Rondom’ és a ’Detvan’ fajtadknal kimutatdsi hatar alatt

volt. A fekete ribiszkéknél a sziringinsav diszkrimindlé (diszkrimindlé6 komponens alatt értem:

azt az alkot6t, amelyik olyan mddon jellemez egy adot csoportot, hogy az szignifikdnsan
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hozzdajarul az adott csoport statisztikai elkiilonitéséhez), jelentds a kiillonbség kozottiik (p<0,05),

amelynek hétterében az anyagcsereutak (IIL. melléklet) eltérd alakulasa éllhat.

A fahéjsav a fenilalaninbdl keletkezd, elsé koztes anyagcseretermék. A malna és a piros
ribiszkék t-fahéjsav-tartalma hasonlé (48. abra), ezt kovették a szamécdk, majd a fekete
ribiszkék, csakiigy, mint a 4-hidroxi-benzoesav esetén (43. abra). A gyiimolcsok t-fahéjsav-

tartalma 18 ("Rondom’) - 478 ("Titania’) ug/g kozott mozog.

t-fahéjsav (ug/g sza.)

48. dbra. A gyiimolcsmintdk t-fahéjsav-tartalmanak alakulds (ug t-fahéjsav/g szdrazanyag)
(Roviditések: sz: szamdca, m: malna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)

A parakumdrsav szintetizalddhat mind a tirozinb6l, mind a fenilalaninbdl keletkezd
fahéjsavbdl. A piros ribiszkék para-kumarsav-tartalma kicsi, 50 pg/g alatti, ennél haromszor

tobbet tartalmaznak a malnak, majd ezt kovetik a szamécedk (49. abra).
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p-kumarsav (ug/g sza.)

1600 -

1200 -

800 -

400 -

49. abra. A gyiimolcsmintdk p-kumadrsav-tartalmanak alakuldsa (Lg p-kumadrsav/g szarazanyag)
(Roviditések: sz: szamdca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikéns kiilonbség (p<0,05)

A fekete ribiszkék értékei kozott nagy eltéréseket tapasztaltam, a para-kumarsav-tartalmuk
600 és 1400 pg kozott mozogtak.

A kdvésav a para-kumdarsavbol keletkezd koztes anyagcseretermék. Kavésavban
leggazdagabbak a fekete ribiszkék, ezeket kovetik a malnak (50. abra). Joval szegényebbek a
szamocadk, és a piros ribiszkék, amelyek eredményei kozott statisztikailag nem volt kiilonbség
(p<0,05). Az *Otelo’ kavésavtartalma kiugré a fekete ribiszkék kozott, valamint a malndk koziil

a 'Fertodi Zamatos’ volt kiemelkedo.

Kavésav (ug/g sza.)

900 -

600

300

50. dbra. A gyliimolcsmintdk kdvésav tartalménak alakuldsa (ug kdvésav/g szdrazanyagra vonatkoztatva)
(Roviditések: sz: szamdca, m: malna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)
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DPPH rendszerben, megeldzi a vanilinsavat, para-kumadrsavat, ferulasavat, tovdbba a
kempferolt és a rezveratrolt is (Zhou és mitsai., 2006). A kavésavbol klorogénsav, valamint
ferulasav keletkezik az anyagcsere tut soran (III. melléklet). Ezek antioxiddns kapacitasa
kozepes vagy kicsi, teszttdl fiiggden, vagyis ennek tekintetében az anyagcsere elérehaladtaval a
keletkez6 komponensek antioxidans ereje csokken (Soobrattee €s mtsai., 2005; Tabart és mtsai.,
2009).

A malnédk és a fekete ribiszkék ferulasavtartalma kiemelkedd volt a vizsgélt gyiimolcsok
kozott (51. abra). A legnagyobb értéket a ’Glen Ample’ fajtandl mértem, kozel 600 g
ferulasavat tartalmaz grammonként, kétszer annyit, mint a masik két fajta, vagy a fekete
ribiszkék. A mélndk nagy mennyiségben tartalmazzak ezt a fenolos savat, amely énmagéban-

standardként vizsgdlva nem mutat erds antioxidans hatast (Zhou és mtsai., 2006).

Ferulasav (ug/g sza.)

800 -

600

400 -

51. dbra. A gylimolcsmintdk ferulasav-tartalmédnak alakuldsa (ug ferulasav/g szdrazanyag)
(Roviditések: sz: szaméca, m: malna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)

Vizsgdlataim alapjan a szinapinsav nem jellemz6 a szamdcékra, €s a piros ribiszkéknél is
csak csekély mennyiségben lehet kimutatni (52. abra). A malnak szinapinsav-tartalma 64 ug/g

alatti. A fekete ribiszkék ennél 3-4-szer tobbet tartalmaznak.
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Szinapinsav (ug/g sza.)

400 ~

300 -

200

100 -

52. abra. A gyiimolcsmintdk szinapinsav tartalmanak alakuldsa (g szinapinsav/g szdrazanyag)
(Roviditések: sz: szamdca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)

Az éltalam meghatarozott fenolos savak 0Osszesitett mennyisége egy Osszefoglald dbran
keriil bemutatdsra (53. abra). A kapott értékek az eddig bemutatott fenolos savak éatlag
értékeinek Osszessége, az igy kapott értékekhez ezért nem tartozik szorés.

A fajok és a fajtak kozotti kiilonbségek jelentdsek, a piros ribiszkék 500 pg alatti értékkel
rendelkeznek, mig a fekete ribiszkék 4000 pg feletti fenolossav-tartalommal birnak. A mélnak és

a szamocak értékei 1000-3000 pg kozott mozognak.

Vizsgalt 6sszfenolossav tartalom (ug/g sza.)
6000 -
4000 -
2000 -
0 i
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53. dbra. A gyiimolcsmintdk vizsgalt 6sszfenolos savtartalmanak alakuldsa (g fenolossav/g szdrazanyag)

(Jelmagyarazat: Bl: szaméca, E1: mélna,: ll: piros ribiszke,: ll: fekete ribiszke)
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Bar a polifenolos alkoték csoportjan beliill szamtalan vegyiilet jatszik szerepet az
antioxidéns kapacités kialakitdsdban, és a fenolos savak ezeknek csak egy toredékét teszik ki, de
a kiilonbségek nemcsak a mennyiségben, hanem mindségben is jelentdsek voltak. Mindezek
részben magyarazatul szolgdlhatnak arra nézve, hogy a fekete ribiszkék miért mutatjdk a
legnagyobb antioxidadns kapacitdst az alkalmazott tesztekre vonatkozolag.

Végiil a flavanolok koziil a katechin, illetve az epikatechin mennyiségének megmérésére is
alkalmam nyilt, azonban a katechin mennyisége kimutatdsi hatdr alatt volt a vizsgalt
gylimolcsokben.

Az epikatechint tekintve a vizsgalt gyiimolcsok esetén az értékek 16 ug alattiak (54. abra).
E tekintetben kaptam a legnagyobb kiilonbségeket a 13 fajta kozott. Az *Onebor’ szamdca
kiugrik a maésik két fajta koziil, hiszen a detektdlt mennyiség alapjan a ’Fertddi 1° fekete

ribiszkéhez hasonlithatd, szignifikédns kiillonbséget nem lehetett kimutatni ( p<0,05).

Epikatechin (ug/g sza.)

54. dbra. A gyliimolcsmintdk epikatechin-tartalmédnak alakuldsa (g epikatechin/g szdrazanyag)
(Roviditések: sz: szambca, m: mdlna, p: piros ribiszke, f: fekete ribiszke)

Az azonos betlikkel jelolt értékek kozott statisztikailag nincs szignifikdns kiilonbség (p<0,05)

A kovetkezOkben az dltalam haszndlt kiillonboz6 antioxiddns kapacitds modszerekkel
kapott eredmények és az egyedi jellemzok kozotti dsszefiiggések keriilnek bemutatasra.

A 19. tablazatban szerepelnek az alkalmazott antioxiddns kapacitds mérési modszerek és
az egyes komponensek mennyisége kozotti korrelacios koefficiensek. Ami elsd ranézésre is
szembetlinik, hogy a TRSC mddszer mindegyik komponenssel kiillonbdzé mértékben ugyan, de
forditott ardnyos Osszefiiggést mutat. Ez aldl kivétel az elldgsav, ahol nem negativ, hanem

pozitiv a korrelacids koefficiens értéke. Mindez abbdl adédik, hogy a tobbi mérési mddszerhez
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képest, eltérd az eredmények kiértékelése. A legnagyobb értékeket add gylimolcsok ebben az
esetben a leggyengébb antioxidansok, tovabbad emellett az is szerepet jatszik, hogy a fekete
ribiszkék értékei dltaldban mindig szignifikdnsan nagyobbak voltak a tobbi gylimolcs értékeinél,
amely aldl elsOsorban az elldgsav tartalom volt a kivétel, hiszen az a szamodcédkra jellemzd

fenolos sav.

19. tabldzat. A redox paraméterek és a vizsgalt komponensek kozotti korreldcios koefficiensek értékei

tartalom ACW ACL TRSC FRAP TPC DPPH  TEAC
C vitamin 0,550 0,338 -0,215 0,268 0,421 0,479 0,638
dsszantocianin 0,799* 0,881* -0,710 0,723* 0,631 0,749* 0,700*
4-hidroxi-bezoesav 0,745* 0,845* -0,832 0,780* 0,864* 0,846* 0,734*
t-fahéjsav 0,755* 0,702* -0,728 0,722* 0,807* 0,836* 0,821*
p-kumarsav 0,757* 0,778* -0,579 0,587 0,610 0,701* 0,711*
vanilinsav -0,004 0,043 -0,256 0,311 0,160 0,171 -0,252
galluszsav 0,753* 0,811* -0,865 0,816* 0,911* 0,902* 0,829*
kavésav 0,864* 0,945* -0,882 0,895* 0,750* 0,915* 0,812*
ferulasav 0,239 0433 -0,345 0,255 0,321 0,194 0,265
sziringinsav 0,605 0,835* -0,689 0,603 0,675 0,636 0,567
szinapinsav 0,730* 0,788* -0,873 0,869* 0,902* 0,931* 0,731*
ellagsav 0,055 -0,240 0,536 -0,449 -0,352 -0,262 0,178
Osszes fenolossav 0,821* 0,805* -0,670 0,667 0,740* 0,798* 0,861*
epikatechin 0,346 0,218 -0,287 0,305 0,497 0,412 0,429

*szignifikdns p<0,05

A C-vitamin tartalom és az 4ltalam mért antioxiddns kapacitds eredmények kozotti
korreléacié kisebb, mint az 0sszantocianin tartalom, vagy az Osszes fenolossav és az antioxidans
kapacitdsok kozotti. Annak ellenére, hogy az aszkorbinsav erds redukéldészer, az elektron-
atmenettel jar6 antioxidans kapacitdst méré modszerekkel kapott eredmények kozott sincs szoros
Osszefiigés. Ennek egyik magyarazata az lehet, hogy a mintdban taldlhaté egyéb komponensek
(polifenolos vegyiiletek) "maszkirozzdk" ennek az elvart hatdsnak a jol érzékelhetd
kifejez6dését. Igy a bogyés gyiimolesoknél a nagy polifenoltartalomnak koszénhetden, a C-
vitamin az antioxidans kapacitds kialakitisdban nem elsddlegesen szerepet jatszé vegyiilet. Ez
tobbek kozt annak is koszonhetd, hogy a polifenolos vegyiiletek, egy nagy csoportot jeldl,
szamtalan komponenssel. A bogyds gyiimolcsokben ezen vegyiiletcsoport egyiittesen nagyobb
antioxiddns kapacitdst mutat, mint a C-vitamin énmagdban (Wang és mtsai., 1996; Szajdek és
Borowska, 2008). Hasonlé eredményre jutottak mds kutatok is ezen a téren, miszerint a C-
vitamin-tartalom és az antioxiddns kapacitds kozott nincs feltétlen szoros Osszefiiggés (Kalt és
mtsai., 1999; Wang és Lin, 2000). Ezt aladtdmasztva, szdmos kozlemény jelent meg arra
vonatkozdlag is, hogy a C-vitaminndl a polifenolos vegyiiletek kiilon-kiilon is, erdsebb
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antioxidansok az alkalmazott tesztekben, €s ez lehet a masik oka a kisebb korrelacios koefficiens
értékeknek (Rice-Evans és mtsai., 1997; Tabart és mtsai., 2009).

Az antocianintartalom csak a TPC mddszerrel nem mutat szignifikans Osszefiiggést, ami
abbdl adddhat, hogy valdsziniileg egyéb polifenolos vegyiiletek mennyisége, valamint szerepe
meghatdrozébb lehet. Ezt aldtdmasztja az is, miszerint inkdbb a szintelen flavonoid vegyiiletek
okozzédk a szorosabb korrelaciét (Wicklund és mitsai., 2005). Bar az éltalam vizsgalt Osszes
fenolos sav mennyisége a FRAP és a TPC mddszerrel nem mutat olyan szoros dsszefiiggést, de
DPPH, ACW ¢&s ACL rendszerben nagy korrelaciés koefficiens értéket kaptam. Ennek
magyardzata, hogy szerepet jatszanak szdmos, nem vizsgalt fenolos savak, flavonoidok és egyéb
vegyiiletek a kapott értékek kialakitdsdban, valamint nem szabad megfeledkezni az interferenciat
(cukrok stb.) okoz6 komponensek jelenlétérdl sem.

Amint az a tablazatb6l (19. tablazat) kideriil egyes komponensek esetén minden
moddszerre vonatkozdlag szignifikdns az 0sszefiiggés. Ilyen vegyiilet a 4-hidroxi-benzoesav, a t-
fahéj, a galluszsav, a kavésav €s a szinapinsav, amelyek antioxidans hatdsaért felel6s molekula
részleteit az 55. dbra mutatja. Ezek mennyisége ennek kovetkeztében fontos paraméter az

antioxidédns kapacitds kialakitdsdban az dltalam alkalmazott médszerek mindegyike esetén.

4-OH-benzoesav fahéjsav p-kumarsav

0] 0]

(HO A~ HiCO \ﬂ\OH
o SO T

galluszsav kavésav szinapinsav

55. abra. Az antioxidédns hatds kialakitdsaban szerepet jatsz6 molekula részletek 4-OH benzoesav,

fahéjsav, p-kumdrsav, galluszsav, kdvésav €s szinapinsav esetében

Ennek ellenére azonban, ami a 4-hidroxi-benzoesav standardként valé antioxidans
kapacitdsat illeti, szdmos mérési rendszerben nem mutatott aktivitast. A szuperoxid aniongyok

befogdsan alapul6 moédszerben nem volt reakcidképes, csakigy, mint az ABTS vagy a DPPH
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gyokkel szemben sem (Zhou és mtsai., 2006), viszont hatdsosnak bizonyult ORAC mddszernél
(Yen és Duh, 1994). Bar szdmos komponens egyiittesen fejti ki hatdsat, amelynek
eredményeként az antioxiddns kapacitds értéket megkapjuk, de standardként vizsgidlva FRAP
moédszerben a galluszsavat kiemelkedd antioxiddns kapacitdssal rendelkezik, ardnyait tekintve
csaknem négyszer akkordval, mint a ferulasav (Soobrattee és mtsai., 2005). A DPPH gyok
megkotéssel kapcsolatban is erdsebb antioxiddnsnak bizonyult, mint a vanilinsav, ferulasav,
parakumarsav, vagy a kavésav (Villano és mtsai., 2005). Ennek oka valdsziniileg, hogy a
galluszsav 3 hidroxilcsoportot tartalmaz (55. dbra). A hidroxilcsoport szimanak novekedése
egyértelmil antioxiddns kapacitasbeli novekedést jelent (Villano és mtsai., 2005). Ez lehet tobbek
kozt az egyik olyan komponens, amely jelentdsen kihathat az antioxidans kapacitas soran kapott
értékekre, és azok a gyiimolcsok, amelyek inkdbb galluszsavban gazdagabbak, mint a fent
emlitett fenolossavakban (malndk, piros ribiszkék), talan ezen mérési moddszerekkel ezért is
bizonyulnak hatdsosabb antioxiddnsnak.

A parakumarsav-tartalom illetve az ACW, ACL, TEAC és DPPH értékek kozott
szignifikdns Osszefiiggést kaptam, de a DPPH gyok és az ABTS gyok megkotésén alapuld
moddszernél standardként nem mutat aktivitdst (Villano és mtsai., 2005). Bar egy komponens
aktivitdsa egy antioxiddns kapacitds rendszerben nem tiikr6zi ugyanazon komponens példaul
gylimolcsmintdban vald viselkedését, de adott koriilmények kozotti reakcidkészségére
vonatkozolag fontos informécidval szolgalhat.

Egyes antioxiddns rendszerekben a vanilinsav antioxiddns kapacitisa nem mérhetd. A
DPPH, ABTS gyok befogisan alapulé mérérendszerben nem mutatott aktivitast (Villano és
mtsai., 2005; Zhou és mtsai., 2006), de ORAC mddszerrel mérve hatdsosabbnak bizonyult az
utobb emlitett moddszerekkel nagy értékeket ad6é galluszsavndl is, pedig csak egy
hidroxilcsoportja van (Villano és mtsai., 2005). Ez a jelenség esetleg Osszefiiggésbe hozhat6
azzal a ténnyel, hogy a vanilinsavnak az aromds gyuriijén a ferulasavhoz hasonléan a 4-es
helyzeti OH csoportja mellett (56. abra), egy metoxicsoport is taldlhat, ugyanis a hasonl6
felépitésii aromds gylriivel rendelkezd ferulasav esetében is hasonldan rossz korrel4cidt kaptam
(19. tablazat). A piros ribiszkék tartalmaztdk a legtobb vanilinsavat (46. abra), de a kapott

korrelacidk egyik médszerrel sem szorosak.
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56. dbra. A ferulasav és a vanilinsav szerkezete kozti kiilonbség

A kis mennyiségben el6fordulé sziringinsav az ACL eredményekkel mutat szoros
Osszefiiggést, a tobbi moddszerrel kapcsolatban a korreldcids koefficiensek értékei r=0,675
alattiak. M4s modszerrel, mint az 4ltalam alkalmazott PCL (szintén a szuperoxid anion
megkotésen alapuld rendszer), az antioxidans kapacitdsa kétszer akkora, mint a ferulasavnak és
tizszer nagyobb a vanilinsavndl is. A DPPH gyokkel szemben is hatdsosabbnak bizonyult e
fenolossavaknal (Zhou és mtsai.,, 2006), amit aldtdmaszt a savakkal mutatott szorosabb
korrelécid.

Az ellagsav jelentds antioxiddnsnak bizonyult FRAP rendszerben (Soobrattee és mtsai.,
2005), illetve TPC mddszerben is (Peterson és Dwyer, 1998). Ennek ellenére az dltalam kapott
eredmények kozotti korreldcié nem szoros, forditott ardnyossag figyelhetd meg a FRAP, TPC,
DPPH, ACL modszerrel. Ez a mar emlitett okoknak koszonhetd, miszerint a szamocak tobbszor
annyi ellagsavat tartalmaznak a tobbi fajhoz képest, igy értékeik feliilmuljak a fekete ribiszkékét
is, amelyekrdl altalanossdgban elmondhatd, hogy minden téren a legkedvezObb eredményeket

adtak.

A kovetkezOkben keriilnek bemutatisra azok a flavonoidok, amelyek mennyiségi
meghatdrozdsdra nem volt lehetdségem, kizdrélagosan mindségi azonositdsig terjedt a

kutatasom.

5.2.3.2. Az antioxidans kapacitas kialakitasaban szerepet jatszé flavonoid vegyiiletek

minéségi meghatarozasa

Az irodalmi bevezet6bdl kideriilt, hogy fontos kutatdsi téma a flavonoidok azonositdsa, a
kiilonbségek, Osszefiiggések kimutatdsa, a genetikai hattérben rejlé kiilonbségekre vald
ravilagitas. A flavonoidmintazat kialakuldsaért komplett enzimrendszer felelds, €s azonos fajon
beliil is nagy eltérések figyelhetok meg (Reynertson és mtsai., 2008). A kutatisokban a

flavonoidokat mint taxonémiai markereket alkalmazzdk egyes fajtdk jellemzésével kapcsolatban
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(Prior, 2003; Pantelidis és mtsai., 2007). A flavonoidok mennyiségét markerként azonban nem
célszerli alkalmazni, hiszen a kiilsd kornyezeti tényezOk azok mennyiségét nagymértékben
befolyasolni képesek (érettség mértéke, csapadék mennyisége stb.) (Crozier és mtsai., 1997).

Szamos analitikai médszer csak az aglikonok meghatarozdsara fékuszal, mivel ez
egyszeriibb €s olcsobb megoldas. Ezek a mérések un. célkomponens, vagy "target" mddszerek,
vagyis a kivélasztott célkomponenseket, az aglikonokat detektaljadk. Munkdm sordn un. non-
target modszert alkalmaztam, amely az aldbbi flavonoid aglikonok szdrmazékainak (mono- és
diglikozidok) kimutatdsara is képes: apigenin, miricetin, kempferol, kvercetin, luteolin, fizetin,
naringenin, heszperetin, daidzein, genisztein. Ezen mddszerrel egy finomabb képet kaphatunk a
flavonoid profilrol, ami sokkal tobb informaciét nyujt, mint kizdrélagosan az aglikonok
mennyiségének meghatarozdsa, hiszen az egyes komponensek felvehetdsége, hozzaférhetdsége
jelentdsen eltérhet, amit elsésorban az aglikonhoz kapcsolddé szubsztituens hatiroz meg
(Robards és Antolovich, 1997; Downey és mtsai., 2003).

A flavonoid glikozidok azonositisa igen Osszetett analitikai feladat az aglikonhoz
kapcsol6d6 komponens sokfélesége miatt, példaul csak a kvercetinnek tobb, mint 179 glikozidja
ismert (McDonald és mtsai., 1998; Vuorinen és mtsai., 2000; Aherne és O'Brien, 2002).

A célom ezzel az analizissel az volt, hogy jellemezzem a 13 bogyés gyiimolcsii fajtat a
flavonoidglikozid profiljuk alapjan. Az alkalmazott mddszerrel fel lehet éllitani a bogyods
gylimolesok flavonoid térképét, illetve szisztematikusan meghatdrozhaté egyes komponensek
»jelenléte”, illetve ,hidnya” a gyiimolcsben. Ezen eredmények sziikségesek a statisztikai
vizsgalatokhoz, amelyek segitségével az egyes Osszefiiggések, kiilonbségek kimutathatok. A 20.
tablazatban a 3 1épés soran megerdsitett komponensek felsoroldsa lathat gyiimolcsfajonként és
fajtanként Osszefoglalva.

Az alkalmazott technikdval csak az olyan szintli mindségi meghatarozasra van méd, hogy
az aglikont és a hozza kapcsol6dé tomeg alapjan a feltételezett cukor komponenst besoroljuk
egy gylijtéfogalom ald, miszerint a meghatdrozott komponens példaul egy kvercetin+hexdz.
Ennél pontosabb szerkezeti meghatarozasra nincsen lehetoség (milyen hex6z) az alkalmazott
feltételek mellett, ez tovabbi vizsgdlatokat, méréseket és moddszerfejlesztést igényelne. A 20.
tablazat alapjan lathaté, hogy nem csak a glikozidok mindsége, hanem a szdmuk is eltéré a
kiilonboz6é gyiimolcsokben. Ezek a kiilonbségek egyrészt adédhatnak a koncentracié okozta
eltérésbél (kimutatdsi hatdr alatt van), valamint a genetikai hattérbSl is. Altaldnossdgban
megallapithatd, hogy a kvercetin mindegyik gyiimolcsben kimutathaté volt, azonban a

megerdsitett komponensek szama és mindsége itt is eltér a fajok és fajtak kozott.
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20. tablazat. A gyiimolcsmintdk azonositott €s megerdsitett flavonoid glikozidjai (db)

Szamocak Elsanta Honeoye Onebor

Apigenin+hexéz
Apigenin+hexdz+deoxihex6z
Kempferol+hex6z
Kvercetin+hex6z
Kvercetin+deoxihex6z
Kvercetin+HA*

_ N = =
—_ a

_ o A ) = -

—_
—_

Malling Fertédi

Malnak Exploit Zamatos Glen Ample
Naringenin+hex6z - 1 -
Kvercetin+hexéz 1 - 1
Kvercetin+HA* 1 1 1
Kvercetin+hexdz+deoxihexéz 1 2 1
Kvercetin aglikon 1 1 1
Piros ribiszkék Rondom Detvan Johnkeer
van Tets

Kvercetin+hexéz 2 2 1
Kvercetin+hexdz+deoxihexéz 1 1 1
Kvercetin aglikon 1 1 1
Fekete ribiszkéek Fert6dit Fertédit1 Titania Otelo
Kempferol+hexdz 1 1 - -
Kvercetin+hexéz 2 2 2 1
Kvercetin+hexdz+deoxihexéz 1 1 1 1
Kvercetin aglikon 1 1 1 1
Luteolin+hexdz 1 1 - 1
Miricetin+hexéz 1 1 1 1
Miricetin+hexdz+deoxihexdz 1 1 1 1
Miricetin aglikon 1 1 1 1

1

Naringenin+hex6z+HA*
HA*:egy hexdz karbonsav szarmazéka, valdsziniileg glikoronsav

A szamodcdkndl (20. tablazat) a finn kutatok méréseivel Osszhangban kempferol-
glikozidokat is ki tudtam mutatni (Hakkinen és mtsai., 1999b; Hakkinen és Torronen, 2000) a
kvercetin- és az apigenin-glikozidok mellett, igy ezen gylimolcsok tartalmazzdk a
legvéltozatosabb flavonoidmintdzatot a fekete ribiszkék utdn. Egyes vizsgdlatok alapjan a
szamo6cakbol kis mennyiségli miricetint is ki tudtak mutatni (Hakkinen és Torronen, 2000). A
megerdsitett komponensek szdma az Onebor’-ban a legnagyobb, 7, mig a "Honeoye’-nél csak 4.

Erdekes, hogy apigenint sikeriilt kimutatni és meger6siteni a mérés sordn mindhdrom
fajtdban, hiszen tudomdsom szerint apigenint még nem firtak le szamdcdban. Ennek a
detektalasnak, illetve megerdsitésnek a 1épéseit a késObbiekben részletesen targyalom.

A vizsgélt mélndkra elsOsorban a kvercetin-szarmazékok jellemzdk, illetve a ’Fertddi

Zamatos’ fajtdndl egy naringenin+ hexdzt is sikeriilt megerdsiteni. Mullen és munkatérsai
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vizsgalatai alapjan (2002) a malndkra kiilonosen a kvercetin-3-rutinozid, és a kvercetin-3-
gliikkozid a jellemzd. Hakkinen megfigyelései alapjan (1999a) a malndkban kevesebb €és kisebb
mennyiségll flavonoidot lehet detektdlni, mint a tobbi bogyds gylimdlcsben.

A vizsgdlataimban a piros ribiszkék voltak a legszegényebbek e tekintetben. Kizardlag
kvercetin-glikozidokat tudtam detektdlni. A mérés soran kapott kromatogramjaik megegyeztek, a
"Jonkheer van Tets’ fajtandl azonban koncentracidbeli okok miatt az egyik kvercetin-hex6zt nem
tudtam megerdsiteni lasd. késobb részletezve.

A fekete ribiszkék esetében a fajtdk kozott jelentds kiilonbségek figyelhetok meg, hiszen
kempferol-, luteolin-, és naringenin-glikozidokat is meg lehetett erdsiteni egy-két fajtidban. A
legvaltozatosabb flavonoidmintdzatot ezen gylimolcsok esetén kaptam. A ’Fertddi 1° és a
"Fertoédi 117 kozott a meghatarozott komponenseket tekintve nem volt kiilonbség, mig a
"Titani4d’-ndl naringenin-glikozidot is ki tudtam mutatni, viszont se a kempferol- se a luteolin-
glikozidot nem tudtam megerdsiteni. Az Otelo kempferol- és naringenin-glikozidot nem
tartalmaz kimutathaté mennyiségben. Finn kutatok vizsgdlatai sordn a fekete ribiszkékbdl
miricetin+hex6z+deoxihexézt és miricetin+hexozt is detektdlni tudtak hasonlé technika
alkalmazasaval (Hakkinen és mtsai., 1999a).

A kovetkezokben a megerdsitéseknek a menetére, illetve néhdany kromatogram erejéig a
fajok és a fajtak kozotti kiilonbségek bemutatasara keriil sor.

A irodalom alapjan a flavonolokon belill a kvercetin a felelds a bogyds gyiimdlcsok
kedvez6 hatasaért donté mértékben (Hubbard és mtsai., 2003). Amint az az el6z0 tablazatbol
kideriilt (21. tablazat) mindegyik gyiimolcsnél sikeriilt detektdlni és megerdsiteni kvercetin
glikozidokat. Az 57. abran a legjellegzetesebb kvercetindtmenetek (301/151, 301/179) alapjan

torténd azonositds lathaté a "Honeoye’ szamdca esetében, a mddszer elso 1épése segitségével.

17.4 — 301/179
2.5e4 301/151
.‘g 1.0e4
0 15 20 Id6:min. 25

57. abra. A "Honeoye’ szamdcafajta kvercetin MRM kromatogramja
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Az egyes gyiimolcsok MRM kromatogramja igen eltéré a fajokat tekintve. Mig a
szamOcdkndl egy nagy kvercetin csics figyelhetd meg, addig a mélndkndl az a jellemzd (S58.

abra), hogy csak egy jelentds- és mellette sok apré cstcs van.

17.4 — 301/179
1.0e4 301/151
a 5e3
15.8 25.2
o A A
15 20146, min. 25

58. dbra. A ‘Fert8di Zamatos’ mdlnafajta kvercetin MRM kromatogramja

A kis csicsok tobbségét ezzel a technikdval nem sikeriilt azonositnai. Ez egyrészt
koszonhetd annak, hogy az intenzitdsuk nem elég nagy (500 cps alatti), masrészt ez a modszer
csak a lehetséges (mono- és di-) glikozidokra fokuszalt. Ez alatt azt kell érteni, hogy példaul egy
acilezett kvercetin szdrmazékot nem tudunk azonositani, mert nem arra lett kifejlesztve a
modszer. A csics az MRM kromatogramon megjelenik, de a kovetkezd lépésben maga a
komponens nem lesz megerdsitve, ha nem olyan m/z értéket kapunk, mint amilyet egy
kvercetin+ valamilyen hozzakapcsolodott mono- és diglikozid esetén kapnink (Rak és mitsai.,
2010). Ez a latvanyos kiilonbség a tobi gyiimolcsfajhoz képest igen jelentOs, €s valdszinlileg
genetikailag determindlt, valamint a tobbi gylimolcshoz képest eltérd anyagcsereutakra utalhat.

A piros ribiszkék (59. abra) és a fekete ribiszkék (60. abra) kozti kiilonbség kisebb
mértékli. A kromatogramokon 25,2 percnél elual6dd cstics a kvercetin-aglikon, amely a
szamocdkat kivéve (57. abra), mindegyik gytimolcsben megtalalhat6 volt. Ennek retencids ideje

standardként valo futtatdsa soran igazolddott.
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5603 174 — 301/179
=€ 301/151

2e3

scb ‘sgpuep)

0
15 20 146, min. 25

59. dbra. A ’Rondom’ piros ribiszke kvercetin MRM kromatogramja

Bar mennyiségi meghatdrozasra nem volt lehetéségem, de érdekes, hogy a vizsgalt
gylimolcsokben miként alakulnak az egyes aglikonoknak az ardnyai is, a tobbi glikozidhoz
képest. Amint az a fentiekbdl kideriilt a szamo6cdkndl nincs detektalhatd mennyiségli kvercetin
aglikon (57. abra), a madalndkndl az aglikon kis intenzitdsi cstcsot (58. abra) ad, kis

koncentracioban van jelen, mig a ribiszkéknél donté mennyiségli aglikont is ki lehet mutatni

(59.,60. abra).
17,6 — 301/179
1.6e4 301/151
z 25.2
=
N 1.0ed4
_8\
(]
) 17,4
19.3
0 15 20 25
1d6, min

60. abra. A ‘Fertédi 11 fekete ribiszke kvercetin MRM kromatogramja

A mar emlitettek alapjan, csak a szamdcdkndl lehetett apigenin szarmazékot is kimutatni
(20. tablazat). Az apigenin nem jellemz6 a bogyés gyliimolcsokre, sokkal inkdbb megtalalhato
gyogynovényekben, gabonafélékben, a mézben, illetve néhany zoldségfélében, mint példaul a

petrezselyemben (Karakaya és El, 1999; Murota és Terao, 2003).
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Az apigenin detektaldsa, azonositdsa a kovetkezOkben keriil bemutatdsra. A 61. abran az
apigenin aglikon két jellegzetes atmenetének (269/117, 269/149) MRM kromatogramja lathato
az Onebor fajta esetében. Az elso jelentdsebb csucs 11,9 percnél eludlddott, majd ezt kovette a
13,4. percnél érkez6 komponens csticsa. A 17,3 perc és az azt megel6z0 komponensek esetén
koelucid 1épett fel, és nem volt elég intenziv a kapott jel, hogy a tovabbi 1épésekben valamilyen
komponens megerdsithetd legyen. Az utolsé kettd, retencids idOvel nem jelolt csiicsok nem

apigenin csucsok, mert kizarélagosan csak az egyik dtmenet jellemz6 rjuk.

5 5es 1.9 — 269/117
DA — 269/149
13.4
g: 2.5e3 |
17.3
o 10 20 30 40
1d6, min.

61. dbra. Az ‘Onebor’ szamdcafajta apigenin MRM kromatogramja

A mérés masodik 1épését (total scan modd) alkalmazva a 11,9 percnél eludlédé csucs
tomegspektrumdban (62. abra) m/z= 431 tomegszamot lehetett taldlni, ami az adott csticsban a
legnagyobb intenzitast ad6 tomegszam. Ez a tomeg az alkalmazott logika alapjan egy apigenin+

hexdznak felel meg.

431.4

2.1e5
g
ﬁ 449.4
_§ 1.0e5

269.3 355.4
371.3
250 300 350 400 450 500
m/z amu

62. dbra. A 11,9 percnél eludl6do cstcs tomegspektruma
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A feltételezést a harmadik 1épésben, az EPI médban (63. abra) lehetett megerdsiteni. Itt
tulajdonképpen azt kell vizsgalni, hogy az adott, jelen esetben 431-es tomegszam vajon hogyan
keletkezett. Lehetséges eset az is, hogy az eludl6dé csucs alatt pont egy olyan tomegszdmu
ismeretlen komponens van, mint a jelen esetben a vart komponens tomege, egy apigenin+hex6zé

(m/z=431).

269.2
5.5e4

Nzuau

" 3.0e4

1471

sdo ‘se

100 150 200 250 300
m/z, amu

63. dbra. A harmadik, megerdsitd 1épés az apigenin glikoziddal kapcsolatban

Ennek kideritésére szolgdl a harmadik 1épés, miszerint, ha az EPI moédban a 269-s
tomegszamot (apigenin) megtaldljuk €s a standardok alapjan ismert fragmentacids (robbantési)
képet kapunk, akkor az nagy valészinliséggel, valéban apigenin-szdrmazék. Megegyezd
algoritmus alapjan lehetett azonositani a 13,4 percnél taldlhaté komponenst, m/z= 577, ami

megfeleltethetd egy apigenin+hex6z+deoxihexdznak.

A piros ribiszkéknél kaptam a legszegényebb kromatogramokat, hiszen kizdrdlag a
kvercetin glikozidokat lehetett azonositani mindharom fajta esetében (20. tablazat). A detektalt
komponensek megegyeztek a vizsgalt fajtdk esetében, ennek ellenére a tablazatban szerepld (21.
tdblazat) kiillonbozé szdmok a csicsok intenzitdsdval, vagyis a koncentracidoval vannak
Osszefiiggésben. A cstcsok intenzitdsa a ‘Detvan’ (64. abra) és a 'Rondom’ fajta esetében
nagyobb volt, ezért a kifejlesztett modszer tobb szdrmazékot volt képes megerdsiteni, mint a

‘Jonkheer van Tets’ esetében (65. abra).
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17.4
Se3 — 301/179
301/151

3e3

17.6
25.2

'ﬁ 154 161 19.4
18.2 I
014 18 22 26
Id6, min.

64. dbra. A Detvan piros ribiszke kvercetin MRM kromatogramja

303 17.4 — 301/179
301/151
25.2
2e2
) _ )
14 18 146, min. 22 26

65. dbra. A ’Jonkheer van Tets’ piros ribiszke kvercetin MRM kromatogramja

A flavonoid glikozidokat tekintve a fekete ribiszkék a legvaltozatosabbak, ezen beliil is a
‘Fertddi 11 és a ‘Fertddi 1’ fajta kiemelkedd, hiszen a legtobb és legkiilonfélébb glikozidokat
sikeriilt kimutatni és azonositani benniik. Mig a piros ribiszkéknél a kromatogramok hasonléak
voltak, koncentraciébeli kiillonbségek miatt nem sikeriilt minden komponenst mindegyik fajtdnal
megerdsiteni, addig a fekete ribiszkéknél a kromatogramok kozott, és igy a megerdsitett
glikozidok kozotti eltérést valdsziniileg a genetikai hattér okozza. A kiillonbségek a ‘Fertddi 1°

(66. abra) és a ‘Titania’ fajtan (67. abra) keriilnek bemutatasra.
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17.6
1.6e4 — 301/179
301/151
S 9e3
3 17.4
N
55
8 19.4
w
25.2
o k-A_ 'y . o K
14 18 22 26
1d6, min

66. abra. A "Fertédi 1’ fekete ribiszke kvercetin MRM kromatogramja

4e3 176 — 301/179
301/151
25.2
g 17.
ﬁ 2e3
3 17.
19.4
18.9
L A e b aam gl o o . A‘_ _gan
14 18 22 26
Id6, min.

67. abra. A ’Titdnia’ fekete ribiszke kvercetin MRM kromatogramja

A kvercetin aglikon mindkét esetben 25,2 percnél eludlédik, megegyezd médon. Ezen tilmenden
a‘Fertddi 1’ fajtandl csak tovabbi harom, a 17,2, 17,4 illetve a 19,4 percnél eludlédd, mig a
"Titania’esetében tovdbbi négy jol elkiiloniilt csdcs lathaté (17,2, 17,4 és 17,6 valamint 19,4

percnél), ami plusz egy komponenst (kvercetin+hexdz) jelent.

A fizetint daidzeint, heszperetint, illetve szdrmazékaikat egyik vizsgdlt gyiimolcsfajban sem

lehetett kimutatni.

Bar mennyiségi meghatdrozast nem tudtam kivitelezni, fontosnak tartom kihangsulyozni
ezen flavonoidok szerepét is, az antioxiddns kapacitds értékek kialakitdsdban néhdny mondat
erejéig. Ezek is szerepet jatszanak példdul abban, hogy a fekete ribiszkéknél miért kaptam a
legnagyobb antioxidans kapacitds értékeket.
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Szdmos irodalmi munka utal arra, hogy a kvercetinnek tobbféle rendszerrel tesztelve
(TEAC, DPPH, FRAP) kiemelked6 antioxiddns kapacitdsa, illetve gyokfogdképessége van,
csakigy, mint a miricetinnek. Tobbszordse az apigeninnek, kempferolnak, luteolinnak,
naringeninnek (Soobrattee és mtsai., 2005; Tsimogiannis €s Oreopoulou, 2006; Hidalgo és
mtsai., 2010). Példaul a TEAC modszernél a kvercetin kétszer erdsebb antioxidans, mint a
kempferol, a rutin, az aszkorbinsav, az elldgsav, de példaul a miricetin-3-rhamnozidnél
haromszor kisebb antioxiddns kapacitdssal bir (Tabart és mtsai., 2009). A FRAP mddszernél, a
kvercetin kétszer akkor antioxiddns kapacitdast mutat, mint a kempferol, de a miricetin hasonl6
értékeket ad. Mindezek szerkezeti kiilonbségekbdl adédnak (68., 69. abra), amig a miricetinnek
3, a kvercetinnek 2 OH csoportja van a B gyiiriin (68. abra), addig a kempferolnak, apigeninnek,
naringeninnek (69. abra) csupan egy (Hidalgo és mtsai., 2010). Itt kell megemliteni azt is, hogy
altalanossagban a szabadgyokok megkotésében a C gylirli 4-es pozicidjdban 1évo ketocsoport, a
3-as pozicidban a hidroxicsoport, valamint a 2,3 kettdskotés is fontos szerepet jatszik (68. abra)

(Tsimogiannis és Oreopoulou, 2006).

kvercetin miricetin

68. abra. A kvercetin €s a miricetin szerkezetének szerepe az antioxidans hatdsukban (Apak és mtsai., 2007)

114



apigenin

OH
HO 0 ©/

OH O OH O
naringenin luteolin

69. abra. Az antioxidédns kapacitds tesztekben kisebb kapacitast mutaté aglikonok szerkezete

A tesztek sordn az is kideriilt, hogy az aglikonok mésként viselkednek, mint glikozidjaik.
Altaldnossdgban nem adhaté vilasz, hogy kisebb, vagy nagyobb aktivitdst mutatnak, mert ez
nemcsak magatdl az aglikontdl, illetve a hozzdkapcsol6d6 szubsztituentstdl fiigg, hanem a
haszndlt teszttdl is (Tsimogiannis és Oreopoulou, 2006). A kvercetin példaul az dsszpolifenol
vizsgalatban kozel fele akkora antioxidédns kapacitas értéket mutat, mint egyik gyakori glikozidja
a rutin, a TEAC mddszernél azonban ez éppen forditva alakul.

A fekete ribiszkékben kvercetin €s miricetin szarmazékokat is detektalni tudtam, ami
onmagaban még nem magyardzza, hogy antioxiddns kapacitdsuk miért olyan kiemelkedd a
vizsgélt gylimolcsok kozott, de minden bizonnyal dontd szerepet jatszanak a kedvezd értékek
kialakitasakor. Ezek mellett fontos azonban azt is szem el6tt tartani, hogy a C-vitaminhoz képest
(100 mg alatt 100%-ig felvehetd a szervezet szamara), gyenge a felszivodasuk, a kvercetinnek,
illetve a glikozidjainak 20-50%, mig példaul a katechinnek 2% alatti (Benzie, 2003). Ezek az
adatok ravildgitnak arra is, hogy az emberi szervezetben betoltott antioxidans szerepiiket ez is
dontéen meghatarozza.

A 21. tablazat az Osszes azonositott és megerdsitett komponenst tartalmazza. Ezt az
adattiblat haszndltam fel a statisztikai elemzéshez. A bal oldalon az oszlopok jelzik a
komponensek kodjait. Az els6 betlik az aglikonok roviditései (a:apigenin, k:kempferol,
m:miricetin, n:naringenin,q:kvercetin) az utdnuk all6 szdm az adott komponensek retencids
idejét jelolik. Ezek egyiittesen véltozoként lettek definidlva. A mérés sordn egyes esetekben
koeluci6 1épett fel. A 15. percnél csak egy csucs jelent meg a kromatogramon, mégis két
lehetséges komponenst kell figyelembe venni. Az egyik m/z=479 (miricetin+hexdz), mig a

masik m/z=625 (miricetin+hexdz+deoxihexd6z). Ez a jelenség 1épett fel a 17,4 percnél is,
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m/z=477 (kvercetin+egy hexo6z karboxilsav szarmazéka, bizonyara gliikuronsav) és m/z=609

(kvercetin+hex6z+deoxihexdz) tomegek is lehetségesek.

21. tablazat. Megerdsitett, illetve nem megerdsitett komponensek a vizsgélt bogyds gyiimolcs fajtik esetében

Afajok és fajtak 6sszehasonlitasa

Flavonoid

, Szamocak Piros ribiszkék Malnak Fekete ribiszkék
kodok

Johnkeer| Glen Malling  Fert6di
vanTets | Ample  Expolit  zamatos
0

Onebor  Honeoye Elsanta | Detvan  Rondom Otelo  Fert6di 11 Titania  Fert6di 1
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Mivel mennyiségi analizisre nem kertilt sor, ezért a statisztika a mindségi kiilonbségeken
alapszik. Az egyes szam azokat a komponenseket jeloli, amelyek a mérési modszer mindharom
1épésében meg lettek erdsitve, mig a nulla jeloli azokat, amelyek nem lettek megerdsitve, vagy
nem voltak kimutathaték. A fékomponens elemzés alapjan (70. abra) harom f6 csoportot
lehetett elkiiloniteni. A bal oldalon a harom szaméca fajta alkot egy csoportot, mig feliil jobb
oldalon a négy fekete ribiszke. A harmadik vegyes csoportban, taldlhatok meg a piros ribiszkék

és a malnak.
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70. abra. A fokomponens elemzés eredményeiként 1étrejott bogyds gyiimoles csoportok

A kovetkez0 dbra (71. abra) az egyes kodolt komponensek elhelyezkedését mutatja, ha az

elsé két faktort abrazoljuk egymas fiiggvényében. Az elsO faktor az eredeti informéciét 41,85%-

ban magyardzza, mig a méisodik csak 20,32%-ban felel a csoportok kialakuldsdért. Ezen az

abrdn olvashat6 le, hogy az egyes koédolt komponensek (flavonoid+retenciés id6) milyen

iranyban hatnak, vagyis az adott csoportok (70. abra) kialakuldsdhoz mely valtozok, és milyen

sullyal szerepelnek.
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71. dbra. A statisztikai elemzések ’loadings’ értékei a gyiimolcsok flavonoid profilja alapjan

A bal f6ls6 negyedben taldlhat az a két vektor, amely az apigenin glikozidokra vonatkozik

(all.9 és al3.4), illetve a q20. és a q22.2 kvercetin komponensek vektorjai. Ezekhez kozel
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talalhat6 a k14.2 vektor is, amely a 14,2 percnél eludlodé kempferol-glikozidot jeloli. Ezen
komponensek kizarélag a szamécakndl voltak detektdlhatok (21. tablazat), tehat diszkriminald
komponensek, amelyek elkiilonitették a szamoécdkat a tobbi gyiimolestdl (71. abra). A 19,9
percnél eludlédé kempferolglikozidot meghatdrozé vektor az el6zdektdl mar latvanyosan
tavolabb helyezkedik el, hiszen méar a Fertddi 1 és Fertddi 11 fekete ribiszke fajtaknal is ki
lehetett mutatni (21. tablazat). A jobb fels6 negyedben taldlhaté luteolin és a miricetin vektorok
jatszottak dontd szerepet a fekete ribiszkék elkiiloniilt csoportjanak kialakitdsdban. A jobb oldali
als6 negyedben taldlhat6 kvercetin vektorok a vegyes csoport kialakitdsdban jatszanak szerepet.
A piros ribiszkéknél €s a malndkndl nem sikeriilt olyan komponenseket kimutatni, vagy
megerdsiteni, amelyek egyértelmlien szétvélasztanadk, és ezaltal elkiilonitenék a két fajt, ezért
egy heterogén csoport alakult ki. Végiil a bal als6 negyedben csak egy vektor taldlhats. A
q.17.4_477-es koddal jelolt komponens megtaldlhatd volt mind a szamdcdkban, mind a

madlndkban, de onmagaban nem elegendd a csoportok jobb elkiiloniiléséhez.

Az eredmények alapjdn elmondhatd, hogy a fajok és fajtdk kozotti kiilonbségek egyrészt a
komponensek mennyiségébdl addédnak, masrészt a genetikai hattér az oka, hiszen a kornyezeti
koriilmények megegyeztek. A kvercetin €s a kvercetin-glikozidok a meghatdrozdak a vizsgélt
gylimolcsoket tekintve, kiilondsen a kvercetin+hexéz és a kvercetin+hexdz+deoxihexéz. A
kapott eredményeknek nemcsak tdpldlkozds élettani-szempontbdl lehet fontos szerepe, hanem
lényeges informdacidkat tartalmazhat a botanikusoknak is, hiszen segitséget nyujthat a taxonémiai
osztalyozas terén. Az élelmiszeripar és a novénynemesitok szamadra is hasznosnak és érdekesnek
bizonyulhat e kérdéskor, nagy flavonoid tartalmu, esetleg célzott flavonoid komponenseket
tartalmaz6 novények termesztését és erre alapozott termékek eldallitasat illetden.

A bogyds gyiimolcsok a gyiimolesok kozott els6k kozott dllnak nagy antioxidans
kapacitdsuknak  koszonhetéen, amelynek kialakitdsdban elsddlegesen, a polifenolos
komponenseknek van meghatdrozé szerepe (Benvenuti és mtsai., 2004; Hegediis és mtsai., 2008;
Garzon és mtsai., 2009). A kiilonboz6 bioaktiv komponenseik mindségéért és ezek ardnyaért
elsddlegesen a genotipus felelds (Anttonen és Karjalainen, 2005; Capocasa és mtsai., 2008;
Hegediis €és mtsai.,, 2008). A kiilonbségek kihaszndlasdaval - kedvezébb beltartalmi
paraméterekkel rendelkezd fajtdkbodl kiindulva, egészségesebb termékeket lehet elddllitani, ezzel
hozzijarulva a természetes antioxiddnsokban gazdag, tobb vitaminnal rendelkezd, vagy akér a
mesterséges szinezék nélkiili termékek piacdhoz. Ezen hasznos informéciok tudatdban a
gylimolcs fajtadk eladhatésdga novelhetd lehetne, illetve az élelmiszeripari feldolgozas soran
egészségtamogatd termékek eldallitasat tehetné lehetové (Meyers és mitsai., 2003; Raffo és

mtsai., 2004).
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6. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A 13 altalam vizsgalt bogyos gyiimolcs antioxidans kapacitasaval kapcsolatban, valamint
az antioxidans kapacitast jellemzo, alkalmazott mérések kozotti oOsszefiiggésekkel

kapcsolatban elsoként allapitottam meg, hogy:

A fekete ribiszkének van a legnagyobb hidroxilgyok, szuperoxid anion, DPPH, ABTS gyokfogo
kapacitdsa. Ugyanazon faj fajtdi kozott azonban nincs olyan szignifikdns kiillonbség, amelyet az

alkalmazott médszerek mindegyike képes lenne kimutatni.

Szignifikdns Osszefiiggés van a szuperoxid anion megkotésén alapuld viz- és zsiroldhat6
antioxiddns kapacitds értékek és az Osszes gyokfogd kapacitds, a vasredukdlé képesség, a
troloxra vonatkoztatott, valamint a DPPH gyok megkotésén alapuld antioxiddns kapacitds

értékek kozott.

2. A bogyoésgyiimolcsok flavonoid mintazataval kapcsolatban

Els6ként térképeztem fel a Magyarorszagon termesztett 4 bogydsgylimolesli faj és ezek 13
fajtajanak (szamoca: ‘Elsanta’, ‘Honeoye’, ‘Onebor’, madlna: ‘Malling Exploit’, ‘Fertddi
Zamatos’, ‘Glen Ample’, piros ribiszke: ‘Rondom’, ‘Detvan’, ‘Jonkheer van Tets’, fekete

ribiszke: ‘Fertddi 1°, ‘Fertodi 11°, ‘Titania’, ‘Otelo’) flavonoid-szarmazékKait.

Megallapitottam, hogy az daltalam vizsgdlt bogyds gyiimolcsok esetében sokkal nagyobb
kiilonbség van az egyes fajok flavonoid-Osszetétele és mennyisége kozott, mint a fajon beliil, a
fajtdk kozott. A szamocdkndl apigenin, kvercetin, és kempferol, a malndk esetében kvercetin- és
naringenin-szarmazékokat tudtam azonositani. A piros ribiszkénél kizarélag kvercetin-, a fekete
ribiszkék esetében kempferol-, kvercetin-, luteolin-, miricetin- és naringenin-szarmazékokat

lehetett azonositani.

HPLC-MS/MS csatolt rendszer segitségével elsOként mutattam ki az daltalam vizsgalt

szamocafajtak mindegyikében ("Honeoye’, *Elsanta’, ’Onebor’) apigenin-glikozid jelenlétét.
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3. A 13 bogyés gyiimolcs esetében az altalam Kiilonb6z6é modszerekkel meghatarozott
antioxidans kapacitas és a megmért antioxidans Kkapacitasért felelés komponensek
mennyisége kozotti Kkorrelacio alapjan 4j tudomanyos eredménynek tekintem a

kovetkezoket:

A C-vitamin-tartalom és az alkalmazott mérések kozott egy esetben sincs szoros korreldcio,
ugyanakkor a flavonoidokon beliil az antocianinok és a fenolos savakon beliil a 4-hidroxi-
benzoesav, a t-fahéjsav, a galluszsav, a kdvésav valamint a szinapinsav mennyisége €s az
alkalmazott médszerek kozott minden esetben szignifikans Osszefiiggés all fenn.

Vizsgalataim meger0sitették, hogy a fekete ribiszkék kimagaslé antioxiddns kapacitdsaért a
galluszsav, a miricetin és miricetin-glikozidok tehetdk feleldssé, mely vegyiiletek fajspecifikus

megjelenéséért feltételezhetden a flavonoid bioszintézis tt genetikai szabalyozasa felelds.

4. A zsir- és vizoldhaté antioxidans kapacitas meghatarozasara Kidolgozott késziilék

(Photochem) tesztelése a kovetkez6 megallapitasokhoz vezetett:

Bizonyitottam, hogy a zsiroldhat6 antioxiddns kapacitds meghatdrozédsara hasznédlatos metanol (a
késziiléket gyarté cég daltal ajanlott olddszer) tulajdonsdgaibdl adéddéan a mért zsiroldhatd
antioxidédns kapacitds értékeket a vizoldhat6 vegyiiletek antioxiddns kapacitdsa is befolydsolja,

ami addicids hibaként jelentkezik.

A gyart6 éltal az eredmények kiértékeléséhez kidolgozott eljaras elvi megfontoldsaiban eddig
nem ismertetett ellentmondasokat tapasztaltam. A zsiroldhaté antioxiddns kapacitds mérésénél a
vakhoz kozeli gorbék (hig minta) kiértékelése az antioxidans kapacitds jelentOs tulbecsiilését

eredményezi.
Kisérletekkel igazoltam, hogy a mddszer nem elég robosztus, a minta higitdsa jelentdsen kihat a

kapott eredményekre. Higitds sordn nem a higitds mértékével aranyos modon valtozik a minta

miszer altal mért antioxidans kapacitasa.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az egészséges €s kiegyensulyozott tapldlkozds fontos szerepet jatszhat szdmos olyan
betegség kialakuldsdanak megel6zésében, amelyek hatterében szabadgyokos reakcidk hizédnak
meg. A gylimolcsok €s a zoldségek Osszehasonlitdsakor a bogyds gyiimolcsok a legnagyobb
antioxiddns kapacitds értékkel birnak, ami elsOsorban a benniik nagy mennyiségben
felhalmoz6dé polifenolos vegyiileteknek, illetve nagy vitamin tartalmuknak koszonhetd.
Epidemiolégiai kutatdsok igazoltdk, hogy e vegyiiletek kozvetleniil vagy kozvetetten szerepet
jatszanak a szabadgyokok elimindldsdban is, ezzel hozzdjarulva a betegségek kialakuldasdanak
megakadalyozdsahoz. Kisérleteimben ezért a hazdnkban termesztett bogyds gyiimolcsok koziil a
szamoOca, a malna, a piros és a fekete ribiszke fajokat és néhdny jelentdsebb fajtdjukat
vizsgdltam. A gyiimolcsok antioxidans kapacitdsat kiilonb6z6 mérési elven alapuld
modszerekkel hatdroztam meg (elektrondtmenettel jard, hidrogénatom-atmenettel jaro),
megvizsgalva, hogy a gyiimolcsok az eltéré reakcidkoriilmények kozott, illetve a kiilonbozo
gyokokkel (hidroxilgyok, szuperoxid anion, DPPH, ABTS gyok) szemben miként viselkednek,
valamint, hogy egymdashoz viszonyitott sorrendjiik hogyan véltozik meg. Fontosnak tartottam
tovdbbd olyan komponensek vizsgalatat (C-vitamin, antocianin, a jellemzobb fenolos savak és
egyéb flavonoidok) is, amelyek az antioxiddns kapacitds értékének kialakitdsdban szerepet
jatszanak.

Munkdm sordn tobbek kozt arra kerestem a vélaszt, hogy a fajok és a fajtdk kozott
mekkora kiilonbségek mutathatok ki azonos termesztési koriilmények (talaj, éghajlat, csapadék
stb.) kozott, és ezt hogyan befolydsolja a mérési moddszer. Méréseim kiegésziiltek egy
kereskedelmi forgalomban is kaphato, antioxiddns kapacitast mérd késziilék hasznédlhatésaganak
tesztelésével (pontossdg, érzékenység) is, hiszen erre nem 4llt rendelkezésre irodalmi adat.

A késziilékkel kapcsolatosan a legfontosabb kiemelni, hogy a zsiroldhaté antioxidédns
kapacitds mérése tobb tekintetben kifogdsolhaté. Elsddlegesen a zsiroldhaté antioxidans
kapacitds méréséhez alkalmazando, illetve ajanlott olddszerrel, a metanollal van probléma.
Ennek hasznélata azért problematikus, mert szdmos vizoldhat6 komponens, mint példaul a
zoldségekben, gylimolcsokben nagy mennyiségben eléfordulé C-vitamin is oldédik metanolban,
ezért az eredmények kialakitdsaban szerepet jatszik. Igy a zsiroldhaté antioxidéns kapacitdsra
mért eredmények ismeretlen mennyiségli és mindségli vizoldhaté antioxiddns molekula
kapacitasdval is terheltek lesznek. E mellett megéllapitottam, hogy a szintén vizoldhat6
citromsav, amely nem gyokfogé antioxiddns, vagyis a tesztkoriilmények kozott nem szabadna
reagdlnia, ad értékelhetd zsiroldhaté antioxiddns kapacitdst, szintén hibdsan. Az eredmények
kiértékelése is erdsen kifogdsolhat6. Mivel ebben a médban a gorbe alatti teriilet a vonatkoztatasi
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alap, a szoftver mindig képes lesz adott id6 alatti integrdlasra. Ez viszont azt jelenti, hogy mindig
kapunk eredményt a mintdkra vonatkozélag, még ha a kapott gorbe a vakhoz kozeli is. Ha ez egy
nagyon hig oldattél szarmazik, akkor a higitasi faktorral korrigidlva az eredményt nagy
antioxidadns kapacitdst fogunk kapni, ami természetesen téves érték. Emellett gondot jelenthet a
kittek beszerzése, stabilitdsi problémak, valamint ezek fiiggvényében a rutinszerli mintamérés.
Tapasztalataim és méréseim alapjan ez a késziilék a gydrtd allitdsdval ellentétben rutinszerii
analitikai vizsgdlatokra nem alkalmas.

Méréseim alapjan kidertilt, hogy a Magyarorszdgon azonos koriilmények kozott termesztett

bogyds gyiimolcsok nagy antioxiddns kapacitdssal rendelkeznek tobbféle elven alapuld, és mas-
mas szabadgyokoket alkalmazé antioxiddns kapacitasi médszerekkel vizsgalva.
A moddszerek kozotti korreldcié szamos esetben szignifikdnsnak (p<0,05) mutatkozott. A
szuperoxid anion megkotésén alapuld zsir- és vizoldhaté antioxiddns kapacitds értékek szoros
Osszefiiggést mutattak a hidroxil-, DPPH- ABTS- gyok megkotésén alapuldé modszerekkel,
valamint a vasredukdloképességgel kapcsolatos mérés sordn kapott eredményekkel. A TRSC
(0sszgyokfogd képesség) és a tobbi teszt kozott negativ korreldcié all fenn, ami az eredmények
eltérd kiértékelésébdl adodik. Az egyes tesztekben a fajok és a fajtdk antioxidans hatdsanak
sorrendje eltér, ami annak koszonhetd, hogy kiilonb6z0 antioxidans é€s (egyéb) komponenseik
mennyisége és mindsége is szignifikdnsan kiilonbozik, igy ezek az eltérd rendszerekben masként
viselkednek. Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a fekete ribiszkék antioxidéns kapacitdsa
szignifikdnsan nagyobb, (kétszeres-nyolcszoros) az dltalam vizsgélt tobbi fajéndl (piros ribiszke,
madlna, szamdca). A tobbi harom gyiimolcs sorrendje, illetve viselkedése tesztfiiggd volt,
egyértelmli sorrend nem éllithaté fel. Ez azzal magyardzhat6, hogy Osszetételét tekintve
vizsgalataim és irodalmi adatok alapjédn kideriilt, hogy azok a komponensek, amelyek az dltalam
alkalmazott tesztekben (ACW, ACL, TRSC, FRAP, TPC, TEAC, DPPH) 6n4ll6 standardként
nagy értékeket adnak, mind nagy mennyiségben fordulnak el a fekete ribiszkékben. A fekete
ribiszkéknél elsoként fontos kiemelni a galluszsav-tartalmat és a miricetin—glikozidok jelenlétét,
valamint az 6sszes fenolos savtartalmuk is kimagasld, emellett elsdsorban a delfinidin és cianidin
glikozidok jellemzdéek, amelyek szintén nagy antioxiddns kapacitdst mutatnak az alkalmazott
tesztekben. A C-vitamin-tartalommal kapcsolatban a szamdcak is kiemelkedd értékeket adtak, a
fekete ribiszkék mellett, ezt kovették a piros ribiszke és madlna fajtdk. Az Osszantocianin
tekintetében a kiilonbségek 2-4-szeresek voltak a fekete ribiszkék javara.

A fenolos savakat tekintve a szamodcdk elsdsorban elldgsavban €s para-kumérsavban
gazdagok, de a fajtdk kozotti aranyuk is jelentdsen valtozhat. Az éltalam vizsgédlt malndkra az
ellagsav mellett a ferulasav, a galluszsav és a kavésav jellemzO. A piros ribiszkék esetén

kiemelhetd a 4-hidroxi-benzoesav, a vanilinsav, a parakumdrsav és a kdavésav. A fekete
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ribiszkénél a 4-hidroxi-benzoesav, a t-fahéjsav, a parakumadrsav, a galluszsav és a kavésav
mennyisége is meghatirozd. Eredményeim aldtdmasztjdk, hogy a vizsgalt gyiimolcsoknél a
polifenolos vegyiiletek felelosek elsddlegesen az antioxiddns kapacitds értékéért. Az altalam
meghatdrozott Osszes antocianin- és Osszes fenolossav-tartalom, valamint szdmos fenolossav
(galluszsav, 4-hidroxi-benzoesav, kdvésav) mennyisége szorosabb korreldciét mutatott az
antioxiddns kapacitds mérések eredményeivel, mint a gyiimolcsok C-vitamin-tartalma. Ennek
oka els@sorban abban keresendd, hogy ezek a komponensek 6ndlldan, kiilon-kiilon is nagyobb
antioxidans kapacitds értékeket mutatnak az alkalmazott tesztekben. Ennek szerkezeti oka van,
ami elsésorban a hidroxilcsoportok szamaval, elhelyezkedésével fiigg 6ssze. A flavonoid profil
tekintetében megéllapithatd, hogy a madlndk és a piros ribiszkék elsésorban kvercetin-
szarmazékokat tartalmaznak. A szamdcdk esetében sikeriilt apigenin-glikozidokat is kimutatni és
megerdsiteni a kempferol- €s a kvercetin-glikozidok mellett. A fekete ribiszkék rendelkeztek a
legosszetettebb flavonoid mintdzattal, mert egyes fajtdk esetén a kvercetin- és miricetin-
glikozidok mellett naringenin-, luteolin- és kempferol-glikozidokat is sikeriilt megerdsiteni. A
véaltozékonysag nagy valdszinliséggel genetikai okokra vezethetd vissza, hiszen a gylimolcsok
azonos termoteriiletrdl szarmaztak és azonosak voltak a termesztési koriilmények is. A
flavonoidok szintézisét genetikailag kodolt; komplett enzimrendszer szabalyozza, ami elsdsorban
meghatdrozza, hogy az adott gyiimolcsben milyen flavonoidok szintetizalédnak, és ezdltal az
antioxiddns kapacitdsra is kozvetetten kihat ( pl. tobb hidroxilcsoport, dltalinossdgban nagyobb
antioxidadns kapacitdssal jar).

Eredményeimmel a bogyds gylimolcsok taplalkozés-élettani szerepét szerettem volna
hangstlyozni, valamint felhivni arra a figyelmet, hogy elsOsorban azon fajtak feldolgozasat
kellene szorgalmazni, amelyek nagyobb mennyiségben tartalmazzdk azokat a komponenseket,
amelyek a kedvez0 hatdsok elérésében szerepet jatszhatnak, hiszen az élelmiszeripari feldolgozas

soran a fontos komponensek jelentds része megsemmisiilhet.
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8. SUMMARY

The healthy and well-balanced diet can play a significant role in the prevention of free
radicals induced diseases. Comparing the fruits and vegetables berries possess the highest
antioxidant capacity that is due to their high contents of polyphenolics and vitamins.
Epidemiological studies confirmed that these compounds have a direct or indirect role in the
elimination of free radicals, and hence contribute to the prevention of several diseases. My
experiments were carried out to analyze some berry fruits grown in Hungary, including
strawberry, raspberry, red and black currants and some of their most important cultivars.

The antioxidant capacity of berries were determined by various methods based on different
chemistry (electron transfer, hydrogen atom transfer), and hence fruits were investigated under
distinct reaction conditions, and against several free radicals (hydroxyl, superoxide anion, DPPH,
ABTS radicals). Moreover, the ranking orders of fruits established by several methods were also
compared. The determination of some components (vitamin C, anthocyanins, the characteristic
phenolic acids, and other flavonoids) that considerably contribute to the antioxidant capacity
values was also an important task. My experiments were carried out to characterize the
differences in antioxidant parameters among the species and cultivars grown under identical
conditions (soil, climate, moisture etc.) and find out how the antioxidant assays influence the
results. My measurements were completed by testing the applicability (accuracy and sensitivity)
a device commercially available for measuring antioxidant capacity since it was not reported
previously.

Concerning the device it has to be stressed that its lipid-soluble antioxidant capacity
measurement can be considered problematic from several aspects. The primary problem appears
to be the advised solvent (methanol) for the lipid-soluble antioxidant molecules. Using methanol
for these measurements is problematic because several water-soluble compounds are also soluble
in methanol, including vitamin C that is commonly occurring in fruits and vegetables, therefore,
it will also influence the values of lipid-soluble antioxidant capacity. Consequently, a fraction of
the values known as lipid-soluble antioxidant capacity can be attributed to an unknown amount
of undetermined water soluble compounds. Besides, the water soluble citric acid, that has not
free radical scavenging activity, and hence it is not allowed to react under the test conditions,
produced lipid-soluble antioxidant capacity, which is erroneous. Data evaluation is also doubtful.
Since in this mode the reference is the area under the signal curve, the software of the system
will always be able to integrate during a certain time period. It means, results are always

generated, even if the curve converges to the curves of the blanks. If this result obtained for a
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highly diluted sample the results will be multiplied with the dilution factor, and consequently we
get a huge antioxidant capacity, that is also erroneous. Besides purchasing the Kkits, stability
problems may arise, and this way the routine sample measurements is also problematical.
According to my experiments and experiences this instrument is not adaptable to a high-
throughput antioxidant capacity measurement system that is in contrast with the statement of the
manufacturer.

According to my experiments the berry fruits grown in Hungary under the same
conditions are characterized by high antioxidant capacity as confirmed by various antioxidant
assays based on different chemistry and using different free radicals for the measurements. The
correlations among the used methods were significant (p<0,05) in many cases. The values of the
water-soluble and lipid-soluble antioxidant capacities based on the elimination of superoxide
anions showed close correlations with the results of methods measuring the scavenging activity
against hydroxyl, DPPH, ABTS radicals, as well as characterizing the ferric reducing ability of
samples. There is a negative correlation among the TRSC (total radical scavenger capacity) and
other methods, which is due to the differences in data evaluation. The ranking orders of the
species and cultivars were different according to the methods used, which might be due to the
quality and quantities of their antioxidant and other compounds. These mixtures of varied
compositions can be characterized by different behavior under the test conditions. Generally, the
antioxidant capacity of black currants is 2-8 times higher than the values for other species (red
currant, raspberry, strawberry). The ranking orders of the three other fruit species were different
according to the applied tests. According to my experiments, and literature data, it can be
explained by the fact that black currants are rich in all those compounds, - that produce high
antioxidant capacity when measured as a standard in the tests applied in my experiments (ACW,
ACL, TRSC, FRAP, TPC, TEAC, DPPH). Firstly its gallic acid content and myricetin
glycosides have to be emphasized, and its total phenolic acid content is also considerable. The
delphinidin and cyanidin glycosides also belong to the characteristic compounds of black
currants that show high antioxidant capacity in the applied tests. Besides black currants,
strawberries had also high vitamin C contents, followed by red currants and raspberry cultivars.
The total anthocyanin contents were 2-4 times higher in black currants than other berries. As far
as the phenolic acids are concerned the strawberries are rich in ellagic acid, and para-coumaric
acids, but their ratios can also vary significantly among cultivars. Besides ellagic acid, ferulic
acid, gallic acid, and caffeic acid belong to the characteristic compounds of the investigated
raspberries. In the red currants, 4-hydroxy-benzoic acid, vanillin acid, para-coumaric acid and
caffeic acid were the dominant compounds. In black currants, the amounts of 4-hydroxy-benzoic

acid, trans-cinnamic acid, para-coumaric acid, gallic acid, and caffeic acid are also significant.
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My results confirm that polyphenolic compounds are responsible for most of the antioxidant
capacity in case of the tested fruits. The determined total anthocyanin and total phenolic acid
contents as well as the contents of several phenolic acids (gallic acid, 4-hydroxy-benzoic acid,
caffeic acid) showed closer correlations with antioxidant capacity values than did the vitamin C
content of fruits. This is explained by the fact that these components are also characterized by
higher antioxidant capacity value when tested as isolated compounds in the applied tests. It is
due to their structure, primarily the number and position of the hydroxyl groups. Related to the
flavonoid profile it can be concluded that raspberries and red currants accumulate primarily
quercetin derivatives. In strawberry, apigenin glycosides were also detected and confirmed,
besides kaempferol and quercetin glycosides. Black currants possessed the most complex
flavonoid profile, since naringenin, luteolin, kaempferol glycosides could be also confirmed in
some cultivars in addition to the myricetin and quercetin glycosides. Genotype must be
responsible for most of the variation detected since berries were grown in the same area under
identical conditions. The flavonoid biosynthesis is controlled by a complex enzyme catalyzed
system, that primarily determine which flavonoids are synthesized, therefore it has an indirect
effect on their antioxidant capacity (for example, more hydroxyl groups mean higher antioxidant
capacity).

My results emphasize the role of berries in nutrition, and draw the attention on the choice
of cultivars used for processing. Cultivars should be chosen according to their most favorable
inner content since most food industrial treatments will result in a considerable loss of bioactive

compounds of fruits.
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10. MELLEKLETEK

Melléklet 1.

Hidroxi-bezoesav

R;= R,=0H, R; = H : Protokatekinsav
R,=R,=R3=OH : Galluszsav

Flavonoidok

Rezveratrol

Hidroxifahéjsav
Ry
Ry \ 0]
OH

R;= OH : Kumarsav
R;=R,=0H : Kavésav
R;=0CH,, R; = OH : Ferulasav

AEaE

[s g
H oH

Klorogénsav

Lignanok
CH,0 ] H,OH
HO CH,OH
O Szekoizolarikirezinol

OCH,
OH

A fontosabb polifenolos vegyiiletek alapszerkezete (Manach és mtsai., 2004)
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Melléklet I1.

Flavonolok

HO

Ry=0M; Ry= Ry=H: Kamferol
R;=R;=0H; R;=H : Kvercetin
R,;= R, = Ry=0H : Miricatin

Isoflavonok

HO

Ry = H: Daidzein
Ry = QH ; Genisztein

Antiocianidinek

OH

Ry =Ry =H: Palargonidin

Ry = 0H; Ry =H : Cianidin

R, = R, = OH ; Delfinidin

Ry = 0Q0H, ; Ry = OH ; Petunidin
Ry = Ry = 0CH; : Malvidin

Ry = H; Ry = OH 2 Apigenin
Ry=R;=0H Luteolin

Flavonok

HO

Ry = H; Ry= OH  Naringenin
R, = Ry = OH : Ertodiktiol
R, = OH; Ry = OCH,: Heszperatin

Flavanolok

Ry =R;=0H; R:=H: Katekinek
Ry = Ry = Ry=0H : Gallokatekinek

A flavonoidok fontosabb osztdlyai (Manach és mtsai., 2004)

142



Melléklet II1.

COOH OHOH
NH, 0
HOOC
e
Fenilalanin Fahéjsav Kﬁomgensav \@,
:&& w 4 OH  OH
‘ Kurkumin
COOH COOH CDDH COOH
NH =
1
—- —_— — —
° i TOCH;  HyCO OCH
OH OH
Tirozin p-kumarsav Kavesav Ferulasav Sz.rnapjnsav
CHzOH CHEDH CHQOH
=
: OCH, OCHs  H,CO OCH,
OH

p-kumaril alkohol

Vanilin Koniferﬂ alkohol

Szrnapfn alkehal

/

A fontosabb fenolos savak kapcsolata, bioszintézis utvonala (Zhao és Moghadasian, 2008).
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Melléklet IV.

OH
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HC OH
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A flavonoid bioszintézis legfObb ttvonalai (Winkel-Shirley, 2001)

Roviditések: C4H:cinnamat-4-hidroxilaz, CHI: kalkon-izomeraz, CHR: kalkon-reduktaz, CHS:

kalkon szintdz, 4CL: 4-kumaroil-KoA-ligdz, DFR: dihidroflavonol-4-reduktdz, DMID: 7,2’-

dihiroxi-4’-metoxiizoflavanol-dehidrataz, F3H: flavanon-3-hidroxildz, FSI és

FSII: flavon-

szintazok, F3'H: flavonoid-3’-hidroxildz, F3'5'H: flavonoid-3’5’-hidroxilaz, IOMT: izoflavon-O-
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metiltranszferaz, IFR: izoflavon reduktaz, I2'H: izoflavone-2’-hidroxilaz, IFS: izoflavon-szintaz,
LDOX: leukoantocianidin-dioxigendz, LCR: leukoantocianidin-reduktaz, OMTO:
metiltranszferdaz, PAL: fenilalanin-ammonia-liaz, RT: ramnozil-transzferaz, STS: sztlibén-
szintdz, UFGT: UDPG (uridin-difoszfogliik6z) —flavonoid-glikozil-transzferdz, VR: vesztiton

reduktaz
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Melléklet V.
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Az antioxidédns kapacitdsok 1 mmol standardra vonatkoztatva
TEAC, DPPH és ORAC médszerrel.
“jelzi a szignifikdns kiilonbségeket a troloxhoz képest (p < 0.05) (Tabart és mtsai., 2009).

Roviditések AA, aszkorbinsav; C, cianidin; C-G, cianidin-3-0-gliikozid; C-Ga, cianidin-3-O-
galaktozid; C-R, cianidin-3-O-rutinozid; Ca, katechin; CA, klorogénsav; D, delfinidin; D-G,
delfinidin-3-O-gliikozid; EA, ellagsav; ECa, epikatechin; EGCa, epigallokatechin; EGCaG,
epigallokatehin-galldt; GA, galluszsav; GCa, gallokatechin; GIl, redukdlt glutition; HE,
heszperidin; K, kempferol; K-G, kempferol-3-O-gliikkozid; M, miricetin; M-R, miricetin-3-

rhamnozid; NA, naringenin; Q, kvercetin; Q-R, rutin; T, Trolox .
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Melléklet VI.
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Az antioxiddns kapacitdsok 1 mmol standardra vonatkoztatva
hemolizis ESR, és Folin-Ciocalteu moédszerrel mérve.

“jelzi a szignifikdns kiilonbségeket a troloxhoz képest (p < 0.05) (Tabart és mtsai., 2009).

Roviditések AA, aszkorbinsav; C, cianidin; C-G, cianidin-3-0-gliikozid; C-Ga, cianidin-3-O-
galaktozid; C-R, cianidin-3-O-rutinozid; Ca, katechin; CA, klorogénsav; D, delfinidin; D-G,
delfinidin-3-O-gliikozid; EA, ellagsav; ECa, epikatechin; EGCa, epigallokatechin; EGCaG,
epigallokatehin gallat; GA, galluszsav; GCa, gallokatechin; Gl, redukdlt glutidtion; HE,
heszperidin; K, kempferol; K-G, kempferol-3-O-gliikkozid; M, miricetin; M-R, miricetin-3-

rhamnozid; NA, naringenin; Q, kvercetin; Q-R, rutin; T, Trolox .
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vezetdjének, hogy munkdmat lehetdvé tette, és biztositotta a sziikséges targyi és anyagi

feltételeket.
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gondolkoddsmodot tart elém a mérésekkel, problémakkal kapcsolatban.

7z
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