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1. Bevezetés és celkitlizések

Az almatorkoly az almafeldolgozé ipar mellékterméke, ami példaul az almalé gyartasa soran
keletkezik. Ez az ital a masodik legkedveltebb gyiimdlcslé a narancslé utdn és tobb milliard
litert készitenek beldle évente. Emiatt nagy mennyiségti almatorkoly is keletkezik, aminek a
nem megfeleld kezelése sulyos természeti szennyezést okozhat vagy kozegészségiligyi
veszélyeket idézhet eld. Azonban az igy keletkezd mellékterméknek szamos ipari szektorban,
tobbek kozott az élelmiszeriparban is lehetséges a felhasznaldsa. Az élelmiszeriparban a magas
tapanyagtartalma miatt feltételezhetéen haszndlhaté étrend kiegészitoként, funkcionalis
¢lelmiszerként, illetve €élelmiszer adalékanyagként.

Az almatorkolyben talalhatdo komponensek, mint bioaktiv anyagok jelentds szereppel birnak az
almatorkdlyt tartalmazd élelmiszerek, illetve ételek szervezetre gyakorolt hatdsdban. Az
almatorkdlyben taldlhato Osszetevok, példaul a rostok vagy a kordbban mar emlitett bioaktiv
vegyiiletek, befolyasolhatjadk az almatorkollyel dusitott élelmiszerek vagy ételek emberi
szervezetre gyakorolt hatasait, példaul az enzimek megkotése vagy azok aktivitdsanak
szabalyozésa révén.

A fehérjék az emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlenek, igy fontos, hogy megfeleld
mennyiségli és mindségli fehérjét vigylink be a szervezetbe. Ha az almatorkolyt magasabb
fehérjetartalmu élelmiszerekhez adjuk hozza — példaul hibrid hustermékek kialakitasanak
céljabol —, akkor a fentiekben emlitett hatdsok Iényegesek lehetnek az élelmiszerek
fehérjemindségének szempontjabol. Emiatt hataroztam ugy, hogy megvizsgdlom ezeket a
hatasokat.

A szakdolgozatom egyik célja, hogy megvizsgiljam az almatorkdly kivonat
fehérjeemészthetdségre gyakorolt hatasat. Ezt a hatast egy in vitro emésztésszimulacios kisérlet
soran, egy hustermékeket modellezd teszt matrix (siilt marhahus) fehérjeemészthetdségének
vizsgalataval szeretném elemezni. Az almatorkoly mellett szeretném vizsgalni annak bioaktiv
anyagokban gazdag kivonatainak hatédsat is, ezért két kiilonboz6 kivonat (vizes €s aceton-vizes)
hozzdadasanak hatdsat is szeretném tesztelni. Az emésztésszimulaciot kovetden a mintakat
Sousa et al., 2023 modszere alapjan fogom el6késziteni.

Ezenkiviil 1éteznek mas modszerek is, mivel a fehérjeemésztés vizsgalata tovabbra is rendkiviil
valtozatos lehet. Emellett az almatorkdlyben €s annak kivonataiban talalhato bioaktiv anyagok
nemcsak a fehérjére, hanem mas makrotapanyagokra is hatassal lehetnek. Ezért kiilondsen
husok és huskészitmények esetében érdemes lenne olyan mintael6készitési modszereket
kidolgozni ¢és alkalmazni, amelyekkel tobb tdpanyag is izoldlhatd az emésztett mintabol, igy
lehetévé téve azok emészthetdségének egyidejii meghatarozésat egyetlen mintdbol. Emiatt
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szakdolgozatom masik célja, hogy a fehérjeemészthetdség vizsgalatdhoz egy ilyen alternativ
modszer tesztelése volt, és az eredmények Osszevetése a Sousa et al, 2023 standard modszerrel
elokészitett mintak eredményeivel. Ezzel az Gj modszerrel a vizsgalt matrixnak nem csak a
fehérjeemészthetdsége hatarozhatdé meg, hanem a zsiremészthetOsége vagy akar a zsirban
old6dé vitaminok mennyisége is, igy ez a mddszer gyorsabb, az egyes komponensek

emészthetdségének megvizsgalasahoz nem kell kiilon mintael6készités.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Az almatorkdly felhasznélasa

Az almatorkoly az alma feldolgozdsa soran 1étrejové melléktermék, mely héjdarabokat,
magokat, valamint megmaradt gyiimolcspépet tartalmaz. Emiatt szdmos olyan fontos
komponens talalhaté meg benne, amely magas tapanyagtartalmu, €s az emberi szervezetre
elényds hatast gyakorol. Ez indokolja, hogy felhasznalhatosaganak lehetdségével szdmos
teriileten foglalkoznak. Ezen tilmenden az almatorkoly azért is figyelmet érdemel, mivel
kiilonboz6 ipari folyamatok soran jelentés mennyiségben keletkezik. A nem megfelel6 kezelése
igen komoly negativ hatassal lehet a kornyezetre, mivel karos komponensek termelddhetnek,
¢és emellett kellemetlen szagokat is 4raszthat (Zhang et al., 2021). Biogaz és bioilizemanyag
termelése, allatélelmezés és alkoholok eldallitasa a legelterjedtebb felhasznélasi modok.
Egyik jelentds felhasznéldsa jelenleg ennek a mellékterméknek a fermentacid, ami a mai
vildgban egyre nagyobb jelentdséggel bird biotechnoldgiai teriilet. Fermentacids folyamatok
soran szubsztratként alkalmazzdk egyes helyeken az almatorkdlyt, mivel fermentalhatd
cukortartalommal rendelkezik. Végezhetd olyan fermentéci6 is, amely magara a fermentéciora
Osszpontosit, és nem alkalmaz ugynevezett downstream folyamatokat. Készithetd olyan
fermentécid is, amelynél sziikségesek tisztitasi és szeparacios folyamatok. Mindkét modszerhez
anaerob baktériumokat hasznalnak (Zhang et al., 2021; Kauser et al., 2023). Egy 2023-ban
megjelent tanulmanyban almatérkdlyt hasznaltak pektin és biolizemanyag termelésére higitott
kénsav €s anaerob fermentacio alkalmazéasaval. A pektin egy stabilizald és emulgealo anyag, az
almaban azonban egy ,,ragasztd” szerepet tolt be, a cellulozt, hemicellulozt és a fehérjéket tartja
Ossze (Vaez et al., 2023).

Manapsag a fogyasztok nagy figyelmet szentelnek a husok mindségének, amit befolyasol az
allat étrendje, igy nagyon sok helyen a baromfikat almatorkollyel etetik, mivel természetes
eredetli és magas tapértéki adalékként szolgal.

Az allatélelmezés mellett egyre nagyobb szerepe van az alternativ, élelmiszeripari
melléktermékek visszaforgatisanak az emberi fogyasztasra szant €élelmiszerek estén is. Ezen
filoz6fia mentén, késziiltek olyan kolbaszok is, amelyek készitéséhez almatorkolyben taldlhato
rostot hasznaltak, igy a termék rosttartalma magasabb lett. A siitdiparban is felhasznaljak
akként, hogy kekszekbe, kenyerekbe és egyéb siitdipari termékekhez adjak hozza az
almatorkolybdl késziilt lisztet, amely folytan ezek rosttartalma nd, tovabba az érzékszervi
tulajdonsagaik is javulnak. Emellett a pektintartalma miatt zselés €¢lelmiszerek eldallitasara is

hasznalhat6 (Zhang et al., 2021; Kauser et al., 2023).



2.2 Az almatorkoly Osszetétele, komponensei

Az almatorkoly az alma feldolgozasa soran keletkezé melléktermék, igy olyan komponenseket
tartalmaz, amelyek az alméban is megtalalhatéak, de a mennyiségiik nem feltétlen egyeznek az
¢p almaban talalhaté mennyiséggel. A makrokomponensek mellett, szamos bioaktiv anyagot is
tartalmaz: asvanyi anyagok, vitaminok és polifenolok. Antioxidans tulajdonsaga is van
koszonhetden a vitaminok és a polifenolok jelenlétének, amelyek a szabadgyokok
semlegesitésére képesek, ezéltal az emberi szervezet egészségének fenntartasara pozitiv
hatassal lehetnek (Waldbauer, McKinnon and Kopp, 2017).

Az almatorkoly az almaban 1évé magokat is tartalmazza, amelyek a gyiimolcsben talalhato
zsirsavak fotomegét foglaljdk magukba, legfoképpen linolsavat és olajsavat. Az alma
feldolgozasa soran fel nem hasznalt részek gazdagok rostban — féleg pektinben —, igy e részek
keveréke, az almatorkdly magasabb rosttartalmi lesz, mint az alma. Szénhidratok koziil gliikoz
¢és frukt6z, valamint poliszacharidok is talalhatoak benne (Gazalli et al., 2014; Skinner et al.,
2018; Vaez et al., 2023).

Az almatorkoly asvanyi anyag tartalma kalciumbol, magnéziumbol, foszforbodl, cinkbdl és
vasbol 4ll, a vitaminok kozil pedig E- és C-vitamin mutathaté ki benne. E-vitaminok
hozzajarulnak a kordbban emlitett antioxidans tulajdonsaghoz is (Skinner ef al., 2018).

Az antioxidans kapacitasat vitaminok — a kordbban emlitett E- és C-vitamin —, valamint a
polifenol tartalma biztositja. Az utobbi vegyiiletek koziil tobbet is kimutattak és legfoképpen az
almahéjaban izolaltdk dket. Ilyen polifenol vegytilet példaul a kvercetin, katechin, kavésav,
ferulsav, p-kumarsav, vagy épp a hidroxi-fahéjsav. Vizsgalatokkal kimutattak, hogy az egyes
almafajok polifenol-tartalma kiilonb6z0, ezért az almatorkolyben megtalalhatdé polifenol
vegyliiletek mennyisége fiigg attdol, hogy milyen alma feldolgozasabol keletkezett a
melléktermék (Gazalli et al., 2014; Skinner et al., 2018).

A héj legkiils6 részében, a kutikuldban — ami egy lipofil filmréteg viasszal — talalhat6 urzolsav,
valamit ennek egyik izomerje, az oleanolsav. Ezek a vegyliletek pentaciklusos triterpenoidok,
amelyek gyulladascsokkentd és antioxidans tulajdonsaggal birnak (Lopez-Hortas ef al., 2018;
Sharma et al., 2018; Skinner et al., 2018).

2.3 Emészthetdség vizsgalata
Emésztés soran az étel az emésztorendszeren keresztiil haladva kémiai és fizikai valtozasokon
megy keresztiil, koszonhetden az emésztérendszerben 1€vé eltérd viszonyoknak. Az

¢lelmiszerek hatdsa a szervezetre fligg a mikrokomponensek, mint az dsvanyi anyagok és



vitaminok, valamint a makrokomponensek (fehérje, lipidek, szénhidratok) tipusatol, illetve
ezek mennyiségétol.

Az emészthetOség vizsgalata sordn a kiilonb6zo tapanyagok emésztésének, felszivodasanak
hatékonysagat vizsgaljuk, annak érdekében, hogy az egyes részfolyamatokat megértsiik vagy
modositsuk, illetve, hogy felszivodasukat javitsuk. A makrokomponensek az emésztérendszer
egyes részein athaladva, az emésztés folyamata soran kiilonbozé termékekké alakulnak, mint
példaul az aminosavak, zsirsavak, monoszacharidok ¢s még szamos egy¢éb vegyiilet.

Az emésztés folyamatanak nyomon kovetéséhez hasznalhatoéak, in vivo, azaz élészervezetben
végzett vizsgalatok, vagy in vitro, vagyis ¢élészervezeten kiviil torténd vizsgéalatok. A
legmegbizhatébb vizsgalati eredményeket természetesen az embereken végzett kisérletek
adjak, azonban ezek a legkoriilményesebbek. A legredlisabb képet az emészthetdségrol — az
emberi szervezet utan — az allatok segitségével végzett, in vivo vizsgalatok adjak, amelyek soran
az allattal megetetik a vizsgalni kivant élelmiszert, majd az iriilék vagy bél vizsgalataval
allapitjak meg az emészthetdséget (Tavano, Neves and Da Silva Junior, 2016; Zewdie, 2019).
Egy tanulmény a sertés fehérjeemésztését vettette 6ssze az emberi fehérjeemésztéssel. A kapott
adatok a két szervezet esetében jol korrelalnak, igy az emberi fehérjeemészthetdség mértékének
predikcidja a sertéseken végzett kisérletek segitségével megvalosithaté (Hodgkinson et al.,
2022). E vizsgalati modszerek ugyanakkor jelentds koltségekkel jarnak, az allati kisérletek
etikai aggalyokat is felvetnek, valamint engedélyek is sziikségesek hozzajuk. Az in vitro
modszerekhez laboratoriumi koriilmények kozott biztositjuk a sziikséges kornyezetet, vagyis
megprobajuk megteremteni azokat a koriilményeket, amelyek a szervezetben vannak, ezaltal
elétérbe keriiltek az in vitro vizsgalati modszerek, mint példaul az Infogest modszer.

Az Infogest modszer az ugynevezett COST (European Cooperation in Science and Technology,
Eurdpai Tudomanyos és Technologiai Egyiittmiikddés) keretein beliil jott 1étre. Ez egy Eurdpai
Unio altal finanszirozott program, amely lehetdséget ad a kutatoknak, hogy kutatasi hal6zatokat
hozzanak létre. Maga a modszer 1étrehozédsanak célja az volt, hogy 0sszeegyeztesse az in vitro
protokollokat, amelyek az emberi emésztés szimuldlasara alkalmasak. Arra is torekedtek, hogy
egy olyan modszert fejlesszenek ki, ami konnyen hasznéalhat6 a kutatécsoportoknak, és ami

segitségével a kisérleti eredmények 6sszehasonlithatoak (Egger et al., 2016).

2.3.1 Infogest modszer
Az Infogest modszer in vitro emésztési modell, amelyet 2014-ben fejlesztettek ki (Minekus et

al., 2014; Brodkorb et al., 2019). Ez a mddszer vilagszerte elterjedt és rendkiviil gyakran



hasznalt. A mddszer képes biztositani az emberi szajban, gyomorban és vékonybélben uralkodo
viszonyokat. E mddszer arra alkalmas, hogy az emésztés soran felszabadult — emberi szervezet
szamara hozzaférhetd, azaz transzport folyamatokkal elérhetévé tehet6 — molekulak
vették az emésztorendszer egyes allomasainal uralkoddé homérsékletet, pH értékeket, a
jelenlévé enzimek mennyiségét és aktivitasat, valamint az egyes dallomasok kozotti
athaladashoz sziikséges 1d6t. A modszerhez hasznalt nyal, gyomor- és vékonybélnedv egységes,
tehat elére meghatarozott Osszetételt hasznalnak. A szimuldcio eldtt a hasznalt enzim
készitmények aktivitasi szintjeit mennyiségileg meg kell hatarozni. Az Infogest modszer
hasznalhatd az emésztés utdn meghatarozott tapanyagok (példaul peptidek, aminosavak,
kiilonb6z6 €lelmiszerek €s italok gyomor-bélrendszeri sorsanak dsszehasonlitasara (Zhou, Tan
and McClements, 2023). Egy 2018-ban késziilt tanulmanyban kiilonboz¢ allatok tejeinek
bioldgiai aktivitdsat, a proteinck megemésztése soran keletkezé termékeket és az egyes
emésztési allomasokon taldlhaté enzimek gatladsanak mértékét vizsgaltdk Infogest és
tomegspektrometria kombinacidjaval (Tagliazucchi et al, 2018). Egy masik tanulmény
keretein belil a diszn6-, marha-, csirke-, és pulykahus fogyasztdsanak a peptidek bioldgiai
aktivitasara vald lehetséges hatékonysagat vizsgaltdk meg (Martini, Conte and Tagliazucchi,
PAGE (gélelektroforézis technika natrium-dodecil-szulfat alkalmazaséval) segitségével

kovettek nyomon (Santos-Hernéndez et al., 2020).

2.3.2 Fehérjék emészthetsége

A fehérjéket peptid kotésekkel 0sszekotott aminosavak alkotjak, amelyek fontos épitdkovei az
emberi szervezetben létfontossagli szerveknek, hormonoknak és a szervezetben talalhato
testnedveknek. A szervezet {6 nitrogénforrasa, amely a fehérjelancok hasitasa soran keletkezik.
A proteazok proteolitikus, azaz fehérjebonto funkcidval rendelkezd enzimek, amelyek egyarant
eléfordulnak ndvényekben, allatokban és mikrobdkban (Zhang, He and Simpson, 2018). A
proteazok a polipeptid lancokat felépitd aminosavak kozotti peptid kotéseket képesek bontani,
emiatt alkalmasak a fehérjék hidroliziséhez. Egyes aminosavakat a szervezet nem képes
eldallitani, igy ezeket kiilsé forrasbol kell bevinni a szervezetbe. gy az élelmiszerek
fehérjetartalma és a fehérjék emészthetdsége fontos kérdés a fogyasztok szamara. A fehérjék
emészthetdsége azt jelenti, hogy a szervezet milyen mértékben képes lebontani és felszivni a

fehérjéket az emésztési folyamat soran. Ez az arany azt mutatja meg, hogy a taplalékban



talalhato fehérjék mekkora részét tudja a test hasznositani, azaz aminosavakra bontani és
beépiteni a sejtekbe, szovetekbe. A fehérjék mindségének kiértékelésére ma mar szamos
modszer 1étezik.

A koztudatba 1989-ben hoztak be a PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid
Score, fehérje emészthetdséggel korrigalt aminosav érték), fehérje mindségére szolgald értéket.
A PDCAAS egy olyan mutatd, ami patkdnyokon meghatdrozott teljes traktusbeli

emészthetdségén alapuld emészthetdségi értéket hasznal, majd ezt megszorozza a termék elsd

crer

PDCAAS értéket meghatarozoé képlet:

mg elsé limital6 aminosav 1 g vizsgalt fehérjében

PDCAAS (%) = (1)

mg ugyanabbdl az aminosavbdl 1g referenciafehérjében
ahol TD a vizsgalt fehérje valodi emészthetdsége, amit patkanyokon végzett vizsgalatokkal
hataroztak meg ugy, hogy a fehérje nitrogén bevitel és a széklet nitrogén kibocsatas kozotti
kiilonbséget hatdrozzdk meg.

A 100%-ot meghaladd6 PDCAAS értékkel rendelkez6 fehérjék értékét 100%-nak veszik. Ez a
fehérjemindségi mutatd a teljes emésztés utdn méri a fehérjeemészthetdséget, igy nem tesz
kiilonbséget a vékonybélben emésztett fehérje és a vastagbélben torténd erjedés kozott
(Schaafsma, 2005).

A 2013-ban megjelent DIAAS (Digestive Indispensable Amino Acid Score, emészthetd
nélkiilozhetetlen aminosav érték) is a fehérje mindségére utal, azonban az ilealis — vékonybél
végén — fehérjeemészthetdséget veszi figyelembe, mivel a felszivodas a vékonybélben torténik

(Craddock et al., 2021; Sousa et al., 2023).

DIAAS értéket meghatarozo képlet:
DIAAS (%) =

mg els6 limitalé nélkiilozhetetlen aminosav 1 g vizsgilt fehérjében
S g V1236 e . 100 )

mg ugyanabbdl az aminosavbdl 1g referenciafehérjében

A DIAAS értékei meghaladhatjdk a 100%-ot, valamint az FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, Az Egyesiilt Nemzetek Elelmezési és Mezégazdasagi
Szervezete) ennek az értéknek a hasznalatat ajanlja, mivel ez pontosabb mérési modszert
biztosit (Moughan and Lim, 2024).

A fehérjék tobbsége érintetlen marad, amig el nem jutnak a gyomorig, azonban a fehérjék

emeésztése mar a szajban is elkezdddik hidratacioval és az élelmiszer komponensek oldhatova
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tételével. A gyomorba keriilve az ott 1évé sésav denaturdlja a fehérjéket, igy a protelitikus
enzimek — amelyek a peptid kotések felbontasahoz sziikségesek — konnyebben hozzaférhetnek
a kotésekhez. Emellett a sosav a gyomor altal kivalasztott pepszinogént aktiv protedzza,
pepszinné alakitja, amely a fehérjéket kisebb peptid fragmensekre bontja. Ezen fragmenseket
tovabb bontjak kisebb hosszlisdgura tovabbi, az emberi emésztérendszerben talalhatd enzimek,
mint példaul a tipszin, kimotripszin, karboxipeptiddz, vagy a kollagenaz. Az emésztés végso
szakasza a vékonybélben torténik, ahol az amino- és tripeptidazok lebontjak a megmaradt révid
peptidlancokat egyes aminosavakka, dipeptidekké és tripeptidekké, melyek a bélnyalkahartya
sejtjein keresztiil felszivodhatnak. A maradék anyagok, amelyek nem abszorbedlédnak a
vékonybélben, tovabb haladnak a vastagbélbe, ahol mikrobidlis kdrnyezetben tovabbi
atalakuldsokon mennek keresztiil, majd a nem sziikséges anyagok kiiirlilnek a szervezetbdl
(Boye, Wijesinha-Bettoni and Burlingame, 2012).

A fehérjék emészthetdségének vizsgalata torténhet pH-stat modszerrel, amely segitségével a
fehérjék enzimatikus hidrolizise, vagyis az aminosavak felszabadulasa kovetheté nyomon. A
vizsgalat sordn a sziikséges pH-t beallitjuk a megfeleld vegyiiletek haszndlatdval, majd a
vizsgalni kivant mintat hozzdadjuk. A pH-t folyamatosan mérni kell, és amint valtozast
észleliink, vissza kell allitani az eredeti értékre, vagyis a pH értékének a vizsgalat teljes
folyamata alatt konstansnak kell lennie. Ezt egy altalunk elére meghatarozott vegytilettel
tehetjilk meg, amelyet megfeleld mértékben adagolunk, hogy a pH végig az adott értéken
legyen. A hozzdadott mennyiséget és a hozzdadas idSpontjat is feljegyezziik, mivel ezen
paraméterek segitségével tudjuk meghatdrozni a hidrolizis mértékét (Mat et al., 2016). Ezt a
paramétert a fent emlitett SDS-PAGE technikéval is meg tudjuk mérni, mivel a hidrolizis soran
kiilonb6z6 méretli, molekulatomegli peptidek keletkeznek, amelyek ezek alapjan
szétvalaszthatdak (Zhou, Tan and McClements, 2023).

Spektrofotometrids mérések is szolgalhatnak a fehérjék emészthetéségének meghatarozasara,
amelyek soran a jelenlévd peptid-kotések €s az oldhatd fehérjék mennyiségét tudjuk mérni.

Ezen elven alapul a Bradford-mddszer, vagy bicinkonin hasznalata soran lejatszodé folyamat.

2.4 Mintaeldkészitési modszerek

A mintaelOkészités alapvetd fontossagu, mivel biztositja a mérések pontossagat és
megbizhatosagat, emellett segit eltdvolitani a zavard anyagokat, javitja az analitikai modszerek
érzékenyseégét, és eldsegiti a kisérletek reprodukélhatdsdgat. Biztositja, hogy a minta
megfeleljen a vizsgalati modszerek specifikus kovetelményeinek, igy pontosabb ¢és

értelmezhetébb eredményeket kaphatunk. A fehérjék vizsgalatdhoz a forrasatol fliggden a
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fehérjét ki kell nyerni, amely lehetséges a fehérjék kicsapéasaval, amely soran a fehérjék
oldhat6saganak csokkentése torténik egy reagens hozzdadasaval (Novak and Havlicek, 2016).
A Kkicsapas torténhet triklor-ecetsav (TCA), kloroform/metanol vagy ammonium-szulfat
((NH4)2S04) hozzéadasaval.

A TCA segitségével torténd csapadékképzés soran altaldban 10-20%-os vizes TCA oldat
hatasara a mintaban 1évo fehérjék és oldhatatlan anyagok csapadékot képeznek. A csapadékbol
ki kell vonni a TCA maradékokat, illetve egyéb szennyezddéseket, amelyet jéghideg acetonnal
torténd atmosassal lehet kivitelezni (Novak and Havlicek, 2016).

A kloroformot €s metanolt altaldban hidrofob fehérjék kicsapasahoz hasznaljak (Vertommen et
al., 2010). A mintdhoz adva a kloroform és metanol fazisokat hoz 1étre, amelyek kiilonb6zo
anyagokat tartalmaz. A fels¢ vizes-metanolos fézis tartalmazza vizben oldodé anyagokat, mig
az also, kloroformos rétegben hidroféob molekulak talalhatoak. Ezen két fazis kozott
helyezkedik el a fehérje kicsapodasa altal keletkezett csapadék (Vertommen et al., 2010; Novak
and Havli¢ek, 2016).

Ammonium-szulfattal ((NH4)2SO4) torténd kicsapas soran a fehérjék nem denaturdlodnak,
hanem az oldatosag csdkkenése miatt kicsapddnak (Bollineni et al., 2015). Az ammonium-
szulfat magas oldhatosaggal rendelkezik, amely lehet6vé teszi a nagyon nagy ionerdsségil
oldatok készitését, emellett az éara is alacsony, igy széleskdrben alkalmazzak fehérjék
kis6zéasara (Duong-Ly and Gabelli, 2014).

2023-ban az Infogest in vitro modszert kiegészitették egy analitikai folyamattal, amely lehetdvé
teszi a fehérje mindségének és a korabban emlitett DIAAS érték meghatarozasat. A tanulmany
alapjaul szolgalo kutatas egyik célja tehat az volt, hogy egy olyan in vitro Infogest mddszeren
alapulo vizsgalati modszert hozzon létre, ami segitségével az eldre jelzett, valos iledlis (a
vékonybél harmadik szakaszaban torténd) emészthetdség meghatarozéasa lehetséges aminosav
szinten, valamint amely sordn a DIAAS érték is kiszamolhatd. A kutatds masik célja az volt,
hogy 6sszehasonlitsak az in vitro modszerrel végzett mérések eredményét az in vivo mddszerrel
kapott eredményekkel, hét fehérjeforras tanulmanyozasan keresztiil. A kisérlet sordn harom
izolalt fehérjét és négy élelmiszert vizsgaltak. A kisérlet elsé szakaszdban emésztés tortént az
Infogest protokoll szerint. Az emésztést kovetden metanolos kicsapast alkalmaztak, majd
centrifugaltdk a mintakat. Ezek utdn a feliiluszokat és a pelleteket szétvalasztottak, majd harom
kiilonb6zé moddszert alkalmaztak: Kjeldahl, OPA ¢és HPLC (nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia). Az emészthetdség meghatarozdsira mindhdrom modszer esetén
ugyanazt a formulat hasznaltdk. Az eredmények azt mutattdk, hogy az in vitro mérések

korrelaltak az in vivo értékeivel (Sousa et al., 2023).
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2.5 Az almatorkdly hatésa a fehérjeemészthetoségére

A polifenolos vegyiiletek — melyek az almatorkdlyben is megtalalhatok — hatassal lehetnek a
fehérjék emészthetdségére, mivel képesek kapcsolddni az endogén fehérjékhez, mint a
proteazok vagy a nyalban, gyomorban és bélben talalhat6 fehérjékhez. Ennek a kapcsolodasnak
a kovetkezménye, hogy a protedzok aktivitdsa, a szubsztratumoknak a hozzaférhetdsége
valtozik meg. Ez az interakcid azonban nem mindig eredményez negativ hatast, az enzim
szerkezete lazulhat, de akar stabilizalodhat is a kapcsolédas hatdsara. A nagyobb szerkezettel
rendelkez6 anyagok, mint a tannin vagy a polifenolok glikozidjai legtobb esetben lazitjak az
enzimek struktirajat a kotédés soran (Cirkovic Velickovic and Stanic-Vucinic, 2018).

Szamos tanulmany az egyes emésztd enzimekre gyakorolt hatast vizsgalta meg. A pepszin
aktivitasat vizsgalo irodalomban az eredmények nem egyhanguak, mivel egyes eredmények azt
mutattak, hogy a polifenolos vegyiiletek inaktivaltdk a pepszint, de aktivald hatast is kimutattak.
Ezen mérések azonban kiilonb6zd koriilmények, szubsztratok és értékelési modszerek
segitségével torténtek (Tagliazucchi, Verzelloni and Conte, 2005). Ezzel szemben a tripszin
aktivitasara gyakorolt hatas mar egyértelmiibb, mint a pepszin esetében. A tanulmanyok arrol
szamoltak be, hogy a tedban taldlhaté katechinek gatoljak a tripszin aktivitdsat, de nem
maximalisan, vagyis csak csokkenti az enzim aktivitdsat és nem sziinteti meg teljesen (Huang
and Zhao, 2008). Azt is megfigyelték, hogy a tannin monomerjei, mint az eldbb emlitett
katechin vagy a galluszsav sokkal kevésbé aktivak a gatldsban, mint a nagyobb
molekulatdmegi tannin savak.

Némely tanulméany a polifenolos vegyiiletek az in vitro fehérjeemészthetdségre gyakorolt
hatasat tanulményozta. Az eredmények alapjdn megallapitottak, hogy ezen vegyiiletek
csokkentik az az in vitro fehérjeemészthetoség értékét, amit a polifenolos vegyiiletek ¢€s a
fehérjék kozott 1étrejovo kovalens vagy nem kovalens interakcidoval magyaraztak (De Toledo
et al., 2013). Azonban ezen tanulmanyok is eltérd koriilmények kozott késziiltek, igy nehéz
Oket Osszehasonlitani. Egy vizsgalat soran azt figyelték meg, hogy a sajthoz, tejhez és
joghurthoz adott z61d tea kivonat szignifikdnsan csdkkentette a proteolizist a gyomorban, de az
emésztés bél fazisdban nem mutatott ki hatast (Lamothe ef al., 2014).

A polifenolok hatdsat vizsgaltdk tovabba tobbféle asvanyi anyag jelenlétében is. A
vizsgalatokhoz tanninsavval, Ca**, Mg?* és Mn?" kationokkal kezelték a marha szérum
albumint (Bovine serum albumin, BSA), majd ennek a fehérjének az emészthetdségét mérték
meg. A mintdkat minden esetben kezelték tannin savval, majd két kiilonb6z6 koncentracidban
adtdk hozzdjuk a kationokat. Az Osszes minta fehérjeemészthetdsége csokkent a tannin sav

jelenléte miatt. A Ca®" és Mg®" hozzdadasaval ez az érték jelentds mértékkel csokkent, de a
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legalacsonyabb emészthetdségi érték a Mg?*-ionok jelenlétében volt mérhetd. Ha ezen kationok
kicsapasi hajlandosagat vizsgaljuk meg, ugyanezt a sorrendet kapjuk, vagyis a harom kation
koziil a Mg?* a leghajlamosabb 14, majd ezt kdveti a Ca?* és végiil a Mn**(Kaspchak et al.,
2019).

Egy tavaly késziilt tanulmanyban azt vizsgaltdk, hogy az aszkorbinsav (C-vitamin)
befolyasolja-e az emészthetdségét kiilonb6z6 tapanyagoknak, tobbek kozott a fehérjének is. Az
emésztést az Infogest in vitro emésztési modszerrel végezték el. Tejpor, tojasfehérje és
tejsavofehérje izolatumokat hasznaltak mintanak, amelynek az emésztése aszkorbinsav nélkiil
¢s aszkorbinsav jelenlétében tortént, majd ezutan Bradford modszer segitségével mérték meg
az emésztett mintdk fehérje tartalmat, amit az in vitro fehérje emészthetéség meghatarozasa
(IVPD) kovetett. A kapott eredmények alapjan azon mintdkra, amelyhez 1 g aszkorbinsavat
adtak fehérje — és a zsir — emészthetdsége nodtt, azonban 2 g aszkorbinsav hozzdadasa esetén ez
a hatasa ellentétes volt, vagyis csokkent az emészthetdség értéke. Az aszkorbinsav a fehérjén
beliili hidrogén kotéseket gyengiti, igy a protelitikus enzimek tobb helyen képesek tdmadni a
fehérjét (Alsedfy ef al, 2023). Emellett egy masik vizsgalat azt mutatta ki, hogy az
aszkorbinsav az emberi hasnyalmirigyben taldlhaté a-amildzokkal szemben gatlo hatassal is
rendelkezhet (Borah, Sarkar and Duary, 2019).

Az élelmi rostok fehérje emészthetdségre gyakorolt hatasaval tobb tanulmany is foglalkozott.
Az egyikben a repcemag fehérje- ¢és rostosszetevoi kozott esetlegesen 1étrejovo
kolcsonhatasokat vizsgaltak. Elelmi rost frakciokat készitettek repcemag héjbol és tisztitott
repceembrid rostokbdl, majd ezen frakcidonak a repcefehérje koncentratum emészthetdségére
valo hatasat vizsgaltdk. Az ¢lelmi rost hozzdadasa altalanossagban csokkentette a repcefehérje
koncentratum emészthetdségét, de eltérd mértékben. A repcemag héjbdl késziilt rost esetében

a fehérjeemészthetdség csokkent mindharom koncentracid6 — alacsony, kozepes, magas —

crer

crer

emészthetdségi eredménye szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott, mint az alacsony és
kozepes mintdk eredményei. A repceembriobol késziilt rost alacsony és kozepes koncentraciod
hozzaadasa soran a fehérjeemészthetdsége szignifikansan kiillonb6zott egymastol, mig a magas
koncentraciot tartalmazo mintdk értékei szignifikansan nem kiilonboznek a madsik két
koncentracional kapott értékektdl. Ebben az esetben a kontrollndl mért emésztési értékekhez
viszonyitva szignifikansan nem csokkent, mig a repcemaghéjbdl késziilt rost esetében

szignifikansan csokkentette a fehérje emészthetdségét (Joehnke et al., 2018).
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3. Anyagok és mddszerek

3.1 Hasznalt anyagok
3.1.1 Mintak

stilt marhahts:

o 20% zsirtartalommal rendelkezd, Husfarm friss marha daralthas (Lidl),
amelyekbdl pogacsa formaban volt megsiitve 20 percig 200 °C-on, majd
Moulinex HV4 tipust husdardldé berendezés segitségével haromszor volt
ledaralva és felhasznalasig -80 °C-on volt tarolva.

almatorkoly (ESZAT Kft., cim: 4700 Matészalka, Jarmi ut, 57.):

o 2022 06szének elején sziiretelt Idared almafajta, amelyet normalis ipari
koriilmények kozott préseltek €s nem alkalmaztak enzimes kezelést.

almatorkoly kivonatok:

o Azacetonos almatdrkoly kivonathoz 2 g almatorkdly port adagoltam 20 ml 70%
aceton tartalmu ¢és 30% viz tartalmu elegybe. Ezt koriilbelill 2 percig
homogenizaltam IKA T45 ultra turrax segitségével, majd centrifugaltam 4 °C-
on, 6000 rpm-n 20 percig. A feliiliszot leszedtem és vakuum centrifugaba
tettem, ezutan felontottem 10 ml-re.

o A vizes almatorkoly kivonat elkészitéséhez 1 g almatdrkoly porhoz 20 ml vizet
adtam és 1 percig homogenizaltam IKA T45 ultra turrax segitségével.

daralt fehérjementes keksz:

o 1 kg keksz tartalmaz 415 g tisztitott kukoricalisztet, 286 g margarint, 232 g
szukrozt, 50 g cellulozt, 7 g siitéport, 5g celite €s S5g 6rolt gydmbér (Moughan
et al., 2005)

3.1.2 Emésztés

emberi nyalbol kivont amilaz (Sigma-Aldrich, A1031)

nyul gyomraban 1év6 lipaz vagy RGE (Lipolytech, RGE15)
sertésbdl kivont pankreatin (Sigma-Aldrich, P7545-25G)
sertésbol kivont epe (Sigma-Aldrich, B8631)

szervetlen szaj szimuldns oldat (1. tablazat)

szervetlen gyomor szimulans (1. tdblazat)

szervetlen vékonybél szimulédns (1. tablazat)

37%-os s6sav vagy HCI (Thomasker Finomvegyszer, UN1789)
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— kalcium-klorid vagy CaCl>(H20): (Sigma-Aldrich, SLBW0813)
— natrium-hidroxid vagy NaOH (Reanal Kft, mikrogyongyok)
— az emésztés egyes fazisaithoz hasznalt enzim oldatok az alabbiak szerint lettek
elkészitve.
o Az a-amilaz enzim porbol 720 mg-ot kimértem és hozzdadtam 4,8 ml szdj
emésztési szimulanst (1. tdblazat).
o Az RGE enzim porbol 760 mg-ot oldottam fel 15,2 ml szervetlen gyomor
szimuldns oldatban (1. tablazat).
o Az epét tartalmazo oldatot késébb készitettem el, mivel azt sziikséges inkubalni
2 6raig 37 °C-on.
o A pankreatin szuszpenzid készitéséhez 2120,5 mg port atnedvesitettem a 44 ml
szervetlen vékonybél szimuldnssal (1. tablazat), vortexeljiik (10 masodperc) és
5 percig ultrahangos kadba tettem. Ezutdn 5 percig 4 °C-on és 6000
fordulatszammal centrifugaltam. Az igy keletkezett csapadékrol ledntdttem a
feliiluszot és a késObbiekben ezt hasznaltam.

1. tablazat: Az Infogest in vitro emésztésszimulacid soran felhasznalt szimulans oldatok
Osszetétel (Forras: Brodkorb et al., 2019)

Szervetlen nyal Szervetlen Szervetlen vékonybél-
szimulans gZ;inr;?ﬁgigv nedv szimulans
(pH =17,0) (pH = 3,0) (pH=17,0)
Torzsoldat 0,5 literhez 0,5 literhez . o,
= . . s w1 g . w1 1 literhez sziikséges
OsszetevOk koncentracid sziikséges térfogat sziikséges e
(mol/T) (ml) térfogat (ml)

KCl 0,5 15,09 6,9 13,6
KH>PO4 0,5 3,7 0,9 1,6
NaHCO;3 1 6,84 12,5 85

NaCl 2 0 11,8 19,2
MgCl2(H20)6 0,15 0,5 0,4 2,2
NH4(CO3)2 0,5 0,06 0,5 -
CaCL(H20). 0,3 0 - -

HCI 6 0,092 1,3 1,4

NaOH 1 - - -
Desztillalt viz - 373,72 365,7 677
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3.1.3 Mintaelokészités

metanol vagy CH3;OH (VWR Chemicals, 18F224014)
DDP vagy dithiodipropansav (Sigma-Aldrich, MKCH8880)

o 0,12 g DDP-t mértem ki egy 15 ml-es centrifuga csObe ¢€s feloldottam 5 ml
desztillalt vizben. Ehhez 2,4 ml 1 M-os NaOH oldatot, majd 4,6 ml desztillalt
vizet adtam és hiitdszekrényben taroltam.

0,2 M HCI vagy so6sav:

o Az oldat elkészitéséhez 0,4 ml-t mértem ki a 6 M-os HCI-bol és 11,6 ml

desztillalt vizet adtam hozza, majd a hiitészekrénybe raktam felhasznalasig.
kloroform vagy CHCls (Carlo Erba Reagents, V3L655013N)
C19 TAG vagy nonadekansav triglicerid (Sigma-Aldrich, analytical standard)

3.1.4 Fehérjetartalom mérése OPA mddszerrel

natrium-tetraborat vagy borax (Reanal Rt., 85012108)
natrium-dodecil-szulfat vagy SDS (Reanal Rt., 94061668)
1,4- ditiotreitol vagy DTT (Carl Roth, 222-468-7)
o-ftalaldehid vagy OPA (Alfa Aesar, 10224302)

L-szerin (Sigma-Aldrich, 56-45-1)

5%-o0s Triklorecetsav vagy TCA (Sigma, SLBH172V)
etanol (Reanal Labor, vizmentes)

OPA reagens:

o 50 ml OPA reagenst készitettem, amihez 1,905 g boraxot és 25 ml vizet egy
f6zépoharba tettem és koriilbeliil 25 perc alatt feloldottam 55 °C-os ultrahangos
vizflirdoben. Az igy kapott meleg, opalos oldathoz 50 mg SDS-t és 44 mg DTT-
t adtam ¢és tovabbi 5 percig ultrahangos kadban homogenizaltam. Ekdzben 40
mg OPA-t feloldottam 1 ml etanolban és hozzdadtam az oldathoz. Az igy
készitett oldatot 4tmostam 50 ml-es mérélombikba és jelre toltottem desztillalt
vizzel. Az elkészitett OPA-reagenst a felhasznalasig aluféliaba csomagolva a

hiitGbe tettem.
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3.1.5 Proantocianidin tartalom meghatarozasa

—  Q tannin por (95%-0s kondenzalt tannin, SilvaTeam Welltan)
Dimetil-szulfoxid vagy DMSO (Fluka, 448903/1)
— BuOH vagy C:HsOH (Reanal, 99071331):

o Az oldathoz 47,5 ml butant keveriink 6ssze 2,5 ml 37%-o0s sésavval.
— Ammonium-vas(IIl)-szulfat vagy NH4Fe(SO4)> x 12 H2O> (Reanal, 85113943)
o Kimériink 0,2 g so6t és 3,33 ml 6 M sosavat €s 6,66 ml desztillalt vizet adunk

hozza, ezutdn addig keverjiik mig a s6 fel nem oldodik fel.

3.2 Modszerek

3.2.1 Emésztés

Az emésztéshez az Infogest protokollt alkalmaztam, amelyhez kontroll mintaként siilt
marhahust hasznaltam. Az almatorkoly hatasat haromféle modon (liofilizalt por, vizes kivonat
¢s aceton-vizes kivonat), egylittemésztési kisérletekben vizsgéltam. Az emésztésszimulaciot
minden dsszetétel esetén harom parhuzamosban végeztem el. A vak mintaba desztillalt vizet és
fehérjementes, ledaralt kekszet raktam. A csovek tomegét lemértem a késobbi szamolasokhoz.
Az emésztéshez sziikséges mintdk Osszeallitds a 2. tdblazatban lathatdé. A kivonatokhoz
készitiink vak mintékat is, amely a metanolos mintaeldkészités esetében 4 ml desztillalt vizet
¢és 1 g fehérjementes kekszet tartalmaz, az integralt mintaeldkészités soran a vak mintahoz 5 ml
desztillalt vizet hasznéaltam.

2. tablazat: Az emésztett mintak 0sszetevoi (Forrds: sajat munka)

almatorkoly por/kivonat

Mintak siilt marhahts (g) e desztillalt viz (ml)
Almatorkoly por
kontroll 0.9 T 41
Almatorkoly por 0,9 150 3,95
Acetonos kivonat 0,9 0,75 3,35
Vizes kivonat 0,9 3 1,1

2

Az emésztés els6 szakasza a szajban lejatszodo folyamatokat modellezi. Ebben a szakaszban,
az elsd enzimes lépéshez, a mintdhoz hozzdadtam 3,5 ml szervetlen nyal szimulans oldatot,
25 ul CaCla(H20)2-t, 0,5 ml a-amilaz-oldatot és 0,975 ml desztillalt vizet, majd 2 percig, 37
°C-on inkubdltam. Ezutan kovetkezik a gyomorban torténd emésztés, amihez 10 ml

emésztményhez adtam 6,4 ml szervetlen gyomor szimulénst, 5 ul CaClo(H20)»-t, 130 pl HCI-
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t, az 1,6 ml RGE-t tartalmaz6 enzim oldatot és 1,865 ml desztillalt vizet, majd ezt 2 oraig, 37
°C-on inkubaljuk. Az inkubdacids id6 letelte utan a 20 ml emésztményhez 8,5 ml szervetlen
vékonybél szimulans oldatot, 40 ul CaCl(H20)2-t, 2,5 ml epét tartalmazo oldatot, 5 ml
pankreatint tartalmazo oldatot, 130 pul NaOH-t és 3,830 pl desztillalt vizet adtam, majd 26raig
37 °C-on inkubdltam.

Az emésztésszimulacio utdn az emésztményekbdl vett mintdkat (2 ml) kétféleképpen
készitettem el az analitikai mérések végrehajtasa elott. Az egyik a metanolos mintaeldkészités,
ami a jelenleg elfogadott el0készitési mdodszer, a masik a tanszéken kidolgozott alternativa, az

integralt mintael6készitési modszer.

3.2.2 Metanolos mintael6készités

Ez a mintaelkészités a Sousa et al., 2023 protokoll alapjan tortént. A modszer szerint a
fehérjéket metanollal csapjuk ki, tgy, hogy a metanol koncentracioja 80% legyen, ezaltal az
emészthetd fehérje rész egylépésben izolalhatd oldhatosag alapjan. Ehhez 2 ml mintdhoz 8 ml
metanolt adtam, majd vortexelés utan 1 6raig inkubaltam -20 °C-on. Ezt kdvetden a mintakat
centrifugéltam 20 percig, 4 °C-on és 5500 rpm-n ¢€s ledntottem a feliilliszot. A tovabbi mérések
soran a feliiluszo fehérjetartalménak meghatdrozdsan keresztiil informaciot kaptam a

fehérjeemészthetdségrol.

3.2.3 Integralt mintaeldkészités

Az alternativaként hasznalt — integralt — mintaeldkészitési mddszer 1ényege, hogy a vizsgalt
emésztmény matrixbol, nem csak az emészthetd fehérje-tartalmat izolaljuk, hanem eldtte a
minta zsirtartalmat is elkiilonitjiik. fgy az elsé 1épésben a fehérje analitika szempontjabol fontos
mintaeldkészitési 1épést (zsirtalanitas) hajtjuk végre, majd masodik 1épésben az emészthetd
fehérjetartalom izolacidja is megtorténik.

A végrehajtasahoz 2 ml emésztményhez hozzdadtam 250 pl belsé standardet — 1 mg/ml
2 percig vortexeltem. Ezutan ismét 2,5 ml kloroformot adtam hozz4 és fél perc vortexelés utan
2,5 ml desztillalt vizet, majd ismét fél percig kevertetés utdn és centrifugaltam a mintakat
20 percig 6000 rpm-n. Ekkor ez két tazist rendszert kaptam, ahol a felsé fazisban talalhatdéak
meg a fehérjék, mig az also, kloroformot tartalmazo fazis zsirt tartamaz, igy alkalmas a
zsiremeészthetdség vizsgalatara. A keletkezett fazisok koziil a fels6bdl 5 ml-t kimértem €s
hozzaadtam 7,5 ml metanolt. Ezeket a mintakat vortexeltem és a fagyasztoba tettem 1 orara,

majd centrifugaltam 20 percig, 4 °C-on és 5500 rpm-n.
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3.2.4 Savas hidrolizis

Az integralt mintaeldkészitéssel eldallitott mintdk feliilusz6jabol 500 pl, a metanolos
mintaelokészitéssel eldallitott feliiluszojabol 220 ul pipettdztam iiveg kromatografias
mintatartoba ¢és beparoltam vakuumbeparloval, igy az olddszert elparologtattam. A
hidrolizishez desztillalt vizet, DDP-oldatot, 0,2 M HCl-oldatot ¢s 37%-0s HCI-t hasznaltam az
AOAC.2018.06. szabvanyos modszere szerint. A bepérolt mintakhoz 260 ul desztillalt vizet,
120 pl DDP oldatot, 120 ul 0,2 M HCl-oldatot és 500 pul 37%-0s HCl-at adam, majd a mintakat

vortexeltem, majd 110°C-os szaritoszekrénybe tettem 15 orara.

3.2.5 Fehérjetartalom meghatarozdsa OPA-mddszerrel

A fehérjetartalom meghatarozéasa Nielsen és mtsai. altal leirt OPA-modszerrel tortént (Nielsen,
Petersen and Dambmann, 2001). A mérési mddszer alapja, hogy a fehérje amino-csoportjai és
az OPA a DTT jelenlétében egy UV aktiv vegyiiletet képeznek, amely 340 nm-en detektalhato.
torzsoldatot készitettem, amihez 25 mg L-szerint feloldottam 5 ml desztillalt vizbe. Ezt az
oldatot felhasznalva csindltam egy masodlagos toérzsoldatot, 1000 mg/l koncentracidval, amihez
az el6zd oldatbol 400 pl-t pipettaztam 1600 pl desztillalt vizhez. A kalibracidhoz a tiblazat
(3. tablazat) alapjan oldatokat készitettem majd ezen oldatok 25 pl-éhez 725 ul OPA-reagenst
adtam ¢€s 10 perc reakcid id6 utan 340 nm-en megmértem a mintak abszorbanciajat.

3. tablazat: Az OPA méréshez sziikséges kalibral6 oldatsor 6sszeallitasanak leirasa (Forras:
Nielsen, Petersen and Dambmann, 2001)

Koncentracidé (mg/L) 1000 mg/L torzsoldat (ul) 5% TCA (pl)

0 0 1000

25 25 975

50 50 950

75 75 925
100 100 900
125 125 875
180 180 820
250 250 750

Az emésztményekbdl készitett, hidrolizalt mintdkat 1:5 aranyban higitottam, vagyis 50 ul
mintahoz 250 pl 5%-0s TCA-t adtam, majd ebbdl az oldatbol 25 pl-t pipettaztam 725 pul OPA
reagenshez €s 10 perc reakcio id0 utdn megmérte az abszorbanciat 340 nm-en. Az igy kapott

adatok ¢€s a kalibraci6 alapjan szdmoltam ki a minta fehérjeemészthetdségét.
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In vitro fehérjeemészthetdség kiszamoldsanak egyenlete:

PD 08 = [ k)52 100,

ahol Abs: a minta abszorbancidja, y: a kalibracios egyenlet tengelymetszete, m: a kalibracios
egyenes meredeksége, vak: a vak minta koncentracidja (mg/l), ami a kalibracios egyenesbol

van kiszamolva, bf: a bemért fehérje tomege (mg)

3.2.6 Proantocianidin tartalom meghatarozasa

A mérés a Porter et al, 1985 alapjan tortént (Porter, Hrstich and Chan, 1985). A proantocianidok
vagy kondenzalt tanninok meleg, savas kdzegben (95:5 v/v%-o0s n-BuOH-HCI) antocianidokka
alakulnak, melyek 550 nm-en spektrofotometriasan detektalhatoak.

5 mg tannin porhoz hozzaadtam 100 ul DMSO-t, majd ezt dsszekeverve hozzdadtam 9,9 ml
metanolt és centrifugaltam 10 percig, 5500 rpm-n A centrifugalt metanolos tannin kivonat
feliiliszdjanak 1 ml-¢hez 6 ml BuOH-HCI oldatot és 0,2 ml vasreagenst adtam. Kupakkal
lezartam az tiveget és 95 °C-os vizfiirddbe tettem 40 percre. Ezutan 550 nm-en megmértem az
abszorbanciat és kalibracio — amely 95%-ban tiszta, kondenzalt tanninok felhasznalasaval
késziilt — segitségével kiszamoltam a por tannin tartalmat.

Az almatorkoly kivonatok proantocianidin tartalomanak meghatarozasdhoz 600 pl almatorkoly
kivonathoz 10 ml metanolt adtam és centrifugaltam 10 percig, 5500 rpm-n. A feliiliszo
abszorbancidjat 550 nm-en lemértem és a kivonatok tannin tartalmat meghataroztam kalibracio

segitségével.

3.2.7 Statisztikai elemzés

Minden adat atlag + standard eltérés formaban jelenitettem meg minden egyes minta hdrom
ismétlésére vonatkozdan. Az egyvaltozds varianciaanalizist (ANOVA) Tukey post-hoc teszttel
alkalmaztam RStudio hasznélataval. A Student-féle t-probat és a tablazatokat Microsoft Excel
segitségeével készitettem el. A kiilonbségeket p <0,05 esetén szignifikansnak tekintettem. A
metanolos ¢€s integralt mintaelokészitési modszerrel mért mintdk eredményeinek az
Osszehasonlitasat Bland-Altman grafikus dbrazolassal végeztem el (Bland and Altman, 1986).
A két modszer atlaga taldlhatd az x tengelyen, az y tengelyen pedig a két modszer kozotti
kiilonbség. A torzitas, vagyis a kiilonbség atlaga a modszerek kozotti varhato kiilonbséget jelzi,
az intervallum alsé és felso hatarértékei pedig a mdodszerek kozotti kiilonbségek + 1,91*szoras

értékét abrazoljak.
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4. Kiértékeleés

Az almatorkoly kivonatok fehérjeemészthetOségre gyakorolt hatasat Infogest in vitro
emésztésszimulacioval vizsgaltam meg siilt marhahis minta matrixon. Elsé [épésként,
meghataroztam a sililt marhahus fehérjeemészthetdségét, majd egyiittemésztési kisérletben
vizsgéltam az almatdrkoly (por) és kivonatainak (vizes, aceton-vizes) hatasat.

Az emésztésszimulacio elvégzése utan a fehérjeemészthetdség meghatarozasat kétféleképpen
is elvégeztem. A mintakat eldkészitettem a jelenleg elfogadott standard protokoll altal
meghatarozott metanolos kicsapdassal, illetve egy masik, igynevezett integralt mintaelokészitést
is alkalmaztam.

Mindkét modszerrel elokészitett mintak fehérje-tartalmat OPA-moddszerrel hataroztam meg,
savas hidrolizist kovetden aminosav szinten amino-csoportok mennyisége alapjan. A kapott
eredmények alapjan fehérjeemészthetdséget szamoltam.

Végiil az almatorkoly por és az abbol késziilt kivonatok proantocianidin-tartalmat is
megvizsgaltam, annak érdekében, hogy a tapasztalt hatast esetleg ezen a polifenolos molekulak

mennyiségéhez tudjam kotni.

4.1 A siilt marhahus fehérjeemészthetdsége
A marhahus fehérjeemészthetdségének értéke, amelyet metanol segitéségével készitettem eld

¢és kontroll mintaként vizsgaltam, 99+11,6%-ot adott eredménytil.

1. abra: A kontroll mintak fehérjeemészthetdsége a két eltéréd mintaeldkészitést alkalmazva
(Forras: sajat munka)
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Az integralt mintaelOkészités esetében a marhahus fehérjeemészthetdsége 94+7,8% (1. ébra).
Ez a két érték szignifikans kiillonbséget nem mutatott ki (p = 0,553), viszont a szords mértéke
jobb lett az integralt mintaelokészités soran.

A szakirodalmi cikkekben, amelyekben szintén vizsgaltak a marhahus fehérjeemészthetdségét,
ahol ennél az értéknél kisebbet kaptak eredményiil. Xie és tarsai htisok és husanaldogok
tapértékeét vizsgaltak szintén in vitro fehérjeemésztési modszer segitségével. A vizsgalt mintakat
— sertés, marhahts, valamint novényi alapti hiisanalogok — megfézték, majd az Infogest
protokoll alapjan tortént az emésztés, amely utdn etanolt adtak az emésztményekhez 3:1
aranyban, majd a BCA kit segitségével mérték meg a fehérjeemészthetéséget. A fott marhahus
fehérjeemészthetosége koriilbeliil 80% (pontos adat nincs feltlintetve), amely kevesebb az
altalam meért értékeknél, ami azzal magyardzhatd, hogy a cikkben szaritott minta emésztési
vizsgalata tortént, ami csokkenti az emészthetdség értékét, mivel a szaritott mintak esetében az
emésztés elott még viz felvétel torténik (Xie et al., 2022).

Wen és tarsai fehérjék in vitro emésztési termékeit vizsgaltak marhahus, sertéshus, csirke €s hal
mintak felhasznaldsaval. A mintdkat megfdzték, majd az emésztés soran pepszinnel és
tripszinnel kezelték. A marhahts fehérjeemészthetdsége 80% koriili (pontos adat nincs
feltintetve) értéket adott eredményiil, azonban ezt az értéket tomeg alapjan szamoltak ki, a
referencia termék tomegéhez viszonyitjak az emésztetlen frakcid tomegét (Wen et al., 2015).
Farouk és tarsai kiilonb6z6 tényez6k marhahus fehérjeemészthetdségére gyakorolt hatasait
vizsgaltak. Az egyik ilyen tényez6 a szarvasmarha kora, ezért megvizsgaltak tehénbdl, bikabol
¢és borjubol szdrmazo hust. A mintdkat megfozték, majd pepszinnel és pankreatinnal tortént az
emeésztésszimulacid. Az eredmények alapjan mindharom minta (tehén, bika, borju) esetében
90% feletti eredményeket kaptak, amely az altalam mért eredményekkel egyezik (Farouk et al.,
2019).

A felsorolt mérések végrehajtiasa sordn eltéré emésztésszimulaciot alkalmaztak, valamint az
emészthetdség mértékének a meghatarozasa se egyezd. Ezeket a szempontokat figyelembe kell

venni az eredmények 0sszehasonlitdsa soran.

4.2 Az almatorkoly hatasa a fehérjeemészthetdségre

4.2.1. Standard mintael6készités utdn mért eredmények

Az almatorkoly kiilonbozd kivonatait tartalmazd mintdk marhahus fehérjeemészthetdségére
(IVPD) gyakorolt hatasat az 2. abra szemlélteti. A mérések sordn a kontroll IVPD értékére
99+14,7%-ot, az almatorkdly port tartalmazo mintdké 99+11,6%-ot kaptunk, igy ezen két érték

kozott szignifikans eltérés nem mutathato ki (p = 0,989). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
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marhahus fehérjeemészthetéségét az almatorkdly por hozzdadasa nem befolydsolja. Ezzel
szemben az acetonos (IVPD: 63+18,3%) és vizes almatorkoly kivonatot tartalmazo (IVPD:
55+3,7%) mintdk a kontrolltol szignifikansan eltérnek (p = 0,004 és p < 0,001). Mindkét
esetben a fehérjeemészthetdség csokkenését tapasztaltuk, a vizes kivonat esetében mintegy
44%-kal, mig az acetonos kivonat hozzdadasa 37%-kal csokkentette az IVPD értékét. Az
ANOVA teszt szignifikans eltérést mutatott a négy csoport kozott (p = 1,23*107), ami arra utal,
hogy az egyes csoportok kozott statisztikailag jelentds kiilonbségek vannak. Ennek részletesebb
vizsgalatara Tukey HSD tesztet alkalmaztam, amely megerdsitette, hogy az acetonos €s a vizes
kivonatokkal kezelt mintak IVPD értékei egymastol nem térnek el szignifikansan, ugyanakkor
mindkét csoport értékei jelentdsen eltérnek a kontrolltdl és az almatorkoly port tartalmazéd
mintaktol.

2. abra: A metanollal el6készitett mintak fehérjeemészthetdségének értékei (Forras: sajat
munka)

@ Kontroll

B Almatorkoly port tartaimazé
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4.2.2. Integralt mintaeldkészités utan mért eredmények

Az integralt mintaelokészitéssel készitett mintdk fehérjeemészthetdsége az 3. dbra mutatja be.
A kontroll mintak in vitro fehérjeemészthetdségi értéke 94+8,0%, az almatorkoly port
tartalmazo marhahts mintak fehérjeemészthetosége 88+9,1%, vagyis a kontrollhoz képest az
almatorkoly hozzdadasa 6%-os csokkenést idézett eld. A Student-féle t-préba azonban nem

mutatott szignifikdns kiilonbséget e két csoport kozott (p = 0,243). Az acetonos almatorkoly
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kivonattal kezelt mintdk fehérjeemészthetésége lényegesen alacsonyabb, 50+5,4% volt, ez a
kivonat hatasa eredményezte a legnagyobb csokkenést, mintegy 47%-ot. A t proba alapjan a két
hatas kozott szignifikans eltérést mutatott ki (p = 5,46*107). A vizes kivonattal egyiittemésztett
siilt marhahis minta IVPD értékére 68+11,7% kaptam, amely a kontroll képest 28%-os
csOkkenést jelent, igy a vizes kivonatot tartalmazé mintak szintén szignifikansan kiillonboznek
(p =0,001) a kontroll mintaktol.

Az ANOVA statisztikai elemzés eredményei azt mutatjadk, hogy a négy csoport kozott
szignifikdns eltérés tapasztalhaté (p = 1,03*1077). Tovabbi, részletes vizsgalat érdekében
elvégeztem egy Tukey HSD tesztet, amely kimutatta, hogy bar a kontroll és az almatdrkoly port
tartalmazé mintak fehérjeemészthetdsége nem tér el szignifikansan egymastol, ugyanakkor a
kivonatokat tartalmazé minték szignifikansan kiilonboznek mind a kontrollt6l, mind egymastol
fehérjeemészthetdség szempontjabol. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az almatdrkoly kiilonbozo
feldolgozasi modjai eltérd hatast gyakorolnak a fehérjeemészthetdségre, €s a kivonat tipusatol
fliggden kiilonb6zé mértékben csokkentik a fehérjék emészthetdségét.

3. abra: Az integralt modszerrel el6készitett mintdk fehérjeemészthetdségének értékei
(Forras: sajat munka)
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4.3 A metanolos és integralt mintaelokészitési modszer 6sszehasonlitdsa

A metanolos és integralt mintael6készitési modszerrel kapott eredmények 0sszehasonlitasa a 4.
abran lathato.

A metanolos elokészitéssel kapott eredményhez képest az integralt elOkészités utdn mért

eredmények kozott 5% eltérés volt. Ez a kiilonbség azonban nem szignifikans (p = 0,553). Az
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integralt mintaeldkészités tovabbi elénye, hogy kisebb szorast eredményezett. Mig a metanolos
modszerrel mért szoras 14,7% volt, addig az integralt mdodszerrel ez az érték csak 8,0% lett,
vagyis majdnem a felére csokkent.

Az almatorkdly port tartalmazo mintdk tekintetében metanolos €s az integralt mintaelokészités
esetén minimalis kiillonbség van a fehérjeemészthetdségben (10%-o0s kiilonbség), amely nem
szignifikans (p = 0,121). Ezen mintak mérése soran is a szoras a metanolos elokészités esetében
magasabb volt, mint az integralt modszert alkalmaz6é méréseknél, mintegy 22%-kal kisebb
értéket kaptam a szorasra.

Az acetonos kivonattal egyiittemésztett mintdk esetében a két kiilonb6zé mintaelOkészitési
moddszer nem okozott szignifikans kiilonbséget a fehérjeemészthetdségben (p = 0,151). Az
integralt elokészités azonban jelentds elényt mutatott a szdérasban, amely tobb mint
egyharmadara csokkent.

A vizes kivonatot tartalmazd mintak esetében — az eddigi mintaktol eltéréen — a metanolos
elokészitésnél lathatunk alacsonyabb fehérjeemészthetdségi értéket. Az integralt modszert
hasznalva az IVPD értéke 24%-kal nagyobb eredményt adott, azonban ez az eltérés se mutatott
szignifikans kiilonbséget. A fehérjeemészthetdség mellett a szoras értéke is novekedett, mintegy

haromszorosara.

4. abra: A metanolos és integralt mintaelokészitési modszerek altal kapott marhahus [IVPD
értékei (Forras: sajat munka)
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A metanolos és integralt mintael6készitési modszerrel mért mintdk eredményeinek az
Osszehasonlitdsara egy Bland-Altman grafikus abrazolast is készitettem (5. abra). Az
Osszehasonlitd vizsgalat sordn, a két kiilonb6z6é modszerrel kapott fehérjeemészthetdségi
értékek atlagat és kiilonbségét hasznaltam fel, annak megallapitdsara, hogy mennyire
feleltetheté meg egymasnak a két modszer.

Az 5. abran a metanolos ¢és integralt mintael6készitési moddszerekkel ~mért
fehérjeemészthetdségi atlagokat (x-tengely) dabrazoltam a két moddszer értékei kozotti
kiilonbségek (y-tengely) fliggvényében minden minta esetében. A torzitds 3,83%, ami a két
mintaelokészitési modszer atlagos kiilonbségét adja, az abran kdzépen huzddo kék vonalként
jelenik meg. Ettdl a vonaltdl +1,96 szdérasnyira taldlhatéak a megbizhatosagi intervallumok
hatérai, piros szaggatott vonallal jeldlve. A megbizhatosagi intervallum als6 hatéara -34,28%,
felsé hatara pedig 41,94%. Ha a mddszerek kozott nincs jelentds kiilonbség, akkor a mérési
eredmények ezen két vonal k6zé esnek. A vizes almatorkoly kivonat esetében egy minta értéke
a megbizhatdsagi intervallum also hataran kiviil esett, viszont a tobbi csoport esetében az dsszes

minta értéke az intervallumon belil talalhato.

5. abra: A metanolos és az integralt mintaelokészités Bland-Altman 4dbrazolasa (Forras: sajat
munka)
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A szamértékek Osszehasonlitds és az 5. éabran lathatd grafikus abrazolas alapjan is
megallapithatd, hogy a metanolos (standard) mintael6készités és az alternativ (szelektiv
izolacios) mintaelOkészitési modszerek hasznalata utdn mért eredmények felcserélhetdek
egymassal, igy mindkét modszer alkalmas a fehérjeemészthetdség meghatarozasara. Ebbdl
kifolyolag olyan esetekben, ahol a minta tapérték Gsszetétele alapjan a hozzaadott bioaktivok
hatasa nem csak a cél tdpanyagra lehet hatdssal, hanem mas — jelentds mennyiségben jelenlévd
— tdpanyag esetén is, az integralt mintaelokészités hasznalata elonyOs lehet az interakcidok

vizsgalatara.

4.4 Almatorkoly por proantocianidin tartalma

A proantocianidinok, vagy kondenzalt tanninok képesek hozzakotddni a fehérjékhez, igy az
emésztéshez sziikséges enzimekhez is, amelyek aktivitasa ezéltal megvaltozhat, ami végso
soron befolyasolhatja az emészthetdséget. Emellett az emészteni kivant fehérjékhez is
kapcsolodhat, ami szintén valtozast okozhat a fehérjeemészthetdségben. Ezen okok miatt fontos
mérni az almatorkoly por és az abbol késziilt kivonatok proantocianidin tartalmat annak
meghatarozasara, hogy ez a vegyiilet befolydsolja-e a fehérjeemészthetdséget.

Az almatdrkoly por proantocianidin tartalma kimutatasi hatér alatt volt, vagyis vagy a modszer
érzékenysége nem elégséges ennek kimutatasara, vagy a sima metanolos oldds nem elegendd,
hogy a porbol direkt mérhetd legyen a proantocianidin tartalom. Ennek ellenére az acetonos és
vizes kivonatok proantocianidin tartalma meghatirozhatd volt, és az értékek jelentdsen
kiilonboztek egymastol, amint azt a 4. tablazat is mutatja. A vizes kivonatban a tannin tartalom
2,08+0,476 mg/g, ami lényegesen alacsonyabb, mint az acetonos kivonaté, ahol ez az érték
17,88+0,509 mg/g. Az eredmények alapjan az acetonos kivonat tannintartalma tobb mint
nyolcszor nagyobb, mint a vizes kivonaté. Ez a kiilonbség t-probaval vizsgalva szignifikdnsnak
bizonyult (p = 2,51*10°). Az acetonos kivonas esetében azért kaphattam jelentdsen nagyobb
értéket, mert a proantocianidinek kivonasara 70%-os acetont szoktak alkalmazni, €s ugyanezen
oldoszerrel késziilt az acetonos kivonat is.

Az eredmények azt mutatjak, hogy bar az acetonos ¢és vizes kivonatok proantocianidin tartalma
jelentdsen eltér, ez nem befolyasolta szignifikansan a fehérjeemészthetdséget, mivel ezen két
kivonatot tartalmaz6 mintak fehérjeemészthetdsége kozott szignifikans eltérés nem mutathato

ki.
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4. tablazat: Az almatorkolybdl késziilt kivonatok proantocianidin-tartalma (Forras: sajat
munka)

A kivonatban 1évo A kivonatban 1év6 . .
w1 . - . Student-féle t proba
almatorkoly por tannin - almatorkoly por tannin értéke
tartalma (mg/g por) tartalma (%) P
Vizes kivonat 2,08+0,48 0,21+0,05
2,51%10°°
Acetonos kivonat 17,88+0,51 1,79+0,05
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5. Kovetkeztetések

A szakdolgozatomban a marhahus in vitro emésztési modelljén keresztiil vizsgaltam, hogy az
almatorkoly kiilonbozé formai — por, acetonos és vizes kivonat — hogyan hatnak a
fehérjeemészthetdségre. Ennek értékét kétféle mintaelokészitési modszerrel hataroztam meg,
majd a kapott eredmények segitségével elemeztem ezen két modszer kozotti kiillonbségeket és
megvizsgaltam, hogy helyettesithetd-e az egyik modszer a masikkal.

A  marhahus almatorkoly adagolasaval torténd in  vitro emésztése soran kapott
fehérjeemészthetdségi adatok alapjan az almatdrkoly por hozzdadasa szignifikdnsan nem
befolyasolja a marhahus fehérjeemészthetdségét. Vagyis az almatorkolyben talalhatéd rostok €s
bioaktiv vegyiiletek a vizsgalatok alapjan, tigy tiinik, hogy por formajdban nem okoznak
valtozast a fehérjék lebontdsdban. Ezzel szemben az almatorkolybdl késziilt acetonos €s vizes
kivonatok hatdsa mar szignifikans valtozast, csokkenést eredményezett, vagyis ezen kivonatok
rontjdk a marhahts fehérjeemészthetdségét. Ezek az eredmények hangsulyozzak az
almatorkoly és annak kiilonb6zd formainak eltérd hatasait a marhahtis emészthetdségére, és
megmutatjak, hogy a kiilonbozd eldkészitési modszerek eredményei jelentdsen eltérhetnek
egymastol.

A proantocianidin tartalom az acetonos és vizes kivonatok kozott szignifikdnsan eltéronek
bizonyult. Az acetonos kivonat rendelkezik magasabb proantocianidin tartalommal, ami azzal
magyarazhato, hogy a kivonat elkészitéséhez hasznalt aceton, mint oldoszer egy széles kdrben
alkalmazott ¢és hatékony anyag a proantocianidin kivondsdra. Ugyanakkor a
fehérjeemészthetdség értéke a két kivonat esetében nem kiillonbozott szignifikdnsan, vagyis
nincs befolyésa a proantocianidin tartalomnak a fehérje emészthetoségére. Kovetkezésképpen
a proantocianidin hatéanyagainak ilyen forméaban a fehérje lebontasaban és felszivodasaban
nincs szerepiik.

A két mintael6készitési modszer — a metanolos €s az integralt modszerek — mérései alapjan az
eredmények kozott statisztikailag szignifikéans kiilonbség nem mutathat6 ki. Ez azt jelenti, hogy
az integralt mintael6készitési modszer a metanolos modszer helyettesitésére alkalmas, anélkiil,
hogy az eredmények megbizhatésaga csokkenne. Az integralt mdodszer tovabbi elénye, hogy
nemcsak a fehérjeemészthetdség vizsgalatara hasznalhatd, hanem mas tapanyagok, példaul a
zsir és a zsirban old6dd vitaminok emésztésének vizsgalatara is. Igy tovabbi emésztési
szimulaciok soran, ahelyett, hogy kiilonféle elékészitési modszereket kellene alkalmazni a
kiilonb6z6 tapanyagcesoportok (példaul fehérjék, zsirok, vitaminok) vizsgdlatira, az integralt
modszer segitségével egyetlen 1épésben képesek lehetiink el6késziteni az emésztmény mintat
ahhoz, hogy ezek mindegyikének emésztését vizsgalni tudjuk. Ez a kutatok szamara
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idémegtakaritast jelent, valamint gazdasagi elényokkel is rendelkezik, mivel a kisérletekhez és
a vizsgalatokhoz sziikséges oldoszerek ¢s reagensek mennyisége csokkenthetd az integralt
modszer alkalmazasaval, vagyis a laboratoriumi folyamatok hatékonyabba tehetéek. Tovabba
kornyezetvédelmi szempontbdl is elonydsebb a kevesebb vegyszer felhasznalasa miatt, ami

hulladékok keletkezésének a csokkentését jelentheti.
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6. Osszegzés

Az almatorkoly az almafeldolgozé ipar mellékterméke, ami példaul az almalé gyartasa soran
keletkezik, amely gylimolcslébdl évente tobb millio litert gyartanak. Emiatt rengeteg
almatorkoly keletkezik, aminek a felhaszndldsa nem megoldott. Azonban szdmos ipari
szektorban, példadul az élelmiszeriparban is alkalmazhat6 lehet, koszonhetéen a magas
tapanyagtartalmanak. A felhasznaldsa torténhet étrend kiegészitoként, funkcionalis €élelmiszer
részeként, illetve élelmiszer adalékanyagként. Az almatorkolyben talalhatd komponensek, mint
bioaktiv anyagok jelentds szereppel birnak az almatorkolyt tartalmazé élelmiszerek szervezetre
gyakorolt hatasdban. A fehérjék az emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlenek, igy megfeleld
mindségli és mennyiségli fehérjék bevitele a szervezetben kiemelkedden fontos. Az
almatorkollyel dusitott élelmiszerek vagy ételek fehérjemindségét befolyasolhatja az
almatorkolyben talalhato komponensek.

A szakdolgozatom elkészitése soran a valasztott matrixhoz, a siilt marhahushoz adagoltam az
elézdlegesen liofilezett és Orolt almatorkoly kivonatot, majd ezen mintdkat in vitro
emésztésszimulacio segitségével emésztettem. Az emésztett mintdk fehérjeemészthetéségét
szabad amino-csoport-tartalom alapjan OPA-moddszerrel hatdroztam meg. A vizsgalat soran
kiilonb6z6, almatorkoly porbol késziilt kivonatokat is készitettem és megnéztem, hogy a
szelektiv kivondsi moddszerekkel létrehozott extraktumok hogyan befolydsoljak a marhahus
fehérjeemészthetdségeét.

A kapott eredmények alapjan almatorkoly por hozzaadasa a nem fejtet ki szignifikans hatast
marhahts fehérjeemészthetdségére. Ezzel szemben az almatorkoly porbol késziilt acetonos és
vizes kivonatok jelentds csokkenést okoztak a fehérjeemészthetdségben. Ez arra utal, hogy az
almatorkdly kiilonbozd formai eltérd hatassal vannak a siilt marhahus fehérjeemészthetdségére,
ami azzal magyardzhatd, hogy a kivonatok készitése olyan hatdanyagok mennyiségének
novekedését eredményezte, amely mar szignifikdnsan befolyéasolja, csokkenti a marhahts
fehérjeemészthetdsegét.

Munkdm sordn tovabba vizsgéaltam kiilonb6z6 mintael6készitési modszerek kozti
felcserélhetdséget. Azaz, hogy az emésztésszimulaciot kovetden a mintakat Sousa et al., 2023
modszere alapjan torténd mintaelokészitéssel mért mintdk fehérjeemészthetdsége, milyen
mértékben térnek el az Ugynevezett integralt modszerrel torténd méréstél. Az integralt
mintael6készitési modszerrel a vizsgalt matrixnak nem csak a fehérjeemészthetdsége mérheto,
hanem a zsiremészthetdsége is, vagy a zsirban oldd6dd vitaminok mennyisége is. Az igy

eldkeészitett mintabol ezaltal tobb tapanyag emészthetdségét lehet egyszerre elemezni, valamint
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a komplex élelmiszer matrixok esetén alternativa lehet tobb tapanyag emészthetdségének
hatékony meghatdrozasara. Az eredmények alapjan az integralt mintael6készitési modszer
ugyanolyan megbizhatd, mint a metanolos moddszer, vagyis helyettesithetd vele anélkiil, hogy

az eredmények pontossaga és megbizhatdsaga csokkenne.
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