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1 Bevezetés és célkituzések

1.1 Bevezetés

A lipidek fontos vegyiiletei az emberi szervezetnek, kiilondsen az anyagcsere folyamatokban
¢s a sejtmembranok szerkezetében betoltott funkcidjuk miatt jelentdsek. Az étkezési zsiradékok
az esszencialis zsirsavak fontos forrasai, amelyek nélkiilozhetetlenek a sejtek normalis
miikddéséhez és a bioaktiv molekulak szintéziséhez. Elelmezés szempontjabol a lipidek egyik
legfontosabb tipusa a triacilgliceridek (TAG), amelyek energiaforrasként is szolgalnak.

A TAG-ek az emésztési folyamat soran monoacilgliceridekké és szabad zsirsavakka alakulnak,
mely hidrolizist a lipadz enzimek végzik. A gyomorban a gyomor-lipaz kezdi meg az emésztést,
majd a hasnyalmirigy-lipaz folytatja a vékonybélben. Ezek az enzimek kritikus szerepet
jatszanak a taplalkozési zsirok lebontasaban, amelyek nélkiilozhetetlenek a szervezet
energiaellatasdhoz és egyéb l1étfontossagu biologiai funkcidkhoz. A zsiremésztési folyamatok
vizsgalata fontos az egészségligyi kutatasokban, mivel Osszefiiggésbe hozhatok bizonyos
betegségekkel, mint példaul az elhizas és a 2-es tipusu cukorbetegség. Az olyan vegyiiletek,
amelyek képesek gatolni a lipazok aktivitasat, potencidlisan felhasznalhatok ezen betegségek
kezelésére vagy megeldzésére.

Ezen enzimgatlas vizsgalatdban jelentds figyelmet kapnak a tanninok, amelyek természetes
novényi polifenolok, és ismert antioxidans és enzimatikus gatld tulajdonsagaik miatt szdmos
kutatds kozéppontjaban allnak. A tanninok képesek kdolcsonhatasba Iépni kiilonbozo
fehérjékkel és enzimekkel, moduldlva azok aktivitasat, igy befolyasolhatjadk az emésztési
folyamatokat. A tanninok kiilonbozd tipusainak enzimmodulacioja keriil vizsgalatra, mint a
kondenzalt, gallotanninok ¢és ellagitanninok. Ezen tulmenden az almatorkoly, amely jelentds
mennyiségben tartalmaz polifenolokat, kiilonosen tanninokat, szintén a vizsgalat targyat

képezi, mint potencidlis lipaz gatld anyag.
1.2 Célkitiizés

A dolgozatom célja, hogy implementaljam a pH stat modszert és ennek segitségével hatarozzam
meg a gyomor- ¢s a vékonybél lipdz enzimeinek aktivitasat. A mérésem alapjat képezi az
INFOGEST-bdl Grundy és mtsai. 2021 altal implementalt pH stat vizsgalati protokoll.

A modszerfejlesztés soran fontos paraméterek meghatarozasat is elvégzem, majd annak

érdekében, hogy egy megbizhato, reprodukalhatd, pontos és preciz mérési modszert hozzak
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létre. Osszevetem tobb bedllitott enzimkoncentracid egymashoz viszonyitott viselkedését és
meghatarozom az adott enzim abszolut aktivitasat.

Emellett célom a modszer tesztelés és alkalmazas enzim gatlasi reakciok kivitelezésével. fgy
tehat megvizsgalom 6t kiilonallo bioaktiv kivonat (gallotannin, ellagitannin, kondenzalt tannin,
vizes ¢és acetonos almatorkolykivonat) hatdsdt a gyomor- €és hasnyalmirigy-lipdz enzimek

aktivitasara.



2 Szakirodalmi attekintés

2.1 Lipidek

2.1.1 Lipidekrél altalanossagban

Az étrendi lipidek kozé tartoznak a triacilgliceridek, a foszfatidil-kolin és a koleszterin. A zsirok
- a fehérjékkel, szénhidratokkal és alkoholokkal egyiitt - a szervezet egyik f6 energiaforrasa. A
zsirsavak a szervezet szamos mas létfontossagu folyamataban is részt vesznek, mint példaul a
sejtmembranok szerkezeti Osszetevdi, bioaktiv molekuldk prekurzorai, enzimaktivitdsok
szabalyozo6i, valamint a génexpresszid szabalyozasa. A zsir fontos energiaforras, ¢és
megkdnnyiti a zsirban 0ldodo étrendi 6sszetevok, példaul a vitaminok (A-, D-, E- és K-vitamin)
felszivodasat. A zsirok €s olajok az esszencidlis zsirsavak fontos forrdsai (EFSA Panel on
Dietetic Products, Nutrition, and Allergies (NDA) 2010; European Food Safety Authority
(EFSA) 2017).

2.1.2 Lipidek szerkezete

A kémiai Osszetétel szempontjabol az étkezési lipidek altalaban TAG-ek (1. Abra). Ezen
vegyliiletek harom szénatomos glicerinbdl allnak, amihez harom zsirsavmolekula kapcsolodik
észter-kotésekkel. A glicerin szénatomjai sztereospecifikus (sn)® szamozastak, vagyis a
zsirsavak helyzetét sn-1, sn-2 és sn-3 jeloléssel szoktdk megadni a TAG-szerkezetben. A
taplalékban leggyakrabban el6fordulo zsirsavak paros szamuak, 8 és 22 kozotti szénatomjuk
van, 0-6 kettds kotéssel (Innis 2011). A zsirsavakat a lanchossz alapjan osztalyozzuk hossza
lanctiakra (12 szénatomnal tobb), kozepes lancuakra (6-12 szénatom) és rovid lanctiakra
(kevesebb, mint 6 szénatom) (Acevedo-Fani €s Singh 2022).

A zsirsavakat lehet telitettségiik fliggvényében is osztalyozni. Vannak telitett €s telitetlen
zsirsavak. A telitetlen zsirsavakat tovabb lehet osztalyozni. Amennyiben a telitetlenség mértéke
egy kettds kotés, egyszeresen telitetlen zsirsavaknak, illetve kettd vagy tobb kettds kotés
esetében tobbszOrosen telitetlen zsirsavaknak nevezziik Oket. A zsirsavak szerkezetének
tovabbi bonyolultsaga a kettds kotések helyzetébdl és a kettdés kotések cisz- vagy
transzorientacidjabol adodhat. A kettds kotések szama, helyzete és orientacidja gorbitheti a

zsirsavlancot, igy megvaltoztathatja a lipidmembranokban valo elhelyezkedését és



modosithatja biofizikai tulajdonsagait, példaul az olvadéasi hémérsékletét (Burdge és Calder
2015).

A lipidek masik f6 csoportjat a foszfolipidek alkotjak, amelyek a sejtmembranok alapvetd
alkotéelemei, €és egy vagy tobb foszfatcsoportot tartalmaznak. Tovabbi Osszetett lipidek kozé
tartoznak a szterolok és glikolipidek, amelyek zsirsavakat, szfingozinokat €s szénhidratokat is

tartalmaznak.

Abra I Triglicerid molekula dltaldnos felépitése (forrds: Stymne és Stobart 1987)
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2.1.3 Lipidek jelentdsége az élettanban

A lipidek részt vesznek az idegrendszer fejlodésében, az idegsejtek differencidlodasaban és
l1étfontossaguak a szinaptogenezishez (Hussain és mtsai. 2019).

A normal étrendben a lipidek az Osszes kaloria 20-40%-at teszik ki, és olyan esszencialis
zsirsavak forrasat jelentik, mint a linolsav és az a-linolénsav, amelyeket az emberi szervezet
nem szintetizal. Ezenkiviil a lipidek, a bioaktiv molekuldk, példaul a hidrofob polifenolok
hordozoi. A lipidek a sejtmembranok szerkezeti Osszetevdi is, részt vesznek a sejtek jelatviteli

utvonalaiban és a szteroid hormonok eldanyagai (Acevedo-Fani és Singh 2022).

2.1.4 Lipidek emésztése

A taplalékban talalhato zsirok tobbsége TAG-bdl all, amelyek kiilonféle hosszl lancu, telitett
¢s telitetlen zsirsavakat tartalmaznak, kisebb aranyban pedig rovid €s kozepes lanct zsirsavak
is jelen vannak. A TAG-ek ép forméaban nem képesek kozvetleniil bejutni az enterocitakba. A
felszivodas eldtt a TAG-ek emulgealédnak, majd monoacilglicerinné és szabad zsirsavakka
hidrolizalédnak. Az emésztés folyamata bonyolult, a nyelv, a gyomor, a belek, az epeholyag és

a hasnyalmirigy Osszehangolt miikodését igényli. A teljes zsiremésztési €s felszivodasi



folyamat altalaban 16-24 orat vesz igénybe. A taplalékkal bevitt zsirokat a gyomorban a
gyomor-lipadz emészti eld, ezt kovetden a vékonybélben a hasnyalmirigy-lipaz végzi el a végso
hidrolizist.

A gyomor eléemésztése fontos szerepet jatszik, nem csupan a gyomor-lipazzal, hanem f6leg a
mechanikus mozgatassal, ami eldsegiti az olaj-viz emulzidk kialakulasat, melyeket
foszfolipidek stabilizalnak amfipatikus micella képzd tulajdonsdguk miatt. Ezen emulgealés
csokkenti a zsirmolekuldk kozotti vonzast, igy azok szélesebb feliileten terjednek szét, ndvelve
a TAG-eket késobb véglegesen hidrolizaldé hasnyalmirigy-lipdzok hatékonysagat. A
zsiremésztés elsddleges helye a vékonybél, mivel a hasnyalmirigy a legjelentdsebb lipaz enzim
termeld szerv.

A gyomor eléemésztése utdn, az emulgealt TAG-ek a nyombélbe keriilnek, ahol serkentik az
epeholyag 6sszehtizodasat €s az epe, valamint a hasnyal kivalasztasat. A TAG-ek hidroliziséhez
epesavak kapcsolddnak a molekuldkhoz. A hasnyalmirigyben termelt kolipdz, ennek okan
képes kapcsolddni a komplexhez. A nyombélbe érkezd zsir 80%-ban emésztetlen
trigliceridekbdl 4ll, a fennmaradé hanyad részben emésztett hidrolizistermékek. A hasnyal
lipazai, diacilglicerinekké, 2-monoacilglicerinné és szabad zsirsavakka bontja a TAG-eket. A
hidrolizis sebessége nagymértékben fiigg a TAG-ek zsirsavainak molekularis szerkezetétol,
mivel minél hosszabb a zsirsav oldalldnc, annal lassabb a hidrolizis (Ratnayake és Galli 2009).
Az epesavak fontos szerepet jatszanak a lipolizis soran keletkezd termékek micellaris oldasaban
1s. Az emulgeélodasi és micellaképzési folyamatok nélkiil a zsirban oldodo tapanyagok, példaul

a zsirsavak felszivodasa jelentsen csokkenne (Hofmann 1963).

2.1.5 Lipaz enzimek jellemzése és szerkezete

A lipazok (E.C. 3.1.1.1.3) olyan enzimek, amelyek elsddleges funkcidja az acil-gliceridek
hidrolizise (1. Képlet). Szdmos mads tipust vegyiilet is lehet szubsztrat, példaul a kis- és
nagymolekuldju észterek, tiolészterek, amidok, és a poliol/polisavészterek. A lipadzok nemcsak
hidrolizisre képesek, hanem katalizalnak szintézist is (3. Abra), ami tovabb néveli a

felhasznalhat6sagukat (Gandhi 1997).
Képlet 1 Lipazok katalizalta hidrolizis: zsir/észter szétvilasztdasa savra és glicerinre/alkoholra viz jelenlétében (forras: sajat
készités)

RCOOR' + H,0 & RCOOH + R'OH
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A lipazok altal katalizalt természetes reakcid a tri-, di- és monogliceridekben talalhato
¢észterkotés hidrolizise, ami szabad zsirsavakat ¢€s glicerint eredményez. A lipazok egyik
legfontosabb jellemzdje azonban az, hogy a szubsztratok széles skalajanak reakcioit
katalizaljak (2. Abra). A lipazok vizes kozegben alapvetden hidrolizalnak, de kiilonboz6
reakciokozeg esetén ez a katalitikus utvonal megvaltozik, és elbillen mas reakciok fel¢, mint
példaul tobbek kozott az észter képzddes, vagy a perhidrolizis. Szerves kozegek novelik a
hidrofob szubsztratok oldhatosagat, javitjadk az enzim termostabilitasat, és a termodinamikai
egyensulyt a hidrolizis iranyabol a szintézis fel¢ toljak el (Castillo, Casas-Godoy, és Sandoval

2016).
Abra 2 Lipdz enzimek dltal katalizdlt reakciok (forrds: Castillo, Casas-Godoy, és Sandoval 2016)
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Az emberi hasnyalmirigy-lipaz (triacilglicerin-acil-hidrolaz EC3.1.1.1.3) a karboxilészterazzal
rokon lipdz szupercsalad legszélesebb korben vizsgalt tagja. Féleg a hasnyalmirigy valasztja ki,
¢s erdsen preferalja a triacilglicerideket a koleszterin-észterekkel, foszfolipidekkel és galakto-
lipidekkel szemben.

A hasnyalmirigy-lipaz (3. Abra) egy glikoprotein, amely 449 aminosavbél 4ll, molekulatomege
46000 Da. A fehérje N-termindlis részén egy rovid, 16 aminosavbol all6 peptidlanc helyezkedik
el. A tercier szerkezet alapjan az enzimnek két teriilete van: egy globularis N-termindlis domén,
amelynek kozpontjdban egy B-red6 mag all, és egy C-termindlis, B-redokbdl allo régid. Ezt a
két domént egy rovid aminosav-nyulvany valasztja el, amelyet hét diszulfidkotés tart fenn. Az
EHL komplexként van jelen, kofaktoraval, a kolipdzzal, amely a C-termindlis doménhez

kapcsolodik (Kumar és Chauhan 2021).

Az enzim el6szor kotddik a szubsztrathoz, igy Michaelis-Menten adszorpcids komplexet képez.
A negativ toltésti Asp- vagy Glu-reziduum kdlcsonhatasa lehetévé teszi, hogy a His-maradék
altalanos bazisként viselkedjen, amely képes egy protont eltavolitani az aktiv hely Ser hidroxil-
csoportjarol, tehat a Ser hidroxil-maradékanak nukleofilitasa fokozddik, és megtdmadja az
acilglicerin karbonil-csoportjat, egy acil-enzim intermediert képezve, amit a koztitermék
stabilizal. Ezutan egy kovalens acil-enzim keletkezik, amely késobb deacilalodik.

A deacilacios 1épést a hatarfeliileten jelen 1évé molekulak nukleofil viselkedése iranyitja. Ebben
a folyamatban egy nukleofil komponens (pl. H-O) megtamadja az acilalt enzimet, ami a termék
(hosszt lanct zsirsav) felszabaduldsahoz ¢és a katalitikus hely regeneralodasahoz vezet (Chapus
¢s mtsai. 1976; Mendes, Oliveira, és de Castro 2012).

A zsiremésztéshez a gyomor-lipazra (4. Abra) is szikség van, amely az erSsen savas
gyomorkornyezet ellenére is stabil és aktiv, valamint a TAG emésztés 10-30%-aért felelOs.
Ezen globularis enzim egy magdoménbdl és egy tetédoménbdl all. A katalitikus hely (Ser-153)
egy 30 aminosavbdl allo szegmens alatt van, amely ,,fedoként” viselkedik és a tetédoménhez

tartozik (Roussel és mtsai. 1999).



Abra 3 A hasnydlmirigy-lipdz szerkezete: Z6ld szin az N-termindlis domén, sdrga szin a katalitikus hely, lila szin a C-termindlis

domén, tiirkiz szin a ko-lipaz, kék szin a teté domén és voros szin katalitikus hely (forras: Kumar és Chauhan 2021)
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Abra 4 A gyomor-lipdz szerkezete: magenta szinii az o/p hidroldz magdomén tetején 1évé tetédomén; zold szinii a katatlitikus
helyet takaro feltételezett fedél; piros szinii az o/ hidrolaz redo,; kék sziniiek a szalak; sarga sziniiek a fordulatok és a random

tekercsek (forras: Roussel és mtsai. 1999)

2.2 Tanninok

2.2.1 Tanninokrdl altalanossagban

A tanninok olyan polifenolok, amelyeket olykor ndvényi polifenoloknak is neveznek.
Eredetileg a tannin elnevezést az Osszehtizd hatdssal (asztringencia) rendelkezd novényi
kivonatoknak adtdk, kémiai hattérismeretek nélkiil. A tanninok fébb megkiilonboztetd jegyei
egy¢éb novényi polifenoloktdl a jellegzetes tulajdonsagai: kotddés fehérjékhez, bazikus
vegyliiletekhez, pigmentekhez, nagymolekulaju vegyiiletekhez és fémionokhoz, valamint az

antioxidans hatas (Okuda ¢és Ito 2011).
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A tanninok féleg a fak ndvekedési teriiletein, valamint a kéreg €s az epidermisz kozotti rétegben
talalhatdak. Gyakran eléfordul, hogy a tanninok termelése a novény valamilyen betegségének
okan fokozddik, ezért feltételezhetd, hogy a tanninoknak biologiai szerepe van a mikrobialis
fertdz¢s, rovarok €s mas allatok rongalasa elleni védelemben. A kondenzalt tanninokat a novény
a tannoszomakba szintetizalja és tarolja, amelyeket a vakuolumok tonoplasztjai zarnak el, igy
nem zavarjak a ndvényi anyagcserét, €¢s nem lépnek kolcsonhatasba a fehérjékkel. Csak abban
az esetben érvényesiilnek, amikor a sejtek sériilnek €s elhalnak (Sieniawska és Baj 2017).

A tanninok vilagszerte megtalalhatok a magasabb rendii novények szamos csaladjaban, példaul
a gesztenye- ¢s tolgyfaban és kiillonféle novényi gubacsokban. Eredetiiktdl fliggden kémiai
Osszetételiik eltérd, €és a hidrolitikus kezeléssel torténd vizsgalatok alapjan két f6 csoportba
sorolhatok. Az egyik a hidrolizdlhat6 tanninok, mint a gallotanninok ¢és ellagitanninok, amelyek
alkotoelemeikre bonthatok. A madsik csoportot a nem hidrolizalhatdo oligo- és polimer
proantocianidinek alkotjak, amelyeket kondenzalt tanninokként ismerlink. Vannak olyan
komplex tanninok is, amiket eredetileg a ,,nem osztalyozott tanninok” k&z¢ soroltak, mivel csak
részben hidrolizalhatok, a katechin egység ¢és a glikozidos rész C-C kapcsolodasa miatt. A
késobbiekben, bevezették a ,,komplex tanninok” és a ,,flavanoellagitanninok™ fogalmat.

A tanninok egyszerti kettéosztasa hidrolizalhat6 €s nem hidrolizalhat6 (kondenzalt) tanninokra
nem tiikr6zi megfeleléen a szerkezeti sokféleségiiket. A szakirodalomban olykor megjelend
»flavanotanninok™ vagy ,kondenzalt flavonoid cserzéanyagok™ kifejezések a katechin
egységekbdl allo tanninokra utalnak. A polimer flavanotanninok a kondenzalt tanninok kozé
tartoznak. Szerkezeti sajatossagaik alapjan a tanninokat négy nagy csoportra lehet osztani:
gallotanninok, ellagitanninok, komplex tanninok ¢és kondenzalt tanninok (Karamali

Khanbabaee 2001a).

2.2.2 Tanninok szerkezete

A tanninok kémiai sajatossaguk alapjan négy szegmensre kiilonithet6k el (5. Abra) (Karamali

Khanbabaee 2001Db):

(1) A gallotanninok olyan tanninok, amelyekben a galloil-egységek vagy azok meta-
depszid szarmazékai kiilonb6z6 poliolokhoz kapcsolodnak, és ezekhez katechin- vagy

triterpenoid egységek is kotddhetnek.
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(2) Az ellagitanninok olyan tanninok, amelyekben legaldbb két galloil-egység C-C-

kapcsolattal kotddik egymashoz, és nem tartalmaznak glikozidosan kapcsolt katechin egységet.

(3) A komplex tanninok azok a tanninok, amelyekben egy katechin egység glikozidosan

kapcsolodik egy gallotannin vagy ellagitannin egységhez.

(4) A kondenzalt tanninok olyan oligomerek és polimerek (proantocianidinek), amelyek
ugy alakulnak ki, hogy az egyik katechin C-4-es kotése kapcsolddik a kdvetkezd monomer

katechin C-8-asahoz vagy C-6-o0sdhoz.

Abra 5 Tanninok csoportositdsa (forrds: Karamali Khanbabaee 2001b)

Tanninok
Gallotanninok Ellagitanninok Komplex tanninok Kond(-:nzalt
tanninok
HO H(OH)
/o OR / \/ (Catechin moiety) ,, /\
/ / HO OH oR ; OH HO__ I
RO/ or O J OH
0 O\ 5% K for 7S / N oH© N
¢ RO HO™ N € o™ / OH o P
SR e BN
i( HO Ti Y o A )
~ 0 P> .
HO™ 7 "OH(G) oH HO R=Galloil mioeti OH
OH OH (G) vagy mas (Katekin mioeti) n
1 2 3 szubsztituensek 4

2.2.3 Tanninok jelentdsége az élettanban

A tanninok szamos farmakologiai hatassal rendelkeznek, beleértve az antioxiddns és
szabadgyok-fogd tulajdonsédgokat, valamint az antimikrobalis, rdkellenes, ¢€s szivveédd
hatdsokat. Ezen feliil jotékony hatast gyakorolhatnak az anyagcserezavarokra, és segithetnek
megeldzni szdmos oxidativ stresszel Osszefliggd betegség kialakulasat. Eddig tobb mint 1000
szarmazékot azonositottak, és ezen komponensek kutatdsa jelents széleskorti felhasznalasi
lehetdségeik €s a biologiai folyamatokra gyakorolt hatasuk miatt. Ezek a vegyiiletek a teaban,
borban, gabonafélékben, kakadban és gyiimolcsokben akar 184 mg/100 g mennyiségben is
megtalalhatok (Smeriglio és mtsai. 2017).
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Fenolos tannin vegyiiletek kivonataval végzett kisérletek kedvezd hatdst mutattak
gyomorfekély ellen. Tovabba szamos gyogyndvény gyomorfekély elleni hatasa magyarazhato

a tanninok jelenlétével (De Jesus €s mtsai. 2012).

2.2.4 Tanninok kolcsonhatasa kiilonb6z6 makronutriensekkel és enzimekkel

A tanninok fehérjékkel valé komplexképzddési képessége egyediilalld tulajdonsaguk, amelyet
mar az 0korban is kihasznaltak (allati borok cserzése). A tanninok ¢€s a fehérjék kozotti reakcid
két szakaszbol all: kotddés €s aggregacid, ami csapadék képzodéséhez vezet. A tannin-fehérje
komplexekkel kapcsolatos korabbi kutatdsok nem-kovalens kotéseket és oldhatatlan
csapadékokat taglalnak, az 0jabb tanulményok kovalens kotéseket és oldhatd komplexeket is
emlitenek (Hagerman 2012; Adamczyk, Simon, €s mtsai. 2017).

Mivel az enzimek fehérjékbdl allnak, a tanninok az enzimekkel alkotott komplexek képzddése
révén csokkentik az enzimek aktivitasat. Egyes tanulméanyok csak csekély mértéka
aktivitascsokkenést tapasztaltak. Ezen kiviil az enzimaktivitds tanninok 4&ltali potencialis
fokozasat évtizedekig figyelmen kiviil hagytak, csupan néhany kivételtdl eltekintve. Ezek
nyoman a tanninok gatlo szerepérol szerzett ismereteink még mindig korlatozottak (Adamczyk,
Simon, ¢és mtsai. 2017).

A tanninok képesek reagdlni kiilonb6zd szerves N-vegyiiletekkel, nitrogénbazisokkal,
poliaminokkal, kitinnel és kitozannal. A tanninok és a fehérjek kozotti reakciokhoz hasonloan
az oldat koncentracioja, kémiai szerkezete ¢és pH-ja is dontd szerepet jatszik ezekben a
kolesonhatasokban (Adamczyk és mtsai. 2011).

A tanninok gatld hatasa kiterjed a lipazokra, kiilondsen a hasnyalmirigy-lipazra, amelynek
inhibicidja az egyik legkutatottabb ebben a témaban. Példaul az Acacia mearnsii kéregébol
szarmazo6 polifenolok is képesek gétolni a hasnyadlmirigy-lipaz miikddését. (Oliveira és mtsai.
2015).

Kiilonb6zo polifenolokat tartalmazo természetes termékek elhizas és cukorbetegség ellenes
hatasuak, a lipaz és az a-gliikozidaz aktivitas gatlasa révén. Az akéc polifenolok elhizas elleni
hatasa tobbek kozott a zsirsavszintézis €s a zsirfelvétel csokkenésének tulajdonithato (Ikarashi

¢és mtsai. 2011).
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2.3 Almatorkoly kivonatok jellemzése

Az almatorkoly magas nedvességtartalmu, szilard biomassza maradvany, amelyet az alma
gyimolcsének gylimoleslé, almabor készitése céljabol torténd feldolgozasa soran
melléktermékként nyernek (Bhushan ¢és mtsai. 2008). Hagyoményosan szarvasmarha-
takarmanyként hasznaljak, a nedves torkoly gyors romlasa miatt csak egy toredékét hasznaljak
fel. Gazdag szénhidrat-, pektin-, nyers rost- €s dsvanyi anyagokban (Shalini és Gupta 2010).
Magas szénhidrattartalma miatt az almatorkolyt szamos mikrobidlis folyamatban hasznaljak
szubsztratként szerves savak, enzimek, fehérjék, etanol, alacsony alkohol tartalmu italok és
pigmentek eléallitdsara. Az almatorkolybdl egyre tobb élelmi rostot, fehérjét, természetes
antioxiddnsokat, biopolimereket, pigmenteket ¢s egyedi tulajdonsagokkal rendelkezd
vegyiileteket nyernek ki (Bhushan és mtsai. 2008).

Az almatorkoly igazoltan tartalmaz polifenolos vegyiileteket, koztiik tanninokat. Ezen tanninok
jelenléte a torkolyben hasonld koncentracidban van jelen, mint magaban a gyiimodlesben, a
torkoly vizes kivonata mar csak tized annyira szdmottevd (Krasnova és Seglina 2019). A
tanninok jelenléte az almatorkoly kivonatban potencialisan befolyéasolhatja a lipdz enzimek

aktivitasat. Ez a feltételezés is részét képezi a dolgozat témdjanak.

2.4 pH stat modszer jelentosege és alkalmazasa

A pH stat berendezés f6 komponensei egy bioreaktor - ahol a biomasszat allandé homérsékleten
¢és pH értéken lehet tartani és allando keverési sebességgel lehet kevertetni - valamint egy pH-
mérd ¢€s egy titralast vezérld egység. A pH értekre adott jelvalasznak megfeleléen egy
vezérldegység mérdoldatot adagol, hogy a pH-t egy eldre beallitott értéken tartsa folyamatosan.
A pH stat berendezés egy olyan reaktor, amelynek van betaplalasa, de nincs kiaramlésa (Ficara,
Rozzi, és Cortelezzi 2003).

A pH stat egy sokoldali modszer, amit tobb teriileten alkalmaznak, mint példaul a
kelatometraban (Macca, Solda, és Zancato 2002), a fémion katalizis vizsgalataban (Pantel
1979) és kiilonb6zo enzimek aktivitasdnak megfigyelésére, tobbek k6zott proteazok (Alkanhal,
Frank, és Christen 1985), és lipadzok (Grundy és mtsai. 2021) mérésére.

Ez a dolgozat a lipazok aktivitdsat vizsgdlja, ami fontos az emulgealt lipidek
emészthetdségének megértésében. Ez a vizsgalat jelentds az emberi gyomor-bél traktusban
lejatszodd metabolikus folyamatok megértésében. Az igy szerzett mérési eredményeket

felhasznalva el lehet juttatni az emésztOrendszeren beliill meghatarozott helyekre
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gyogyszerhatéanyagokat (Li ¢és mtsai. 2011), ¢és bioaktiv ¢élelmiszer-0sszetevoket
(McClements, Decker, ¢s Weiss 2007). Jelentds az érdeklddés a lipidek emésztését és
felszivodasat befolydsolo fobb jellemzok meghatirozasara. A lipidemésztés in vitro
karakterizalasara egyre gyakrabban alkalmazott analitikai modszer a pH stat modszer (Li, Hu,
¢s McClements 2011).

A lipaz enzimek aktivitasa hatékonyan mérhetd a reakcio teljes idotartama alatt a szubsztratbol
felszabaduld szabad zsirsavak allando pH értéken tartott titralasaval. A pH stat modszer
alkalmasnak bizonyult az enzimkinetika tanulmédnyozasara és az enzimreakcid sordn az
aktivatorok vagy inhibitorok hatdsanak vizsgalatara is (Chung €s Scanu, 1974).

Mar 2011-ben megfogalmazddott az igény, hogy az in vitro emésztési modelleket - tobbek kozt
a pH stat modszert - szabvanyositott vizsgalati feltételekkel lehessen végezni, annak érdekében
hogy konnyen Osszehasonlithatok legyenek kiillonbozd kutatasi eredmények az emésztés
vizsgalatanak témajaban (Didier Dupont és mtsai. 2011).

Az INFOGEST modszerben leirtak meghatdrozzak a lipaz vizsgélati paramétereit és azon
alapvetd eszkozoket (standard laboratériumi centrifuga, standard laboratoriumi vortex,
szabvanyos laboratoriumi pH mérd, élelmiszeripari rendszerekhez tervezett pH elektrod,
razopad, inkubator, elektromos vagy kézi daradlé, Eppendorf csovek, milanyag
centrifugacsovek, pipettak és hegyek, mérélombikok, f6z6poharak), amik nélkiilozhetetlenek a
méréshez (Brodkorb és mtsai. 2019). Ezen megkotés az egyszertiség €s a koltséghatékonysag
jegyében sziilethetett, aminek hatranya, hogy a hivatkozott eszkozok laboratdériumrol
laboratériumra valtozhatnak. Az ilyen modon mért eredmények noha Osszehasonlithatoak
lesznek, nagy szérassal értelmezhetdek (Grundy és mtsai. 2021), ami esetleg kevésbé alkalmas
egy olyan inhibitor vizsgalatara, ami csak csekély mértékben befolyasolja az enzimaktivitést.
A folyadékbevitel és a végpont meghatarozasa a titralas soran problémas lehet, ami a médszer
pontossagaval €s precizitasaval kapcsolatos problémakhoz vezethet. Késziilt a probléma
lekiizdésére olyan eszkdz, ami képes potenciometrikus titralast végezni. Ezen berendezés
alkatrészei egy Raspberry Pi, egy léptetdémotoros fecskenddszivattyu, egy kereskedelmi
forgalomban kaphato pH érzékeld és egy alaplap voltak (Boppana és mtsai. 2023). Ezen
berendezés, noha mar automatizalt formaban volt képes végezni a mérést, Osszeallitasa
onmagaban hordozhat nehézségeket.

Ezen dolgozat pH stat mérésének vizsgalatara egy erre a mdodszerre kifejlesztett, kereskedelmi
forgalomban kaphaté6 Metrohm 902 Titrando titrator berendezést hasznaltam, az emberi hiba

tényez0 minimalizalasanak céljabol.
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2.5 INFOGEST modszer

Az élelmiszerek vizsgélatara altalanosan hasznalt in vitro emésztési modszereknek tobb tipusa
1étezik: ezek statikus és dinamikus médszerekre oszthatok. Ezek a modellek a felsd tapcsatorna
fiziologiai koriilményeinek, nevezetesen a szajiireg, a gyomor ¢és a vékonybél fazisainak a
gyogyszerek emésztésének vizsgdlatdra. Ezek a modellek azonban altaldban Osszetettek,
elveégzésiik koltséges, ezért nem mindenki szamara elérhetéek (Brodkorb és mtsai. 2019; D.
Dupont és mtsai. 2019).

A statikus modellek Iényegesen egyszeriibbek és olcsobbak. Az élelmiszerek, enzimek,
valamint az elektrolitok alland6 aranyban vannak, valamint az egyes emésztési fazisok
vizsgalata allando pH értéken folyik. Evtizedek ota széles korben hasznaljdk ezen modszereket
az ¢lelmiszeripari, takarmanyozasi és gyogyszeripari célokra. A statikus in vitro emésztési
modellek igen hasznosnak bizonyultak az in vivo emésztés modellezésében.

Sziikségessé valt az emésztéses vizsgalatok kanonizalasa, ennek tiikrében létrehoztdk, a tobb
mint 35 orszdg multidiszciplindris szakértdibol allo nemzetkdzi INFOGEST halézatot. E
halozat egyik elsddleges eredménye volt a statikus, in vitro szimulacid emésztési paraméterek
meghatarozasa (Minekus és mtsai. 2014; Brodkorb €és mtsai. 2019).

az emésztési folyamat harom f6 fazisdnak (oralis, gyomor- ¢és bélfazis) standardizalt
koriilmények kozotti modellezésével. Az INFOGEST célja, hogy egy egyszeriibb, mégis
megbizhatd protokollt kinaljon, amely konnyen alkalmazhat6 kiilonb6z6 laboratériumokban.
Mivel az emésztés kinetikdjat nem modellezi, az emésztési folyamatok végtermékeire - pl.
peptidekre, aminosavakra, zsirsavakra és egyszeri cukrokra - koncentral. A kozegoldatok
Osszetétele, az enzimek, a pH szabalyzas €és az emésztési id6 kozeliti a fiziologiai adatokat, ami
noveli a mddszer megbizhatosagat. Az INFOGEST egy 1) valtozata (2.0) kiegésziil az oralis
emésztéssel és a gyomorlipdz hasznélataval. A modszer széles korben alkalmazhatd az

¢lelmiszerek tapanyagai felszabaduldsanak tanulméanyozasara (Brodkorb és mtsai. 2019).

2.6 Emulzio jelentosége a pH stat mérésben

A vékonybélbe jutd olajcseppek mérete a bevitt taplaléktol, a gyomorban €s a vékonybélben
lejatszodo fizikai-kémiai folyamatoktol, pl. a cseppek emésztésétol, flokkulaciojatol,

szétesésétdl fliggden nagymértékben valtozhat. A lipidemésztés kezdeti sebessége a cseppek
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méretének csokkenésével nd. A cseppméret csokkenésével nd a cseppeket korbevevod vizes
fazis hatarfeliiletére juto lipidek szama, és a lipaz enzim kozvetleniil érintkezik az emulgealt

lipiddel (L1, Hu, és McClements 2011).
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3 A vizsgalatok modszerei

3.1 A pH stat méréshez sziikséges anyagok és oldatok

A méréseket Grundy és mtsai. 2021-es cikke alapjan, a modszer adaptalasa utdn hajtottam
végre, két lipaz enzimkeverékre, tobbféle gatloszer hasznalataval, annak érdekében, hogy
megvizsgaljam kiilonb6z6 tannin készitmények és almatorkoly kivonatok esetleges gatld
hatdsanak jelenlétét, illetve mértékét lipaz enzim aktivitasra nézve. A mérések elvégzéséhez a

kovetkezOkben leirt oldatokat és keverékeket készitettem el0.

3.1.1 Puffer hatasu kozegoldat hasnyalmirigy-lipaz enzim aktivitasanak vizsgalathoz

A 500 mL kozegoldat elkészitéséhez kimértem a megfelel6 mennyiséget a kovetkezd
anyagokbol: trisz-hidroximetil-aminometan (18 mg, REANAL), NaCl (4,5 g, REANAL),
CaCly (100 mg, SIGMA), epekivonat (1,04 g, SIGMA). A kimért anyagokat egy 500 mL-es
f6zOpoharba raktam, majd hozzadntdttem 400 mL ioncserélt vizet. Ezt a keveréket magneses
keverdbaba segitségével homogenizaltam. Az epekivonat nehézkes oldasa miatt a kevertetés
akar 20-30 percet is igénybe vett. Az elegy pH-jat beallitottam 7,5-re 6 N NaOH oldattal, a
kevertetés megszakitdsa nélkiil. Az igy elkésziilt oldatot atontoéttem egy 500 mL-es

mérélombikba, amit jelre to1tottem ioncserélt vizzel.

3.1.2 Puffer hatasu kozegoldat gyomor-lipaz enzim aktivitasanak vizsgalathoz

A gyomor-lipaz mérésére hasznalatos kozeg Osszetételében eltér a hasnyalmirigy-lipaz
kozegétdl a kovetkezOkben: BSA (50 mg, SAFC), NaCl (4,5 g, REANAL), epekivonat (0,5 g,
SIGMA).

Az elkészitési mod az alapanyagokon ¢és a végsé pH allitdson kiviil megegyezik a

hasnyalmirigy-lipdz mérési kozegével. A pH értéket 5,0-ra kell allitani 1M HCI oldattal.

3.1.3 Hasnyalmirigy-lipaz enzimkeverék

A hasnyalmirigy-lipaz (PL) enzimkészitmény (porcine pancreatin, SIGMA) durva Orlésii liszt
allagli por, amit -80 °C-os fagyasztoszekrényben tarolunk. Hasznalat el6tt meg kellett varni,

mig a kozeg felveszi a szobahdmérsékletet, ami altalaban 20 percet vett igénybe. A PL-bol 1
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cre

mértem ki, melyet 10 mL ioncserélt vizben oldottam fel. A PL nem oldodik teljesen vizben, az
enzimaktivitas kb. 10%-a oldhatatlan fazisban marad, ezért minden alkalommal hasznalat elott
kozvetleniil vortexeltem, hogy homogén legyen az oldat. Az enzim tovabba aktiv proteazokat
tartalmaz, amik gyorsan degradaljak a lipazokat, ezért a PL enzim elegybdl minden mérési nap

ujat készitettem.

3.1.4 Gyomor-Lipaz enzimkeverék

A gyomor-lipdz (RGE) enzimkészitmény (Rabbit Gastric Extract 15-1G, Lipolytech) durva
Orlésti szaritott élesztére emlékeztetd por, amit -80 °C-os fagyasztdszekrényben tarolunk.
Hasznélat el6tt meg kellett varni, mig a kozeg felveszi a szobahOmérsékletet, ami altaldban 20
egy centrifuga csObe 10 mg enzimet mértem ki, melyet 10 mL ioncserélt vizben oldottam fel.
Az RGE teljesen oldodik vizben. Az enzim aktiv protedzokat tartalmaz, amik gyorsan

degradaljak a lipazokat, ezért az RGE enzim oldatbdl minden mérési nap ujat készitettem.

3.2 Gatloszerek

3.2.1 Tannin inhibitor torzsoldatok

Az enzimgatlasra haromfajta tannin port hasznaltam, melyeket a SilvaTeam Welltan
termékcsaladjabol valasztottam ki: egy kondenzalt (Q, kondenzalt tanninkivonat) és két
hidrolizalhato (C, ellagitannin és T, gallotannin) tannin kivonatot. A méréshez 6 mg/mL
koncentracioju torzsoldatot készitettem, melyhez 48 mg tannin port mértem ki, és 8 mL vizben

oldottam fel. Mindhdrom tanninkészitménynél hasonléan jartam el.

3.2.2 Almatorkoly kivonatok

A felhasznalt almatorkoly egy masik kisérletsorozathoz késziilt a tanszéken, amit felhasznaltam
a méréseim kivitelezéséhez. A torkoly egy 2022 Osz elején betakaritott Idared almafajtabol
késziilt, amelyet az Eszat Kft. biztositott (Matészalka, Magyarorszag). Az alma levét normal
ipari koriilmények kozott, enzimkezelés nélkiil préselték. Az almapogacsat a tovabbi

feldolgozasig -20 °C-on taroltdk. Az almatorkolyt fagyasztva szaritottak (Scanvac Coolsafe

19



110-4), majd konyhai méretii elektromos daraldval (Bosch) porréa zaztdk. A bioaktiv 6sszetevok
kivondsa vizes szuszpenzio létrehozasaval és vizes acetonos (70%) extrakcioval tortént. A vizes
szuszpenziot gy készitettek, hogy 1 g almatorkodlyport egy 50 ml-es centrifugacsdbe mértek,
amelyhez 20 ml 30 °C-os vizet adtak, és Ultraturrax sheer force mixerrel keverték (2 perc). A
szuszpenziot alapos homogenizalas utan valtozatlan formaban készitették el. A vizes acetonnal
torténd extrakciot ugy végezték el, hogy 1 g almatdrkdlyporhoz 40 mL 70%-os (v/v) aceton:viz
keveréket adtak. A feliiluszot tiszta 50 mlL-es centrifugacsébe toltotték, és az acetont
vakuumcentrifugaban (Scanvac Coolsafe) elparologtattak. Az elparolgott feliiliszot 10 mL-re
egészitették ki desztillalt vizzel. A végleges kivonatot homogenizalassal készitették el. A

kivonatokat -20 °C-on taroltam a mérések elvégzéséig.

3.3 pH stat mérés

A mérésekhez hasznalt berendezés a 6. abran lathato.

Abra 6 Titrando 902 berendezés (forrds: https://www.metrohm.com/hu_hu/products/2/9020/29020010.html)
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3.3.1 A pH stat mérés szoftveres elokészitése

A méréseket Metrohm Titrando 902 berendezésen hajtottam végre, Biotride pH elektrod
hasznalataval, egyedi program alapjan. A mérési mddszert Tiamo 3.0 szoftver segitségével
hoztam létre. A modszer hét {6 részbdl allt, mindkét enzim készitmény esetében.

A 1épések sorrendben: az elsdé pH beallitas (SET pH 1), sziinet (WAIT 1), a masodik pH
beallitas (SET pH 2), méasodik sziinet (WAIT 2), pH visszamérés (MEAS pH), harmadik sziinet
(WAIT 3) és a statikus pH értéken tartas (STAT pH). A moddszer paraméterei eltértek a
kiilonboz8 mérési beallitdsoknal. Osszesen négy valtozatat kellett elkészitenem a médszernek,
amik a pH érték beallitasaban tértek el (7-10. Abra).

A meérési modszer létrehozésa szintén részét képezi a dolgozatomnak, mivel ilyen tipusu pH
statikus mérési moddszert Magyarorszagon csupan egyetlen masik laboratoriumban

alkalmaznak, igy létrehozasa nem trivialis, és hosszadalmas mddszerfejlesztést igényelt.

3.3.2 PL enzim aktivitasanak mérési modszere

A PL enzim aktivitasat az INFOGEST protokollbol adaptalt Grundy és mtsai. 2021 mddszere
alapjan, pH 8-on vizsgaltam. Ezen modszer fobb paraméterei a 7. Abran lathatok. A modszer
részei;

SET pH 1: 0,1 M NaOH; automatikus homérsékletmérés; keverési sebesség: 5; titralasi
végpont: pH 7,85; adagolasi sebesség maximalis 0,2 mL/perc, minimalis 5 pL/perc;
hémérseklet 37°C; mérési pontok kozotti id6: 0,1 masodperc;

WAIT:120 masodperc; 500 pL szubsztratum manualis hozzdadésa a rendszerhez;

SET pH 2: 0,01 M NaOH oldatot; hdmérséklet-érzékelés automatikus; keverési sebesség 5; pH
végpont 8,00; maximalis adagolasi rata 0,05 mL/perc, minimalis rata 5 uL/perc; titralasi irany
pozitiv; hdmérséklet 37°C; végsé megallasi 1d6 900 masodperc;

MEAS pH: driftkontroll bekapcsolva; adatrogzités: 2 méasodperces intervallum; hdmérséklet
37°C; keverési sebesség 4;

STAT pH: 0,01 M NaOH oldat; pH érték 8,00; adagolasi sebesség €s a pH-érték monitorozasa
be, also hatark pH 2,00, fels6 hatark pH 11; adagolasi rata minimum 0,08 mL/perc, maximum
1 mL/perc.

A PL enzim aktivitasat vizsgaltam pH 8-t6l eltéré6 kémhatason is, pH 7-en. Ugyan az
enzimaktivitas méréshez az idedlis pH a 8-as (lasd Grundy ¢és mtsai. 2021), de az

emeésztésszimulacid és a bioaktivok altal kifejtett hatds nem ezen a kémhatason fejtodik ki,
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hanem a gyomor (pH 3) és vékonybél (pH 7) kémhatéasan. ezért nem csak az ,,ideélis” aktivitas
teszttel foglalkoztam, hanem a ,reélis” kémhatas viszonyok kozott lezajloé folyamatokat is
megvizsgaltam. A 8. Abra az ehhez sziikséges valtoztatasokat mutatja, ami;

SET pH 1: pH 6,85;

SET pH 2: pH végpont 7,00;

STAT pH: pH érték 7,00.

Abra 7 PL enzim aktivitdsanak mérése pH 8,00 értéken folyamatdbra, kézegoldat dsszetételével és a bemeneti anyagokkal

(forras: sajat készités)

Natrium-klorid Kalcium-klorid Epe kivonat

PL mintaoldat
6 N NaOH Osszeallitasa Inhibitor
pH 7,50

0,1M NaOH
Tributirin )
0,01 M NaOH
PL enzim )
0,01 M NaOH Stat pH 8,00

5 perc
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Abra 8 PL enzim aktivitdsinak mérése pH 7,00 értéken folyamatibra kozegoldat dsszetételével és a bemeneti anyagokkal

(forras: sajat készités)

Natrium-klorid Kélcium-klorid Epe kivonat

PL mintaoldat
Osszeadllitasa Inhibitor
pH 6,50

0,1M NaOH

Tributirin )

0,01 M NaOH

Stat pH 7,00
5 perc

0,01 M NaOH

3.3.3 RGE enzimhez készitett modszer

Az RGE enzimet szintén a fent emlitett modszer alapjan készitettem el pH 5,50-6n. A mddszer
csak néhany beallitasban tér el a fent leirt PL mérési modszertdl, igy csak ezeket az valtozasokat
sorolom fel, mig a folyamat részletezése a 9. Abran lathaté. Fébb eltérések: SET pH 1: pH
5,35; SET pH 2: pH végpont 5,50; STAT pH: pH érték 5,50. Az RGE enzim esetében is
készitettem a realis koriilményeket jobban kozelité mérést. Ezt a vizsgalatot pH 3,00-an
végeztem ¢és a modszer nagy része megegyezik a kordbbiakkal, a kovetkezé fontos
valtoztatasok kivételével: SET pH 1: pH 2,85; SET pH 2: pH végpont 3,00; STAT pH: pH
érték 3,00.

A mobdszer részletesen a 10. Abran lathato.
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Abra 9 RGE enzim aktivitisanak mérése pH 5,50 értéken folyamatdbra, kézegoldat dsszetételével és a bemeneti anyagokkal

(forras: sajat készités)

Epe kivonat Natrium-klorid

RGE mintaoldat
Osszeallitasa Inhibitor
pH 5,00

0,1M NaOH

Tributirin

0,01 M NaOH

0,01 M NaOH e Uiy

5 perc
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Abra 10 RGE enzim aktivitdsanak mérése pH 3,00 értéken folyamatdbra, kozegoldat dsszetételével és a bemeneti anyagokkal

Epe kivonat Natrium-klorid

RGE mintaoldat
Osszedllitasa Inhibitor
pH 2,50

0,1M NaOH

Tributirin

0,01 M NaOH

0,01 M NaOH DLy

5 perc

3.4 pH stat mérés végrehajtasa enzimaktivitas meghatarozasahoz

A mintaoldatot, mindkét enzim esetében, minden mérés elott a 37°C-ra temperalt hdmérsekleta
mintatégelyben allitottam Gssze. A mintaoldat kezdetben 14,5 mL puffer hatast kozegoldat,
melynek kémhatasat a berendezés a beprogramozott paraméterek alapjan a PL mérésnél 7,85-
re, RGE esetében pH 5,35-re allitja be 0,1 M NaOH oldattal. Ezutan hozzaadtam 500 uL
tributirint (>98,5%, SIGMA) mindkét enzimnél egyarant, mely szubsztratként van jelen a
rendszerben. Az immar 6sszemért keveréket a berendezés 0,01 M NaOH oldattal PL mérésnél
pH 8,00-ra, RGE mérésnél pH 5,50 -re allitja be. Ezen a ponton hozzdadtam az adott méréshez
sziikséges mennyiségii enzimet (50 uL, 100 pL, vagy 200 uL). Ekkor azonnal elkezdddik az
enzimreakcio és csokkenni kezd a pH érték. A statikus pH mérés 5 percen keresztiil tart, ami
alatt a berendezés rogziti a minta pH 8,00 értéken tartasdhoz sziikséges 0,1 M NaOH oldat
mennyiségét. A mérés idejének leteltével a NaOH oldat fogyasa (mL) abrazolhat6 az id6 (min)
fliggvényében. A kapott eredménybdl a két enzim esetében eltéré modon - PL esetében a 2.

Képlet, RGE esetében a 3. Képlet segitségével - szamolhato az enzim aktivitasa.
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Képlet 2 PL enzim készitmény specifikus aktivitasanak képlete: 4V — a pH stat mérés két idopontja kozétt fogyott NaOH
térfogata (ul); t — idé percben; N — NaOH normalitasa;, C — enzimkészitmény koncentracioja (mg/mL); v — enzim oldat

térfogata (ul) (forras: sajat készités)

(—g’ﬁlg’;) +N - 1000

C-v

SAPankreatin (U/mg) =

Képlet 3 RGE (Nyul Gyomor Enzim) készitmény specifikus aktivitasanak képlete: AV - a pH stat mérés két idépontja kozott
fogyott NaOH térfogata (uL); t - idd percben,; N - NaOH normalitdsa; C - enzimkészitmény koncentrdcidja (mg/mL); v
- enzim oldat térfogata (iL) 1,12 — pH 5,50 értéken hasznalt korrekcios tényezé Grundy és mtsai. 2021 alapjan (forras: sajat

keszités)

(AVN—aOH).N 1,12 -1000
C-v

SAgpge (U/mg) =

3.5 pH stat mérés alkalmazasa enzim inhibicios tesztek esetén

A gatlasi kisérletek végrehajtasa eldtt két enzim oldattal (PL és RGE), tobb beallitassal
végeztem vizsgalatot az 1. Téblazat beallitdsai szerint, annak érdekében, hogy az enzimek

kiindulési aktivitasdt meghatarozzam.

Tablazat 1 Inhibitor nélkiili enzimes mérések dsszeallitasa (forras: sajat készités)

Enzim Inhibitor Enzim (nL) pH Enzim Inhibitor Enzim (unL) pH
PL - 50 8,00 RGE - 50 5,50
PL - 100 8,00 RGE - 100 5,50
PL - 200 8,00 RGE - 200 5,50

RGE - 300 5,50

A vizsgalatok sordn 6t gatlo anyagot (hdrom tannin por és két almatdrkoly kivonat), a tanninok
esetében harom gatlasi szintet két enzimmel (PL és RGE) vizsgéltam. Ezen 6sszeéllitasokat az
2. Téblazat taglalja.
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Tablazat 2 Teljes kisérleti dsszeallitds: PL — hasnyalmirigy-lipaz; RGE — gyomor-lipaz; Q - nem hidrolizalhato tannin kivonat;

C - hidrolizalhato tanninkivonat; T - hidrolizalhato tanninkivonat (forras: sajat készités)

Enzim Inhibitor Enzim (uL) pH | Enzim Inhibitor Enzim (uL) pH
PL - 50 8,00 | RGE - 50 5,50
PL - 100 8,00 | RGE - 100 5,50
PL - 200 8,00 | RGE - 200 5,50
PL Q0,3% 100 8,00 | RGE - 300 5,50
PL Q 0,6% 100 8,00 | RGE Q0,3% 100 5,50
PL Q 0,9% 100 8,00 | RGE Q 0,6% 100 5,50
PL C0,3% 100 8,00 | RGE Q 0,9% 100 5,50
PL C 0,6% 100 8,00 | RGE C0,3% 100 5,50
PL C0,9% 100 8,00 | RGE C 0,6% 100 5,50
PL T 0,3% 100 8,00 | RGE C0,9% 100 5,50
PL T 0,6% 100 8,00 | RGE T 0,3% 100 5,50
PL T 0,9% 100 8,00 | RGE T 0,6% 100 5,50

Acetonos
PL torkoly 100 8,00 | RGE T 0,9% 100 5,50
kivonat
' Acetonos
PL Vizes 100 8,00 | RGE torkoly 100 5,50
torkolykivonat
kivonat
Vizez
PL - 100 7,00 | RGE 100 5,50
torkolykivonat
PL Q0,3% 100 7,00 | RGE - 300 3,00
PL Q 0,6% 100 7,00
PL Q 0,9% 100 7,00

3.6 Statisztika

A statisztikat RStudio (R 4.4.1) segitségével végeztem. Variancia analizist (ANOVA)
futtattam, dsszehasonlitva az egyes mérési beallitdshoz tartozd parhuzamos eredményeket. Az

ANOVA eredményeibdl post-hoc Tukey HSD tesztet alkalmaztam. A Tukey teszt alapjan
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betliket rendeltem az adathalmazokhoz, a szignifikans eltérések szemléltetéséhez. Ezen
adathalmazokat ¢€s statisztikai eredményekre utalo betliket abrazoltam doboz diagram
formatumban. Végeztem tovabba Pearson korrelacios tesztet is, mely szerint korrelacios
egyiitthatot allapitottam meg. A korrelaciot r > 0,7 és r < -0,7 értékek esetén értelmeztem

erosnek.

4 Eredmények és értékelésiik

Ebben a fejezetben bemutatom a mért eredményeket, amiket doboz diagram formajaban
készitettem el az RStudio programmal. Eldszor meghataroztam az enzimek specifikus
aktivitasait a NaOH mérdoldat fogyasa alapjan a korabban bemutatott 2. és a 3. Képlet szerint.
A Grundy ¢és mtsai. 2021 moddszerében taglalt kémhatdsokon megmértem tobb
A vizsgalat sordn végeztem egy 0sszehasonlitd mérést, aminek harom célja volt:

1. az eredendd enzimaktivitds meghatdrozasa, amihez a kiilonb6z0 bioaktivok hatésat

viszonyitottam,
2. azidealis enzimkoncentracid kivalasztasa a tovabbi inhibiciés mérésekhez,
3. amddszer josagéanak ellendrzése a kiilonb6z6 enzimmennyiségekbdl szamolt specifikus

aktivitasok eltérésére.

4.1 Referencia specifikus aktivitasok meghatarozasa

A PL mérési eredményei az eltérd enzimkoncentraciok esetén is azonos specifikus aktivitas
értekeket adtak. Az adathalmazok kozott nem volt szignifikans kiilonbség (F=0,321). A tovabbi
vizsgalatokat 100 pL enzim oldat hozzdadasaval végeztem, mert a 200 pL-re kapott

eredmények szorasa lényegesen nagyobbnak bizonyult (11. Abra).
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Abra 11 PL enzim eltérd enzimmennyiségeken mért specifikus aktivitdsinak eredményei (forrds: sajdt készités)
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Az RGE enzimet hasznidlva pH 5,50-6n készitettem négy kisérleti bedllitast, az
enzimkoncentraciot fokozatosan novelve. A vizsgalatok eredményeit a 12. Abran 6sszegeztem.
Az aktivitasok statisztikai értelemben itt sem kiilonbozzek szignifikansan (F=0,41), ezzel
igazolva, hogy a modszer megbizhatd. A tovabbi vizsgéalatokat az RGE esetében 300 pL
enzimmel végeztem, mivel nem tért el szignifikansan a tobbitdl, ugyanakkor a legkisebb

szorasértéket produkalta.

Abra 12 RGE enzim eltérd enzimmennyiségeken mért specifikus aktivitasanak eredményei (forrds: sajdt készités)
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A specifikus aktivitds mindkét enzimkészitmény esetében is jelentdsen alacsonyabb érték lett,
mint amit Grundy €és mtsai. 2021 kimutattak, annak ellenére, hogy az altaluk leirt médszerrel
dolgoztam. A PL aktivitasa a cikkben leirtakhoz képest majdnem 60%-a 100 pL enzim
hasznalataval, az RGE aktivitdsa valamivel tobb mint 4%-a 200 uL enzimmel.
Meghataroztam a mérési modszer megbizhatdsagat mindkét enzim esetében, ami az adott
enzim egy¢éb bioaktiv anyagot nem tartalmazé referencia adathalmazbdl szamolt RSD% lesz.
Ezen érték a PL pH 8,00 esetében 11,78%, a PL pH 7,00 mérésnél 7,62% ¢és az RGE pH 5,50
referenciaadaté 4,88%.

A modszer érzékenysége a min enzimaktivitds, amit megmértem: 1,48+0,14 U/mg. Ezt a mérési

eredményt az RGE enzim pH 5,50-6n, 0,9% Q tannin inhibitor hozzdadasaval kaptam.

4.2 PL gatlas eredmények

Ebben a fejezetben megvizsgalom egy kivalasztott enzimkoncentracion a bioaktivok hatasat. A
hasznalt hdrom tannin a SilvaTeam WellTan tanninkészitményének harom tagja van. Két
hidrolizalhato (ellagitannin (C) és gallotannin (T)), illetve egy kondenzalt tannin (Q). A mért
eredmények alapjan a tannin kivonatok gatoltak a lipaz enzim miikddését, kivéve a PL, pH 8,00
beallitasok esetében, ahol a tanninok alacsony koncentracioban (0,3%) aktivatorként
viselkedtek megemelve az enzimaktivitast a viszonyitasi értékhez képest, ami az enzim sajat
aktivitadsa modulator nélkiil.

A vizsgalat soran a Q tannin kivonattal végeztem mérést pH 7,00-an is, aminek eredménye eltér
a pH 8,00-an mértektdl. A méréshez felvettem egy 0j referencia értéket, ami a PL hozzéaadott
bioaktiv nélkiil, 7,00-4s pH-n. Mig a két kiilonb6zé kémhatason mért referenciaértékek
hasonloak lettek, az enzimgatlas lefutidsa egészen mas.

A harom hasznalt tannint kiilon taglalom minden enzimnél és kémhatas beéllitasnal. A meért
eredmények a 13-15. és 17. Abrakon lathatoak.

Kitérek tovabba egyéb bioaktiv, az almatorkdly kivonatok eredményeire is, amiknél
megallapithatd volt, hogy a torkolykivonatok nem befolydsoltdk az enzim aktivitasat (16.

Abra).
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4.2.1 PL gatlas vizsgalat kondenzalt tanninkivonattal (Q)

A PL enzimet eldszor a Q tanninkészitménnyel kezeltem, a kdzeget pH 8,00-ra allitottam be. A
Q tannin 0,3%-o0s oldatdnak hozzaadasaval az enzim specifikus aktivitasa megugrott a
viszonyitashoz képest. Ez a valtozas ugyan szemmel lathato a 13. Abran, statisztikailag nem
szignifikans eredmény a Tukey HSD teszt alapjan (p=0,083). A 0,6% tanninkivonattal kezelt
minta specifikus aktivitdsa szignifikdnsan eltérd eredményt mutatott a 0,3%-kal kezelt
mintahoz képest, de nem tért el a viszonyitasi, inhibitort nem tartalmazo értékektdl (p=0,077).
Valddi, statisztikai inhibicidt csak a 0,9 % Q (kondenzalt) tannint tartalmazé minta mutatott

(p<0,001). Itt a gatld anyag tobb mind 40%-kal csokkentette az aktivitast.

Abra 13 PL enzim gatlas dbrdaja SilvaTeam WellTan O, kondenzdlt tanninkivonattal (forrds: sajat készités)
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4.2.2 PL gatlas vizsgalat ellagitannin kivonattal (C)

Az ellagitannin kivonattal (C) végrehajtott enzim gatlasvizsgalat a 14. Abran lathat6
eredményeket mutatta. Inhibicid ezzel a tannin kivonattal egyik kisérleti beallitdssal sem
valosult meg. A tanninkivonat 0,3%-os hozzdaddsa a rendszerhez 52,8%-kal novelte a
specifikus aktivitas értekét. Az eltérés a referencia adatokhoz képest szignifikans volt (p <0,05).
A 0,6% ¢és 0,9% tanninkivonatra mért eredmények egymassal €s a viszonyitési értékekkel is

megegyeztek, de a 0,3%-ostol szignifikdnsan eltért. A 0,6% ¢és 0,9% tanninkivonat hozzaadasa
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mar szignifikdnsan csokkentette az aktivitast a 0,3 %-hoz képest (p=0,013; p=0,003), de nem

csokkentette a referenciaértékhez képest (p =0,065; p =0,265).

Abra 14 PL enzim gatlasa ellagitannin kivonattal (C) 0,3 %, 0,6 %, 0,9 %; pH 8 (forrds: sajdt készités)
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4.2.3 PL gatlas vizsgalat gallotannin kivonattal (T)

A specifikus enzimaktivitas a gallotannin kivonat (T) hozzaadasaval nagyon hasonldan alakult,
mint az el6zd, hidrolizalhaté tanninnal (C). A tanninkivonat megemelte az enzimaktivitas
értékét (41,7%), majd emelve az inhibitor koncentraciot kimutathato volt a szignifikans eltérés
a csoportok kozott (0,3% ¢és 0,6%, 0,9% kozott; (p =0,030; p =0,001). Az enzimaktivitas 0,9%

gatlé anyag jelenlétében sem csokkent a referencia méréshez képest (p =0,999) (15. Abra).
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Abra 15 PL enzim gdtlisa gallotannin kivonattal (T) 0,3 %, 0,6 %, 0,9 %; pH 8 (forrds: sajdt készités)

17.5

15.0

Specifikus aktivitas (U/mg)

12.5 1

PL 100 uL enzim PL0.3% T PL 0.6% T PL 0.9% T

4.2.4 PL gatlas vizsgalat almatorkoly kivonatokkal

A specifikus aktivitas értékek a 16. Abran lathatoan nagy szérassal rendelkeznek. A vizes
almatorkollyel kezelt minta esetében RSD =180% ¢€s az acetonos kivonattal kezet mintanal
RSD =678%. Szignifikans valtozas nem volt tapasztalhat6 a referencia méréshez képest a vizes

¢s az acetonos kivonatolassal késziilt oldat esetében sem (F =0,151).
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Abra 16 PL enzim gdtlisa almatorkoly kivonatokkal: vizes és acetonos; pH 8 (forrds: sajdt készités)
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4.2.5 PL gatlas vizsgalat kondenzalt tannin Kivonattal (Q) médositott pH értéken

A kiilonb6z6 tanninkivonatok gatlasanak mérését kiegészitve, a Grundy és mtsai. 2021
modszertdl eltéréen, pH 7,00-an is elvégeztem kizardlag a Q tanninkészitményt vizsgald
kisérletre, mert a megel6z6 méréseim alapjan (13. Abra) ennek a kondenzalt tanninkivonatnak
volt a legerdsebb gatlasa pH 8,00-an Osszevetve a C és T kivonattokkal. A pH értéket azért
allitottam 7,00 értékre, hogy megvizsgalhassam az inhibicios folyamatot a vékonybél
természetes pH-jan is.

A referencia adathalmazhoz képest, amit kiilon hataroztam meg ehhez az egy méréshez, az
inhibicié tendencidja latvanyosan csokkend volt (r =-0,998). Annak ellenére, hogy 0,3%
tanninkivonat még nem biztositott szignifikans inhibiciét (p =0,084), 0,6% és 0,9% mar igen
(p=0,001; p <0,001). Az enzimaktivitasok atlagai egyik mérési beallitas esetében sem haladtak

meg a referencia atlagat.
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Abra 17 PL enzim gatlasa kondenzdlt tannin kivonattal (Q) 0,3%, 0,6%, 0,9%; pH 7-en (forrds: sajdt készités)
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Mig pH 8-on inkabb kofaktorként viselkedett a legkisebb koncentracidban hozzaadott tannin
kivonat, azaz emelte az enzim aktivitast, addig pH 7-en (ahol egyébként az emésztés folyamata
lejatszodik) inkabb gatloszerként funkcionalt.

A gatlas mértékének kiszdmolasdhoz az adathalmazok atlagait alkalmaztam. A gatlast csak
azon adathalmazoknal értelmeztem, ahol az referenciatol valo eltérés szignifikans értéket adott,
mert az atlagok ugyan eltérnek olyan helyen is (pl. 0,3% Q) ahol a halmaz nem kiilonbozik
szignifikansan a referenciatol, igy fals eredmény sziiletett volna. A 0,6% tanninkivonat tartalmt
beallitas atlagértéke a viszonyitasi atlaghoz képest 19,8%-kal, mig a 0,9% kivonat pedig 28,3%-
kal csokkentette a specifikus aktivitas értékét (17. Abra).

Ezt a vizsgalatot O0sszevetve a pH 8,00 bedllitassal mért adatokkal, a legkiemelked6bb
kiilonbség a 0,6% kondenzalt tannint tartalmaz6 mintanal figyelheté meg, hiszen mig pH 8,00-

an ezen érték latszolag megegyezik a referencidval, itt majdnem 20%-os gatlast produkal.

35



4.3 RGE gatlas eredmények

4.3.1 RGE gatlas vizsgalat kondenzalt tanninkivonattal (Q)

Az RGE enzim inhibicios vizsgalata olyan eredményeket hozott a PL mérésektdl eltérden,
amelyek adathalmazai szemmel lathatoan és statisztikailag is elkiiloniiltek egymastol. A Q
kondenzalt tanninkivonat pH 5,50 értéken szignifikdns gatlast mutatott (18. Abra). A
tanninkoncentracié novelésével szigoruan csokkent az enzimaktivitds (r =-0,992). Minden
adathalmaz eltért a tobbitdl és minden tanninkoncentracid esetében igaz volt, hogy csokken a
specifikus aktivitas; az atlag értékek nem haladtdk meg a referenciat. Az aktivitds csokkenés
0,3% Q esetében 24,5% (p <0,001), 0,6% Q-nal 57,3% (p <0,001) és 0,9% Q-hozzaadasaval
73,1% (p <0,001). A 0,9% inhibitor szinte teljesen megallitotta az enzim hidrolizisét, ami a 18.

Abran lathato médon szinte az 1 U/mg értékig vitte le.

Abra 18 RGE enzim gdtlisa kondenzalt tanninkivonattal (Q) 0,3%, 0,6%, 0,9%; pH 5,50 (forrds: sajdt készités)
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4.3.2 RGE gatlas vizsgalat ellagitannin kivonattal (C)

A gatlas a 19. Abran lathatdo moédon szignifikans eredményeket hozott, hasonléan a Q
kondenzalt tanninkivonathoz. Az elagitanninok koncentracioja forditottan bizonyult

aranyosnak a specifikus aktivitassal. Minden adathalmaz szignifikdnsan elkiiloniilt egymastol
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(F =8,48x1071%), a gatlas tendencidja szigoruan, monoton csokkend (r =-0,992). A maximalis

gatlas ebben az esetben tobb mint 67%-0s volt 0,9% C tannin hozzdadasaval.

Abra 19 RGE enzim gdtlasa ellagitannin kivonattal (C) 0,3%, 0,6%, 0,9%; pH 5,50 (forrds: sajdt készités)
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4.3.3 RGE gatlas vizsgalat gallotannin kivonattal (T)

A gallotannin is képes volt szignifikdnsan csokkenteni a specifikus aktivitast. A 0,3% ¢és 0,6%
tanninkivonat esetében nem volt mérhetd érdemi kiilonbség, a két adathalmaz statisztikai
értelemben megegyezett egymassal (p =0,797). Ezzel a tannin kivonattal végzett vizsgalatnal

is elmondhato, hogy az inhibitor hozz4daddsa minden toménységénél kisebb atlagos aktivitas

értéket eredményezett, mint a referencia adat.
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Abra 20 RGE enzim gdtldisa gallotannin kivonattal (T) 0,3%, 0,6%, 0,9%; pH 5,50 (forrds: sajdt készités)
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4.3.4 RGE gatlas vizsgalat almatorkoly kivonatokkal

Az almatorkoly kivonat, hasonléan a PL almatorkdly méréséhez, nem mutatott szignifikans
valtozast a specifikus aktivitdsokban (F =0,764). A vizes kivonat hozzdaddsa esetén csak
nagyon nagy bizonytalansaggal lehetett elvégezni a méréseket, hiszen ezen eredmények szorasa

a legnagyobb (21. Abra). Ennek oka lehetett a kivonat inhomogenitasa, sok szilard szemcsével.

Abra 21 RGE enzim gdtldsa almatorkély kivonatokkal: vizes és acetonos; pH 5,50 (forrds: sajdt készités)
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4.3.5 RGE gatlas vizsgalat kondenzalt tannin kivonattal (Q) mo6dositott pH értéken

Végeztem tovabba kisérletet a gyomor valds koriilményeit jobban kozelitve, nem az enzim
optimalis kémhatasan, pH 5,50-t61 eltéréen pH 3,0-on. A mérés eredménytelennek bizonyult,
enzimaktivitds értékre harom parhuzamos méréssel nullat kaptam, a NaOH mérdoldat nem
fogyott a mérés alatt. Az RGE ezen a pH értéken mar inaktiv igy az emésztésszimulacio
végrehajtasanal is érdemes arra odafigyelni, hogy a gyomorban talalhaté koriilményeket

hogyan allitjuk be.

4.4 Enzimaktivitas modulacioja bioaktivok hatasara

Enzimaktivitas valtozasainak dsszefoglaldsara meghataroztam a modulacio mértékét, mely azt
mutatja, hogy a referencia adathalmaz atlag értékéhez képest hany %-kal valtoztak a specifikus

aktivitas atlagértékei (4. Képlet).

Képlet 4 M% - modulacio mértéke %-ban,; SA; - specifikus aktivitas az egyes gatlasi szinteken, SAy - specifikus aktivitas

inhibitor nélkiil (forras: sajat készités)

S4,
M% =1—=—=-100
S4,

crer

taglalja, ahol az adott beallitds adathalmaza szignifikansan eltért a referenciatol. A sargéaval
kiemelt eredmények negativ inhibici0, tehat aktivacio, ahol az enzimaktivitds novekedett. A
tablazatban csak azon értékek enzimmoduldcidés hatdsa lathatdé szazalékokban, ami a

referenciatdl szignifikansan kiilonb6z6é adathalmazbol szarmazik.
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Tablazat 3 Enzimaktivitas valtozasainak dsszefoglalasa, a moduldcio mértéke. A tablazat csak azokat az eseteket taglalja, ahol
az adott beallitas adathalmaza szignifikansan eltért a referenciatol. A sargaval kiemelt eredmény negativ inhibicio, tehdt

aktivacio, ahol az enzimaktivitas névekedett. (forras: sajat készités)

Enzim Inhibitor Enzim (unL) pH Modulicié mértéke {glz()) P
PL Q 0,9% 100 8,00 -43,9% - <0,001
PL C0,3% 100 8,00 52,8% - <0,001
PL T 0,3% 100 8,00 41,7% - <0,001
PL Q 0,6% 100 7,00 -19,8% 0,001
PL Q 0,9% 100 7,00 -28,3% i <0,001

RGE Q0,3% 100 5,50 -24,5% <0,001
RGE Q 0,6% 100 5,50 -57,3% 2,92 <0,001
RGE Q 0,9% 100 5,50 -73,1% <0,001
RGE C0,3% 100 5,50 -30,0% <0,001
RGE C 0,6% 100 5,50 -46,7% 3.21 <0,001
RGE C 0,9% 100 5,50 -67,4% <0,001
RGE T 0,3% 100 5,50 -15,8% 0,018
RGE T 0,6% 100 5,50 -20,3% - 0,003
RGE T 0,9% 100 5,50 -39,2% <0,001

A 3. Tablazatban foglaltak alapjan elmondhat6, hogy a PL esetében nem sikeriilt olyan szintii
gatlast elérni, mint az RGE esetében, ahol pl. a Q tannin 0,9% toménységili oldat hozzaadasa a
rendszerhez tobb mint 70%-o0s inhibicidt eredményezett.

Az RGE esetében minden tanninkivonattal vald kezelési vizsgalati eredménybdl lehet 1Cso
értéket szadmolni, ami jelen esetben az adott tannin azon koncentracioja, ahol az enzimaktivitas
pontosan a felére csokken. A Q készitménybdl 2,92 mg, a C-bdl 3,21 mg tanninkészitményt

kell hozz4adni a rendszerhez, hogy megvalosuljon az 50%-os gétlasi szint.
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

A meérések eredményei alapjan a tanninkivonatok (Q, C, T) kisebb koncentracioi nem mutattak
szignifikans gatlast a hasnyalmirigy-enzimre, s6t bizonyos esetekben az enzimaktivitds
novekedését eredményezték. A gatlas ez utobbi esetben eltolodott, eldszor megemelkedett a
specifikus enzimaktivitas €s utana egy csokkend tendencia volt megfigyelhetd nagyobb gatld
anyag koncentracio hatdsara. A gatlas még 0,9% esetében sem haladta meg a referencia értéket,
ami inhibitor nélkiili enzimaktivitas mérés volt. A mddositott koriilmény (pH 8,00-ré1 pH 7,00-
ra) mas eredményt hozott, itt nem emelkedett az aktivitds a referencidhoz képest és 0,6%
tanninkivonat mar szignifikans csokkenést eredményezett (17. Abra). Ugyan a két pH-n mért
eredmények eltérdek voltak, hasonl6 trendeket figyeltem meg.

A pH 8,00 és pH 7,00 értékeken végzett kisérletek kozotti eltérés megerdsitette, hogy a pH
érték jelentdsen befolydsolja a tanninok viselkedését. Adamczyk, Karonen, és munkatarsai
2017-ben megéllapitottak talajvizsgalatok soran, hogy a tannin-enzim kolcsonhatds az
enzimkonformaci6 megvaltozdsa miatt az enzimaktivitds csokkenéséhez, de egyben
novekedéséhez is vezetett, és a tannin-enzim csapadékok rezidudlis enzimaktivitast fejthetnek
ki. Ehhez hasonl6 hatdst mértem a vizsgdlatom soran. Ezen modulacié pontos leirasahoz
tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.

A valtozas valoszinlileg moédositja az enzim katalitikus pontjat, kiilondsen alacsony
tanninkoncentraciok mellett. Ezen kiviil, a semleges kozegben a H' ionok nagyobb
koncentracioja jelentds eltolodast eredményezett a rendszerben, amely hozzajarult a gatlasi
tendencia er6s6déséhez ¢és a gatlas abszolut hatdsanak megjelenéséhez a referenciaadatokhoz
képest.

A méréseim alapjan megallapitottam, hogy egyes gatloszerek esetében a vizsgalati pH érték
jelentdsen befolyasolja az eredményeket, éppen ezért jelentds lehet és érdemes a kifejtés helyén
fellépd koriilményeket modellezni és nem feltétleniil ragaszkodni az idealis viszonyokhoz.

A gyomor-lipazzal (RGE) pH 5,50-6n végzett kisérlet soran klasszikus gatlas volt tapasztalhato
csokkent a specifikus aktivitas, a tendencia monoton csokkent, de az egyes tanninok kozott volt
eltérés a trendben, amiket a kisérleti eredmények 4&brai szépen szemléltetnek. Minden
koncentracional észlelhetd volt a gatldo hatas; az enzimaktivitdsok alacsonyabbak voltak a

referenciaértékekhez képest.
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Az almatorkoly kivonat sem a PL, sem a RGE aktivitasat nem befolyésolta jelentdsen, mivel
az eredmények nem mutattak szignifikans eltérést a referenciaértékhez képest.

A  mérések eredményei, a szakirodalomban leirtakkal ellentétben alacsonyabb
enzimaktivitasokat mutattak ki kiiléndsen a hasnyalmirigy-lipaz esetében. Ennek oka lehet akar
az enzimpreparatumok hosszas tarolasi ideje, vagy a mérésemet megel6zd helytelen
felhasznalas (hidegen kinyitas, hosszas levegon tartas stb.).

A modszer megbizhatdsagat €s érzékenységét bizonyitotta, hogy az alacsony aktivitasi szintek
kozott is szignifikans kiilonbségeket lehetett kimutatni.

Az RGE pH 3,0-n mért enzimaktivitdsanak hianya valdsziniileg annak kdszonhetd, hogy nem
az enzim katalitikus optimalis pH-jan tortént a mérés, ami igy nem eredményezett kimutathato
hidrolizist. Ezt tovabb sulyosbitja, hogy még optimalis koriilmények kozott is nagyon alacsony
aktivitas érté¢keket mértem, és kimutatasi hataron kiviil esik a hidrolizis vizsgalata a beallitott
koriilményekkel.

Javasolt tovabbi kisérletek elvégzése a PL esetében, mindig mindkét pH értéken, hiszen az
eredmények teljesen eltérdek lehetnek a ,.felhasznalds” helyén, mint az idedlis koriilmények
kozott, ami feltehetden inkabb a tanninok tulajdonsagai miatt alakul ki €s mas bioaktivok esetén
1s igaz lehet, valamint a tanninok és enzimek k6zotti kdlcsonhatasok pontosabb megértésére,
kiilondsen lugos kozegben. Fontos lenne meghatarozni az emulzidképzédés meértékét €s
valtozasat az emulgealt lipid cseppek mérete alapjan eltérd6 pH szinten ¢&s
tanninkoncentracional.

g4tl6 tendencia linearitasanak vizsgélatara.

Erdemes lehet meghatirozni az enzimaktivitdsokat hosszabb id@intervallumokon mint a
mérésben hasznalt 300 s, az enzimaktivitast modosito tényezok, katalizis lefolyasara gyakorolt

hatdsanak tovabbi vizsgalatara.
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6 Osszefoglalas

A PL ¢és RGE enzimkészitmények felhasznaldsaval lipaz enzimek specifikus aktivitas
vizsgalatat végeztem a Grundy és mtsai. 2021 alapjan, pH stat mdodszerrel. Készitettem kisérleti
beallitast a protokolltdl eltérd koriilményeken is, mint eltérd pH értékeken.

Megallapitottam, hogy a kidolgozott pH stat mddszer és berendezés alkalmas lipaz enzim
aktivitdsanak mérésére, tovabba bemutattam, hogy a modszer megbizhaté ¢és alacsony
kimutatasi hatarral rendelkezik.

A mérésem Kkiterjedt mindkét enzim esetében a specifikus enzimaktivitasok (U/mg)
vizsgalatara, amit tobb enzimkoncentracid beéllitasaval hataroztam meg. A specifikus aktivitas
értékek azonosak voltak, szignifikans kiilonbség nem mutatkozott az adathalmazok kozott.
Vizsgaltam enzim gatl6 anyagok hatdsat, ¢s megallapitottam, hogy mindharom vizsgalt —
kondenzalt tannin, gallotannin ¢és ellagitannin tartalmu — tannin kivonat képes volt gatolni
mindkét enzimet.

E nemvart eltolddas (a protokollban meghatarozott pH 8,00-an) részletes feltdrasdhoz tovabbi
kisérleteket kell végezni.

A pH 3,00-an végzett RGE enzimes vizsgalat eredménytelensége az enzim optimuman kiviil
esé pH értéknek és az optimalis kornyezetben alapvetden is alacsony aktivitds szintnek volt
kodszonhetd. Nem optimalis pH értéken az enzim nem tudott a modszerrel kimutathat6 aktivitast
produkalni.

Az almatorkoly kivonatok egyike sem gyakorolt hatdst az enzimaktivitasra az adott

beallitasokkal.
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