A pH stat modszer alkalmazasa lipaz enzim aktivitasanak meghatarozasara és
bioaktivok hatasanak vizsgalatara
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A kutatdsom sordn pH statikus moddszerrel vizsgdlom kétfajta lipaz enzim (gyomor- és

hanyalmirigy- lipaz) specifikus aktivitasat és bioaktivok erre gyakorolt modulalo hatdsat.

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 €s preciz
mérési modszert hozzak létre. Osszevetem tdbb bedllitott enzimkoncentracié egymashoz

viszonyitott viselkedését és meghatdrozom az adott enzim abszolut aktivitasat.

Emellett a modszert felhasznalva vizsgalok enzim gatlasi reakcidokat 6t kiilonallo bioaktiv
kivonat (tannin kivonatok: nagy gallotannin, ellagitannin, vagy kondenz4lt tannin tartalommal,
¢s almatorkoly vizes €s acetonos kivonatok) felhasznédlasaval. Emellett az eredeti modszerben
leirtaktol eltéréen, amik az enzimek optimalis koriilményeit veszik alapul, a valds élettani

emésztés koriilményeit jobban kozelitve is végeztem méréseket.

A felhasznalt mddszer a pH stat, egy konnyen kivitelezhetd, viszonylag olcso statikus eljaras,
ami titrimetrian alapul. A modszer segitségével kozvetve kapok valaszt az enzimaktivitas
idobeli alakuldsara. A miszer az enzimes katalizis sordn tributirin szubsztratbol keletkezd
zsirsavakat titralja NaOH mérdoldat, ugy, hogy kozben folyamatosan monitorozza a pH-t és
egy eldre beallitott értéken stagnaltatja. A mérés beallitott idOtartama lejartaval abbahagyja a
miveletet és a kijelzi a mérdoldat fogyasit meghatarozott id6kozonként. Ezen fogyas

értékekbdl kovetkeztetek vissza az enzim specifikus aktivitasara.



A mérések eredményei alapjan a tanninkivonatok kisebb koncentracidi nem mutattak
szignifikans gatlast a hasnyalmirigy-enzimre, st bizonyos esetekben az enzimaktivitas
novekedését eredményezték. A gatlas ebben az esetben eltolddott, eldszor megemelkedett a
specifikus enzimaktivitas €s utana egy csokkend tendencia volt megfigyelhetd nagyobb gatlo

anyag koncentracio hatasara.

A modositott koriilményeken végzett mérésem mas eredményt hozott, itt nem emelkedett az
aktivitas a referencidhoz képest, mert a reakciokdzeg pH-ja jelentdsen befolyasolja a tannin-

enzim kolcsonhatas mindségét.

A gyomor-lipazzal klasszikus gatlds volt tapasztalhatd, azonban modositott pH értéken

kimutatasi hatar alatt voltak az enzimaktivitasok.

Az almatorkdly kivonat nem volt hatdssal az enzimreakciora.



