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1. Bevezetés és célkituzések

A fitinsav (mio-inozit hexafoszfat, IPs), illetve soi (fitatok) természetes moddon
eléfordulhatnak szamos rostban gazdag novényben, mint példaul gabonafélékben,
hiivelyesekben ¢és diofélékben is, amelyekben foszfort raktarozd vegyiiletként
funkcionalnak. A novényekben a fitatok felhalmozodéasa a magok érésekor kezdddik, majd
késobb a csirdzas soran ezek a fitdtok hidrolizalodnak és ennek kdszonhetéen a ndvény
szamara hasznosithaté foszfor szabadul fel (Oatway és munkatarsai, 2001). Szamos allat
fogyasztja ezeket a rostban gazdag gabonakat, illetve természetesen az emberek
taplalkozasanak is része, azonban az emberek napi fitinsav bevitelét nagyban befolyasolja a

kultara és taplalkozasi szokasok (Wang és Guo, 2021).

A fitinsav kiemelt figyelmet érdemel, hiszen kiilonleges kémiai felépitéssel rendelkezik és
ennek koszonhetben az asvanyi anyagokkal és fehérjékkel képes komplexeket képezni. Ezek
a komplexek oldhatatlan tulajdonsdguk révén gatoljdk a nyomelemek biologiai
hozzaférhet6ségét, igy hianybetegségek alakulhatnak ki olyan monogasztrikus allatok
(koztiik emberek) esetében, akiknek étrendjiik nagymértékben tdmaszkodik fitinsavban
gazdag novényi alapanyagokra, de nem termelnek fitaz enzimet (Schlemmer és munkatarsai,
2009). Figyelembe véve a fémionok és biopolimerek meghatarozo taplalkozasi jelentéségét,
a fitinsavat, a sdival egylitt mar az 1920-as évek ota antinutritiv vegyiiletként tartjak szamon.
A vegyiilet taplalkozéasi szempontbol karos tulajdonsdgai miatt torekvések indultak a
novényekben levé fitinsav bontasara. Ennek leghatékonyabb médja az enzimatikus bontas,

vagyis a fitaz enzimek alkalmazasa (Wang és Guo, 2021).

A di6 egy rendkiviil elterjedt, sokféleképp felhasznalt alapanyag, mely emberek széles
korének szolgal taplalékul. A fitinsav tartalma altal lehetségesen kialakuld hianybetegségek
megelzésének céljabol dolgozatom arra kérdésekre Kivan valaszt talalni, hogy vajon
csOkkenthet6-e a fitinsav a did mintdban fitdz enzimek alkalmazéasaval, és ha igen akkor

mennyire, valamint milyen befolyasolo tényezdket sziikséges figyelembe venni?

A fitinsav lehetséges negativ hatasai miatt a vegylilet enzimes csokkentési lehetdségének
felderitése és optimalizalasa keriilt a céljaim kdzpontjaba dié minta esetén. Ezen célkitlizés
megvaldsitasadhoz sziikség volt a fitinsav mérési modszereinek megismerésére, illetve egy

kivalasztott (kolorimetrids) eljaras alkalmazasara.



A fitinsav bontasahoz a kiilonb6z6 eredeti fitaz enzimek hasznalata IS szerepelt a céljaim
kozott, éppen ezért a kutatasom soran egy buza eredetii és egy mikroorganizmus eredetii
fitazzal is dolgoztam. Ezen feliil még kiilonbozé tényezdk (pl.: kornyezeti tényezd
(homérséklet), fermentacids id6 hossza, minta apritottsaganak befolydsa) enzim miikddésre

valo hatasa is érdekelt.

A munkam célja volt, hogy adott mérési modszer hasznalataval a di6 mintak fitinsav
tartalmat enzimes mddon minél jobban csokkentsem és ezt mérési eredményekkel ald is

tudjam tamasztani.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A dio altalanos bemutatasa

A diofafélék (Juglandaceae) rendkiviil elterjedt novényfajnak mondhatok, hiszen
megtalalhatok a Foldkozi-tenger térségében, Kelet-Azsidban, Indiaban, Eszak- és Kozép-
Amerikaban, illetve az Andokban is. A diofafélék csaladjan beliil a diofélék nemzetségébe
18 faj tartozik. A nemzetség neve (Juglans) a romaiaktol ered, akik "Jovis Glans"-nak hivtak,
ami azt jelenti: "Jupiter kiraly gyliimolcse". A 18 faj koziil a k6zonséges dio (Juglans regia
L.) a leginkabb termesztett és kereskedelmi szempontbdl fontos fajta: mérete, édessége,
vékony kérge és konnyen torhet6é héja miatt (Binici és munkatarsai 2021; Chatrabnous és
munkatarsai, 2018). Ez a fajta Kozép-Azsidban Sshonos, majd innen terjedt tovabb a
Kaukazustol Torokorszagig és Iranig, majd Kinaba és a keleti Himalaja vonulataira is
(Simsek és munkatarsai, 2018). Mara mar széles korben elterjedt fajrol beszéliink, ami jol
(Martinez és munkatarsai, 2010). A vilag teljes didtermelése a FAO statisztikai adatai
alapjan 2021-ben 3 500 172 tonna volt. Ekkor Kina volt a vezet6 vilagtermel6 tobb, mint 1
millié tonna termeléssel, de jelentds termeldk még: USA, Irdn, Torokorszag, Ukrajna,
Romania, illetve az utébbi idében gyors 1éptékben zarkozott fel Chile is (Internet 1).
Magyarorszagon hegyvidéki erdékben fordul eld, illetve a fels6é Tisza-vidéken is gyakori.
Kedvelt kultirnovény, udvarokban gyakran iiltetik, ahol féleg taplalkozasi célokra
hasznaljak. Azonban gybégyaszati feldolgozasa is elterjedt: a levelébdl késziilt tea enyhe
gyulladasgatlo, hasmenés ¢€s fertdzések ellen hasznalatos (Margdczi és munkatarsai, 2020).
A di6 termés zdld burokbol (kopancsbol), csonthéjbol, diobélbol all, amelyek koziil
legutébbit fogyasztjuk (1.abra) (Liu €s munkatarsai, 2021). A di6 termés ehetd része
fogyaszthato frissen vagy piritva, onmagaban, de szamtalan termékben feldolgozva is
megtaldlhaté (Martinez és munkatarsai, 2010). Egy diobdl késziilt termék feldolgozottsagi
fok szempontjabol lehet alacsony (pl.: szaritmany), kozepes (pl.: didtej), illetve magas
hozzaadott értékii, fokozottan feldolgozott termék is (pl.: didolaj). A di6 feldolgozasanak
kezdeti hat 1épése: zold burok eltavolitasa, did szaritasa, méret szerinti besorolasa, csonthéj
feltorése, héj-diobél szétvalasztasa és a diobélt bevono vékony hartya eltavolitasa (Liu és

munkatérsai, 2021).



l.abra: Juglans regia L. levelének, termésének abrazolasa

(Forras: Internet 3)

Iuglans Tedia b

Ezt kovetden a tovabbi technologiai 1épések sokfeélek lehetnek. Mivel a dio belsé része
kellemes 1izii, igy izesitésként hasznalhat6 joghurtban, siiteményekben, kekszekben,
desszertekben, illetve csupan diszitésre is gyakran hasznaljak. Kevéssé ismert tény, hogy
kandirozott formaban vagy csokoladéval bevonva is fogyasztjak, illetve a di6 pasztaként is
hasznélhat6, amely féleg a foldimogyoro-allergiaban szenveddk korében hasznalt (Sen és
Karadeniz, 2015). Az iz, illat és megjelenés javitasa mellett a termékek ropogossaganak
novelése érdekében is alkalmazzak. Mas kemény héji gyiimdlccsel, cukorral kombindlva,
méz és szirup is készithet6 beldle. Tovabba, a didt kiilonféle hagyomanyos termékekben is
hasznaljak, mint pl.: didpépként, szaritott diopépként (Pestil), zold dio befdttként, dios
cukorként, didszoszként stb. Hideg sajtolassal didolaj is kinyerhetd bel6le, habar ezen
gyartastechnologia miatt dragabb is a legtobb étolajnal. B6 olajban valo siitésre nem igazan
alkalmas, mert a magas hémérséklet hatasara enyhe keser(i izt adhat a megsiitni kivant
termékeknek. Ennek koszonhetden legtobbszor inkabb hidegen fogyasztjak hozzavaloként,

mint példaul salatadntetként (Binici és munkatarsai, 2021).

Vilagszerte kedvelt termékek, nemcsak azért késziilnek a diobol, mert kedvezd érzékszervi

jellemzdi vannak, hanem azért is, mert értékes beltartalmi tulajdonsagokkal is bir, amelyek



altal egészségiinkre is pozitiv hatdst gyakorolhat fogyasztasa (Martinez és munkatarsai,

2010).

2.2. A dio beltartalmi jellemzo6i

A dié esetén egy tapanyagban gazdag élelmiszerrdl beszélhetiink, amely foként zsir-,
fehérje-, vitamin- és asvanyianyag forrasnak tekinthet6 (1. tablazat). Ezen feliil forrasa még
sokféle  flavonoidnak és  polifenolos  vegyiileteknek, amelyek antioxidans,
gyulladascsokkentd tulajdonsadgaik miatt kedvezdek szdmunkra (Martinez és munkatérsai,

2010).

1. tablazat: A di6 energia- és tapanyagtartalma (/100 g, ill. /20 g, kb. zart maroknyi
mennyiségre)

(Forras: Internet 2, Sen és Karadeniz, 2015; Amaral és munkatdrsai, 2003)

/100 g 120 g, kb. Zért.nrlaroknyi
mennyiség

energiatartalom (kcal) 654 131
fehérjetartalom (g) 15 3
zsirtartalom (g) 65 13
szénhidrattartalom (g) 14 3
¢lelmi rost (g) 6,7 1,3
kalcium (mg) 98 20
magnézium (mg) 158 32
cink (mg) 3 0,6
szelén (nug) 4,9 1
folat (ug) 98 20
egyszeresen telitetlen 9 5
zsirsavak (MUFA) (g)
tobbszorosen telitetlen 47 9
zsirsavak (PUFA) (g)
alfa-linolénsav (ALA) 9 )
(6mega-3 zsirsav) (g)

A zsirsavosszetételét tekintve a linolsav a {6 zsirsav, ezt koveti az olajsav, linolén, palmitin-
¢és sztearinsav. A magas tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalma csokkenti a szivbetegség
kockéazatat, mivel csokkenti az 6ssz- és LDL-koleszterin szintet és noveli a HDL-koleszterin
szintet (Pereira és munkatarsai, 2008). Elénye még, hogy megfeleld aranyban (4:1)

tartalmazza az n-6 és n-3 tobbszorosen telitetlen zsirsavakat, amely zsirsavak helyes aranyt



fogyasztasa esetén kimutattak a kardiovaszkularis betegségek el6fordulasi kockazatanak
csokkenését (Martinez és munkatarsai, 2010). Ezenkiviil a dibnak mas dsszetevoi is vannak,
amelyek jotékony hatdssal lehetnek az egészségre, beleértve a ndvényi fehérjéket és
szterolokat, illetve a vitaminokat is (Pereira és munkatarsai, 2008). Utobbit tekintve a di6 jo
forrasa az E-vitaminnak, amely két formaban van jelen az olajaban: alfa-tokoferol és
gamma-tokoferol. 100g di6 21 mg gamma-tokoferolt tartalmaz és ez a mennyiség a napi
sziikségletiink 140%-at biztositja. Az E-vitamin sziikséges a nyalkahartya védelméhez és a
boérsejtmembranok védelmében is részt vesz a szabad gyokok elleni antioxidans hatasaval.
A di6 egyéb fontos vitaminokat is tartalmaz, mint példaul: riboflavin, niacin, tiamin,
pantoténsav, B6 vitamin és folsav. A dié gyulladasgétld hatasu, igy csokkenti a kiilonb6zo
gyulladasok kockazatat, a magas vérnyomast, illetve az artérias betegségek megel6zésében
is részt vesz (Sen és Karadeniz, 2015). A di6 j6 mangan- és rézforras is, amely asvanyi
anyagok sziikségesek antioxidans hatdssal rendelkezd enzimek mikodéséhez. Illetve
érdemes meég szot ejteni a didban 1évd jelentdsebb rost mennyiségérdl is, amely az

emésztésiink soran fontos szerepet jatszik (Binici és munkatarsai, 2021).

Az eddig felsorolt sok pozitiv hatast tapanyagon tal Ekop és Eddy (2005) egy afrikai
didfajtaval kapcsolatban végeztek kutatast €s Osszegylijtottek néhany kedvezdtlen hatasu
vegyliletet is, amelyek jelen lehetnek a gyiimolcsben. Egyrészrél felhivjak figyelmiinket
arra, hogy a nem megfeleld tarolas esetén bekdvetkezhet, hogy penészek jelennek meg a
gyiimolcson és az altaluk szintetizalt masodlagos anyagcserctermékek (pl.: aflatoxin)
kiilonosen veszélyesek lehetnek, hiszen toxikus hatassal birnak. De ezen feliil felsorolnak
olyan természetesen a termékben el6forduld vegyiileteket is, mint példaul, az oxalat,
tanninok, cianid, fitinsav. Az oxalatot elfogyasztva, némi irritaciot érezhetiink a szajban,
majd a bélrendszerbe érve megakadalyozza a kalcium, vas és egyéb asvanyi anyagok
adszorpciojat, csokkenti azok biologiai hozzaférhetdségét. A tanninok oldhatatlan
komplexeket képeznek példaul fehérjékkel, igy csokkenti annak emészthetéségét, emellett
szaraz, huzos érzetet keltenek a szajban. Egyes gylimolcsokben a cianid jelenlétérdl is
beszamoltak, amely gatolja a sejt oxidaciojat. Hasonldan antinutritiv vegyiilet még a fitinsav,
amely csokkenti a Ca?* és Mg®* hasznosuldsat, mivel ezekkel az ionokkal oldhatatlan sokat
(fitint) képez. Ekop és Eddy (2005) azért tartottak sziikségesnek ezen alkotok méréseit, mert
habar a kedvezdtlen hatasuk igazolt, mégsem talaltak sok informaciot az altalaban el6fordulod
¢és toxikus szintre vonatkozoan, pedig a dioféléket sokszor fogyasztjuk nyers formaban

hokezelés vagy barmilyen mas feldolgozasi 1épés nélkiil. Szerencsére az altaluk kapott



értékek nem voltak riasztdban magasak, de azt megfigyelték, hogy a fitinsav koncentracioja
a tobbi gylimolcshoz képest magasabb a didban. Az éltaluk mért afrikai didfajtaban 1932.0
mg/100g volt kimutathaté (Ekop és Eddy, 2005). Mas forras szerint is tartalmazhat a did
fitinsavat, habar elég valtozékony mennyiségben — koriilbeliil 0,2-6,7% (Molnar, 2023).
Ekwe ¢és Themeje (2013) pedig 3.105+3.74 mg/100g fitatot mértek egy nyers afrikai
diofajtabol.

2.3. Fitinsav

A fitinsav (2.abra) (kémiai név: mio-inozit hexafoszfat, IPs) megtalalhato gabonafélékben,
diofélékben, hiivelyesekben, olajos magvakban, sporakban és pollenekben is, nagyon Kis
mennyiségben (koriilbeliil 1-5%). Felépitését tekintve a fitinsav hexafoszforilalt mioinozit
szék konformacioban (Park és munkatarsai, 2006). Ezt az egyediilalld szerkezetii
természetes novényi vegyiiletet el6szor 1855-ben azonositottak. A fitinsav szabad savként,
fitat vagy fitin formajaban lehet jelen, ez a pH-t6l és a jelenlévo fémionoktol fiigg (Oatway
¢s munkatarsai, 2001). A fitinsav pH<2 értéken oldodik a legjobban, ezért extrakcidjahoz
széles korben hasznaljak a savas oldatokat, a leggyakrabban hasznalt sav: 0,5-2,4 mol/L
koncentracidban (pl.: sdsav). A fitinsav 12 értékii sav, amely tulajdonsag egyedi szerkezetet
biztosit a vegyiiletnek, hiszen emiatt képes tobbértékii fémionokkal, példaul kalciummal,
cinkkel és vassal kelatokat képezni, igy oldhatatlan sokat, igynevezett fitaitokat eredményez.
A kovetkezd vegyiileteket, mint példaul az inozit-tri- (IP3), tetra- (IP4) és pentafoszfatot
(IP5) is fitatoknak nevezziik (Bloot és munkatarsai, 2021).

2. abra: A fitinsav szerkezete

(Forras: Oatway és munkatdrsai, 2001)

OPOsH,; OPOsH,




Altalaban vegyes kalcium-magnézium-kalium soként fordul el a magvak egyes részeiben,
mint példaul a buza és a rizs aleuronrétegében (Park és munkatarsai, 2006). A névényekben
nagyon fontos ez a vegyllet, hiszen 4svanyianyag-tarolé funkcidval rendelkezik.
Létfontossagu a mag Kifejlodéséhez és a palantak sikeres tovabbi névekedéséhez, ugyanis
tamogatja a palanta novekedését a fejlodé szovetek bioszintetikus sziikségleteinek
kielégitésével. A novényi magélettanban olyan szerepe is van, hogy antioxidansként az
oxidativ stressz elleni védelemben vesz részt (Dragicevi¢ és munkatarsai, 2011). Az egyik
fontos asvanyi anyag, amelyet tarol az a foszfor: a gabonafélékben és hiivelyesekben
talalhatd Osszes foszfor 85%-aért felelos. Szamos tényezd befolydsolhatja a gabonaszemek
fitinsav tartalmat és foszfor elérhetdségét. A fitatok mennyiségét befolyasolhatja a genetika,
a kornyezeti viszonyok, a foldrajzi elhelyezkedés, az 6nt6zési feltételek, a talaj tipusa, az
évjarat és a mitragya iS. Amikor egy novény a sziikségesnél nagyobb foszfor-dozist kap,
akkor a felesleges foszfort fitinsav formajaban elraktarozza. A fitinsav a magok fejlédése
soran halmozodik fel a magvakban, és koncentracioja a magok érésével valtozik, és a mag

érésekor éri el a maximumot (Oatway és munkatarsai, 2001).

Az élelmiszer-feldolgozas ¢és emésztés sordn az inozit-hexafoszfatbol részlegesen
defoszforilezve bomlastermékek, példaul penta-, tetra- és trifoszfat keletkezhet, endogén
fitazok hatasara, amelyek a legtobb fitinsav tartalmi magban, magasabb rendii névényekben
jelen is vannak. A magok csiraztatasa megnovekedett fitazaktivitast eredményez, a fitinsav
hidrolizise pedig foszfatot és szabad mioinozitot szabadit fel a novények fejlédése soran. A
fitinsav hidrolizisét az emberi emésztés soran harom forrasbol szarmazé enzim végezheti:
az elfogyasztott ételbdl szarmazd nodvényi fitazok, a bélben 1év6 bakterialis flora és a
bélnyalkahartya fitazai. A nyalkahartya fitdzai azonban nem jatszanak jelentés szerepet a

fitinsav emésztésében emberben, mig az étrendi fitazok inkabb (Zhou és Erdman, 1995).

Utobbit tamasztjak ala Wu és munkatarsai is (2009), akik szintén azt gondoljak, hogy a
monogasztrikus allatok, koztiik az emberek szamara sem igazan elérhetd az az asvanyi
anyag, amely fitat altat kotott forméban van jelen. Igy a fitinsavat az asvanyi anyagok
biologiai hozzaférhetoségiikre gyakorolt gatlo hatasa miatt antinutriensnek tekintik. A
legszembet{inébb kémiai hatdsa a tobbértékii kationokkal, valod erds kelatképzo képessége,
amely eredményeképp kation-fitinsav komplexek képzddnek. A komplexek altalaban savas
pH-n oldoédnak, azonban a semlegeshez kozeli vékonybél pH-n korlatozott az oldhatosaguk.
A komplexek oldhatatlansagat tekintik a fitinsav és dsvanyi anyag komplexek csokkent

hozzaférhetdségének 6 okanak. E tekintetben leginkdbb aggodalomra okot add asvanyi
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anyagok kozé tartozik a cink, a vas, a kalcium, a réz és természetesen maga a foszfor.
Kiilondsen a fitinsav altal kivaltott cinkhianyrol szamoltak be. Azonban ennek a kelatképzo
képességnek egyes kutatok szerint jotékony hatasa is van, ugyanis ezaltal a szérum
koleszterin ¢és trigliceridszintjének csokkentésére képes, valamint a vas altal kozvetitett
oxidacid visszaszoritdsara €s a vastagbélrak kockazatanak csokkentésére. Természetes
antioxidansnak is tekinthetd, mivel kelatképz6 tulajdonsagaval gatolja a vas-katalizalt
hidroxilgyok képzddést és a lipidperoxidaciot (Zhou és Erdman, 1995). Bloot és munkatarsai
(2021) szerint a fitinsav antinutritiv hatasa elsdsorban olyan diétaknal érvényesiil, amelyek
egyszerre nyomelemben szegények és emellett magas a fitinsav bevitel. Hasonloképpen latja
Molnar (2023) is, aki ugy véli, hogy habar a tanulméanyok szerint a fitinsav valoban rontja
(akar meg is akadalyozza) a cink, vas, kalcium és mas asvanyi anyagok felszivodasat a
szervezetben, ez azonban egyetlen étkezésre vonatkozik, nem pedig az emlitett tdpanyagok
teljes napi felszivodasara. Tehat a fitinsav els6sorban az adott étkezésre vonatkozodan
csOkkenti az 4svanyi anyagok felszivodasat, de nincs jelentds hatésa a kovetkezo étkezések
soran zajlo folyamatokra. Példaul, ha diofélét esziink az étkezések kozott, csokkenthetjiik az
elérhetd vas, cink €s kalcium felszivhatd mennyiségét, de csak ezekbdl a diofélekbol és a
veliik parhuzamosan vagy azt megel6zéen fogyasztott ételekbdl. Emiatt nem érdemes a
fitattartalmu névényi komponenseket egyiitt fogyasztani olyan ételekkel, amelyekre, mint
asvanyi anyag forras tamaszkodik az étrendiink pl.: olyan étel, amivel a vasbeviteliink
nagyrészét szeretnénk fedezni. Az mindenképp elmondhato, hogy ha a legtobb étkezés soran
magas fitinsav tartalmu ételeket fogyasztunk, idével valdoban asvanyianyag-hianyok
alakulhatnak ki. igy példaul egy nagymértékben novényeken alapuld taplalkozas esetén
érdemes figyelni a fehérjeforrdsok valtozatossagara, ezzel elkeriilhetjiik a potencialis
veszélyhelyzeteket. Az allitas, miszerint a fitinsav valdban ronthatja a szervezet vas-, cink-
¢s kalciumfelszivo képességét, és ez iddvel valoban hozzajarulhat az dsvanyi anyagok
hianyahoz részben igaz, de ez ritkdn okozhat gondot akkor, ha tdpanyagban gazdag étrendet

kovetiink (Molnar, 2023).

Erdekesség, hogy mivel sem a fitinsav, sem a metabolitjai nem mérgezéek vagy
reakcioképesek, mar régdta sokoldalu ¢és egyediilalld élelmiszer-tartdsitoszerként
hasznaljak. Gyakran hozzdadjdk szdmos élelmiszerhez a szavatossagi id0 novelése
érdekében vagy olyan célbol, hogy megakadalyozzak vele a nem kivant elszinezodéseket
(Bloot és munkatarsai, 2021). A natrium-fitat altalanosan biztonsagosnak mindsiilé anyag

(GRAS listan szerepel) és az Egyesiilt Allamokban példaul pékarukhoz —adtik
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tartositoszerként. Kémiai tartdsitoszerként az [Pe képes megvaltoztatni az élelmiszer eredetii

crer

novekedését a termékben (Wang és Guo, 2021).

2.4. Fitinsav mérése

Szamos analitikai moddszert fejlesztettek mar az ¢élelmiszerekben talalhatd fitinsav
meghatarozasara, de ezek alkalmazhatosaga nagyon eltéré a mintak tipusatol fliggéen (Park
¢s munkatarsai, 2006). A fitinsav mérési modszerei sokat alakultak és boviiltek: a savas
oldatban oldhatatlan vas-fitat formajaban térténé kicsapas alapveté modszerébdl kiindulva,
a fitinsav meghatarozasara szolgalo technikak sokféle miiszeres modszerrel egésziiltek ki,
mint példaul nagy teljesitményli  ionkromatografia €s nagy teljesitményli
folyadékkromatografia. A 2. tdblazatban foglaltam 0ssze a fitinsav meghatarozas fObb
lehet6ségeit, majd a tablazatot kovet6 alfejezetekben fejtem ki pontosabban azok elényeit és

hatranyait.

2. tablazat: Fitinsav meghatarozasi modszereinek dsszefoglaldsa

(Forras: sajat szerkesztés Marolt és Kolar, 2020 adatai alapjdn)

Meghatarozasi modszerek csoportositasa | Pontos modszer megnevezések

Klasszikus analitikai modszerek Kicsapason alapuld

Kolorimetrias (UV-VIS)

Fluoreszcens

Magneses magrezonancia

Spektroszkopiai modszerek (NMR)

Induktiv csatolast plazma

atomemisszios spektrometria

(ICP-OES)

Nagy teljesitményii
folyadékkromatografia (HPLC)

Kromatografidas modszerek Ion kromatografia (1C)

Gazkromatografia (GC)

Elektroforézis
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2.4.1. Klasszikus analitikai médszerek

Ide tartoznak példaul a kicsapason és a csapadék levalasztasan alapulé modszerek. Az egyik
legelsd fitinsav tartalom meghatarozasara hasznalt analitikai modszereket, foként a
gabonafélékre alkalmaztdk, amelyek finomra Orolt szemcsés részecskéit sdsavval
extrahaltak és az extraktumot savval titraltak FeCls oldat és ammonium-tiocianat
jelenlétében. A fitat fehér csapadékot képez Fe®* ionokkal (vas-fitat), mig a titralas végpontja
a voros szinl vas(Ill)-tiocianat komplex. A csapadékot ezutan sziiréssel elvalasztjak és
NaOH hozzaadasaval €s melegitéssel a vas(Ill) a kezdeti fitaitkomplexbdl a Fe(OH)s
csapadékba keriilt, mig a felszabadul¢d fitat hidrolizalodik. Leétezik ugyanezen az elven
indirekt modszer is, ahol elséként a fitatot csapjak ki az ismert vas(Ill) tartalmu savas
oldatban melegitéssel, majd a vas feleslegét visszatitraljdk és ehhez kolorimetrids
meghatarozast tarsitanak: 519 nm-en mérik a csokkent vas mennyiségét, amely aranyos a
fitinsav tartalommal. Habar a kromatografias modszerek jobb pontossagot mutatnak ezeknél
a moddszereknél, a rutin élelmiszeranalizishez kényelmesebb a klasszikus analitikat
valasztani (Marolt és Kolar, 2020). Leginkabb a feldolgozatlan termékek fitinsav
tartalmanak mérésére vagy nagyszamu minta fitinsav tartalméanak becslésére alkalmazzak,
ha nem allnak rendelkezésre fejlett miiszerek. Sajnos a feldolgozott élelmiszerek fitinsav
tartalmanak meghatarozasira nem hasznalhatoak jol, mert ez a vizsgalat nem tudja
elkiiloniteni az inozit-hexafoszfatot (fitinsavat) az alacsonyabban szubsztitualt inozit-

foszfatoktol, emiatt téves eredményt kaphatunk (Wu és munkatarsai, 2009).

2.4.2. Spektroszkopiai méodszerek

Az UV-VIS spektrofotometria alkalmazasa az els6 kicsapason alapulé modszerek mellett
koran elkezd6dott, amely esetben a fitattartalmat kolorimetriasan hataroztak meg 830 nm-
en, foszfor alapjan a molibdénkék reakcio altal vagy kozvetve a vas(Ill) meghatarozasaval a
csapadékban vagy feliilusz6 mérésével a vas-fitdt csapadékbol vald felszabaduldsa utan
(NaOH reakcio vagy savas nedves emésztés segitségével). A fitinsav alacsony
koncentracidja kozvetleniil is kimutathat6: 290 nm-es abszorpcios csuccsal rendelkezik, ami
megfelel az oldhato vas(III)-fitat komplexnek, ezt szoktak alkalmazni kromatogratias oszlop
utani detektalashoz. A kompetitiv komplexacid hasznélatdval kozvetett megkozelités is
lehetséges, amikor a fémion felszabadul a kezdeti vegyliletbdl, és erdsebb fitat
ligandumokkal komplexet képez (Wu és munkatarsai, 2009). Ezt az elvet alkalmazza a Wade
¢s Morgan 1955-6s modszere, ami vas-klorid és szulfoszalicilsav reakcidjan alapul savas

kozegben, amelyek komplexet képeznek, aminek sajatos rézsaszin szine lesz (Amax= 500
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nm). Fitinsav jelenlétében a vas(Ill) a foszfatsavhoz kotédik, ami a képzodott eredeti
komplex kiszoritasa miatt az abszorbancia csokkenéséhez vezet (Agostinho és munkatarsai,
2016). Kiilonb6zo tipusu élelmiszermintdk elemzésére is hasznaltdk mar, mint példaul
kukorica, szojabab, bliza, napraforgd, zab és rozs (Wu és munkatarsai, 2009). Ennek a
tovabbfejlesztett modszerét hasznalta Darambazar (2018) is a vizsgalataihoz. Olyan
modszertani valtoztatas is létezik (Marolt és Kolar, 2020), melyben a molibdat és az
1-amino-2-hidroxi-naftalin-4-szulfonsav reagens adja a szinvaltozast és a foszfat detektalasa
640 nm-en torténik. Hatranya azonban, hogy az alacsonyabban szubsztitualt inozit-foszfatok
is reakcioba Iépnek, ezaltal az eljarassal tulbecsiilt fitattartalmat mérhetiink. Ebbe a
kategdridba sorolhaté még a szinkron fluoreszcens spektroszkdpia modszere. Ez a modszer
nagy pontossaggal jellemezhetd, egyszerli, gyors €s kivalod érzékenységet mutat, de a
szelektivitdsan még javitani sziikséges élelmiszermintak esetén (Wu €s munkatarsai, 2009).
Spektroszkopiai modszerek koziil ismert még a magneses magrezonancia (NMR), amit
szintén alkalmaztak mar fitinsav detektalasra. Az NMR-technika f6 eldnye, hogy nemcsak
szerkezeti megkiilonboztetést tesz lehetdve az InsP1-InsP6 izomerjei kozott, hanem ezek
sztereoizomerjei kozott is anélkiil, hogy bonyolult mintaelékészitésre lenne sziikség. Bar
nagyon hasznos informéciok szarmazhatnak a (sztereo)izomerek NMR-elemzésébol,
viszonylag draga laboratériumi berendezések ¢s a mélyrehatd tudas sziiksége miatt nem
ajanlott rutinmoddszernek hasznélni. Az induktiv csatolast plazma spektrometriai (ICP)
modszer elonyei: gyorsabb analitikai eljaras és alacsonyabb kimutatasi hatarokat képes
biztositani a tobbi komplex és iddigényes kromatografias modszerhez képest. A fitinsav
mérésére is alkalmazhat6 (pl.: zabmintak esetében mar tortént kutatas) atom emisszios (ICP-
AES/OES) spektrometridval, amelyhez el0szor a fitinsav kicsapdsa sziikséges vas-

reakcioval, majd kvantitativan foszforként lehetséges meghatarozni (Marolt és Kolar, 2020).

2.4.3. Kromatografias megoldasok

Az 1980-as évek elején a kiilonbozd elvalasztasi technikdk fejlédése magaval hozta a nagy
teljesitményli folyadékkromatografia (HPLC) technikdjat is, amellyel a fitinsav is mérhetdvé
valt. A kezdetekben forditott fazisu oszlopokkal és térésmutatd mérésen alapuld (RI)
detektorral mérték a komponenst, de kiilonb6z6 nehézségek miatt tovabb kellett javitani a
technikdn és ekkor vezették be az ionpar koncepciot. Ezaltal kideriilt, hogy ezzel a
beallitassal, illetve magasabb pH-érték és mozgofazisban alkalmazott alacsonyabb metanol
szazalékos arany hasznalataval né a retencios id6 a forditott fazisi oszlopokon, és sikeres

lesz az elvalasztas az inozit-foszfatok kozott is (InsP3—InsP6). Mindekdzben igény sziiletett
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a HPLC-s analizisek meglehetésen kielégitd eredményei ellenére a kevésbé bonyolult,
kifinomult miiszert nem igényl6 modszerre, igy elindult kiilon az ionkromatografias
vizsgalati irany fejlesztése is, altalaban kolorimetrids detektalassal. Bar igéretes eldrelépést
mutattak nemcsak a kiilonb6z6 szamu foszfatcsoportot tartalmazé inozit-foszfatok, hanem
kiilonb6z6 izomer formak detektalasa is (az enantiomerek kizarva), az elvalasztassal még
mindig nem voltak teljesen elégedettek. Sok izomer kereskedelmi standardja nem volt
elérhetd6 ¢és néhany kromatografias csucs azonositatlan maradt. Ezért 2003-ban
kifejlesztettek egy nagy teljesitményli ionkromatografids (HPIC) modszert, amely UV
detektalassal 295 nm-en vas(l11)-mal végzett komplexképzés elven miikodott. Mindekézben
a tomegspektroszkopiai detektalas is fejlodott és ezaltal LC-MS/MS kapcsolt rendszerben
egyre javulo kimutatasi hatarokat értek el a kutatok (Kindt és munkatérsai, 2004). Néhanyan
(de Koning, 1994; Haga és Nakajima, 1989) gazkromatografias (GC) megvalositassal is
probalkoztak, de az inozit-foszfatok magas forrdspontja miatt szarmazékképzés sziikséges
kiilonboz6 reagensekkel, mint pl.: heptafluor-butiril-imidazol, trifluor-ecetsavanhidrid és
trimetil-klorszilan. A fitinsav mérése esetén GC-hez lehetdség van MS vagy langionizacios
(FID) detektalast is alkalmazni. Utobbival Park és munkatarsai (2006) sikeresen mérték a
vegyliletet példaul bébiételbol. Néhany adat a vékonyréteg-kromatografia alkalmazasarol is
talalhato, azonban ez nem terjedt el annyira az inozit-foszfatok elemzésére (Marolt és Kolar,
2020). A HPLC ¢s HPIC modszerek rendelkeznek azzal az érzékenységgel és
reprodukalhatosaggal, amely a kiilonféle termékek alacsony koncentracidinak méréséhez
sziikséges, igy alkalmasak a feldolgozott ¢lelmiszerek fitinsav tartalménak mennyiségi
meghatarozasara is. Egyidejileg képesek elkiiloniteni és detektalni az IPs-ot és az
alacsonyabb foszforilalt alakjait is. De sajnos ezek a modszerek dragak, és a miiszerek
jelentds beruhazast, valamint szakértelmet igényelnek (Wu ¢€s munkatéarsai, 2009).
Erdekesség még, hogy a gélelektroforézis is alkalmazhatd a fitinsav detektalasara, sot a
viszonylag alacsony kimutatasi hatdrok miatt, a modszer tovabbi lehetdségeket rejthet még
magaban. Az elektroforézis fontos eldnye a tobbi altalanosan hasznélt kromatografiaval

szemben, hogy az elemzés gyorsabb ¢€s altalaban alacsonyabb miikodési koltségei vannak.

2.4.4. Dié fitinsav mérése

Liu és munkatarsai (2017) di6 fitinsav tartalmanak vizsgalatara terveztek modszert
kifejleszteni, mivel az olajtartalmii mintak esetére nem talaltak jol bevalt eljarast. Ezen
problémara megoldasként egy kiilonlegesebb extrakcids 1€pést, a mikrohulldammal segitett

extrakciot (MAE) hasznaltak, a hagyomanyos extrakcios technikak, példaul Soxhlet
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extrakcio helyett, valamint az egyes paraméterek optimalizalasat is elvégezték a hatékonysag
fokozasa céljabol. A MAE elényei a rovidebb extrakcios id6 és az oldodszer térfogatanak
csokkenése, tovabbi hatékonysaga abban rejlik, hogy az oldészer és a minta extrakcioja zart
térben, ellendrzott homérsékleten és nyomason zajlik. Végiil egy gyors és egyszert eljarast
fejlesztettek a fitinsav és pirofoszfat tartalom meghatarozasa did mintaban. A mérést
mintaelokészitéssel kezdték, melynek fontos 1épése a zsirok eltdvolitasa a mintabdl, hiszen
a didban jelen vannak a zsiradékok, amelyek nehezithetik az analit detektalast. A diot
megtisztitottak a héjtol és daraltak, majd 40 °C-on szaritottak sulyallandoig és felhasznalasig
exszikkatorban taroltak. A didmintakbol hexannal extrahaltak a lipideket (5 ml hexant adtak
1 g didhoz, és 16 oran at aztattak egy bura alatt). Majd sziirés utan a diot vakuumszivattyus
berendezéssel szaritottak. A kisérletek elvégzéséhez a zsirtalanitott mintakat athelyezték
mikrohullamu extrahal6 edényekbe €s s6savat, kénsavat vagy ezek keverékét (megvalasztott
koncentraciokban) adtak hozza. A kapott krémes kivonatokat ezutan centrifugaltak 5000
ford./percnél 10 percig. A feliiltiszot Gsszegylijtotték és felhasznaltak fitinsav és pirofoszfat
SPE-ICP-MS modszerrel torténd meghatarozasara a szilard olddszeres extrakcid utan. Az
SPE-ICP-MS technikaval a fitinsav és szervetlen pirofoszfat egyidejii meghatarozasara is
van lehet0ség. Az altaluk fejlesztett modszerrel 11 mg/g koriili fitinsav tartalmat kaptak az

altaluk mért spanyol di6 mintabol (Liu és munkatarsai, 2017).

Ekop ¢és Eddy (2005) is végeztek afrikai dido mintabol fitinsav mennyiségi meghatarozast a
kovetkezoképpen: 5 g mintat Erlenmeyer-lombikba mértek, majd 2 ml triklor-ecetsavat
(TCA) adtak hozza. Ezt 30 percig keverték, majd centrifugaltak. A feliiluszot Erlenmeyer-
lombikba vitték, és 4 ml FeCl,-t adtak hozza. Ezt kovette 1,5 M NaOH (3 ml) és forré6 HNO3

szamitottak ki.

Fuentes-Soriano és munkatarsai (2019) Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopial
méréssel is probalkoztak a 13 féle did minta foszfor tartalmanak meghatarozasara.
Extrakcioval elvalasztottdk a didban 1évd asszimilalhato és nem asszimilalhato foszfort és a

frakciok kozotti osszefliggést vizsgaltdk, azonban nem taléltak korreldciot.

2.5. Fitinsav bontiasanak lehetéségei

A fitinsav negativ jellemzdi miatt az élelmiszerek feldolgozasakor érdemes lehet bizonyos
technologiai 1épésekkel ezt a vegyiiletet vagy egy részét eltdvolitani a termékbdl. Mar

sokféle kiilonbozd technika l1étezik, melyeket az alabbiakban foglaltam Ossze.
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Lehetdség van a fitat mechanikai eltavolitasara, amely az alapanyag tipusatol és a benniik
1év6 fitat morfologiai eloszlasatol is fiigg. Szadmos olajos mag €s gabona esetében gy tiinik,
hogy a fitinsav f0 része az aleuronrétegben talalhato, de kisebb mértékben a csirdban is.
Olyan gabonafélék tisztitasa (koptatasa) esetén, amelyeknél a fitat a mag kiilsé rétegében
talalhato, akar 90%-os fitatcsokkenést is elérhetiink (Schlemmer és munkatarsai, 2009).
Példaul a vadrizs 12,7-21,6 mg/g-ot, a hantolt rizs azonban csak 1,2-3,7 mg/g-ot tartalmaz
(Petroski és Minich, 2020). A hiivelyesek esetén a hantolassal csak kis mértékben tudnank
eltavolitani a fitatot, mert példaul a szojababban egyenletesebben oszlik el a vegyiilet. A
kukoricaban, ahol a fitat foként a csiraban talalhato, a szem ezen részének eltavolitasaval
lehet a fitatot jelentésen csokkenteni. Azonban figyelembe kell venniink azt is, hogy ha a
magvak fitatot tartalmazo részeit levalasztjuk, azzal értékes tdpanyagok és bioaktiv

vegyliletek elvesztését is okozzuk (Schlemmer és munkatarsai, 2009).

Magvak vizben valo aztatasa egy hagyomanyos elOkészitési modszer, amely szintén
alkalmas a fitdt mennyiségének csokkentésére példaul kolesben, kukoricaban, rizsben és
szojaban, atlagosan 20%-kal. Azonban az aztatovizbe nem volt kimutathatd6 a korabbi
kutatas alapjan az IPs, ami arra utal, hogy a fitatot endogén gabonafitdzok hidrolizaltak. (Bar
az aztatas csokkentette a fitat tartalmat, ugyanakkor jelentds vas- és cinkveszteséget is
eredményezett, emiatt a fitat/'vas ardny nem igazan valtozott meg, tehat az erre épiild
méréstechnika lehet, hogy nem jelenitené meg elég pontosan a csokkenést.) A magvak
esetén a csirazas tovabb csokkentheti a fitatot, mivel az endogén fitazok aktivalédnak, azért,
hogy foszfatot szabaditsanak fel a kotott fitdt formabol. A csicseriborsonak példaul tobb

crer

mint 60%-kal csokkentette a fitdt koncentracidjat a csirazasi eljaras (Petroski és Minich,
2020).

Ezeken tal a fermentalas, mint példaul a kenyér kelesztése szintén jelentdsen csokkenti a
fitatok mennyiségét, mely szervetlen foszfatokra és inozit-foszfatokra bomlik (Wu és
munkatarsai, 2009). A kenyerek készitésekor a fermentacié idejének novelése és a pH-
csokkentése (koriilbeliil pH 5,5-re) hatékonynak bizonyult a fehér és teljes kidrlési lisztbol
késziilt kenyerek fitattartalmanak csokkentésére (Wang és Guo, 2021). Petroski és Minich,
(2020) arrol szamoltak be, hogy a tejsavbaktériumok fitaz aktivitasuk mellett a fermentaciod
soran a tészta pH-jat korilbelill 4-5-re csokkentik, ezaltal aktivaljak az endogén
gabonafitazokat is. Enyhe savanyitas tejsavval hasonl6 eredményeket produkal. Castro-Alba

¢s munkatarsai (2019) fermentacids kutatasai pedig azt bizonyitottdk, hogy quinoa és
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amarant minta beoltasa Lactobacillus plantarum 299v torzzsel csokkentette a

fitatkoncentraciot quinoa esetén 47-51%-kal, amarant esetén 12-14%-Kkal.

Mivel a fitdit meglehetésen hostabil koriilbeliil 100°C-ig, nem tavolithatd el konnyen
hagyomanyos hdkezeléssel, mint pl. f6zés. A fitdt enzimes lebontdsa azonban mind az
élelmiszerben természetesen el6fordulo fitazokkal, illetve ezen feluli fitdzok hozzdadasaval
hatékonyan  végrehajthatd. A fitazok  (mio-inozit-hexafoszfat-foszfohidrolazok)
novényekben, mikroorganizmusokban ¢és allati szovetekben (pl.: borjimajban) is
megtalalhatéak. Olyan enzimek, amelyek hidrolizaljak a fitatot (3. abra), valamint mas
szerves foszfatokat, mint példaul az alacsonyabb inozit-foszfatokat eltéré affinitassal és
hatékonysaggal. A foszfatcsoportok fokozatos lehasitasa egyre alacsonyabb foszforilacidju
inozit-foszfatokhoz és szervetlen foszfatokhoz vezet mig végiil el nem jutunk a mio-inozitig
(Schlemmer és munkatarsai, 2009). Csapd és munkatarsai (2016) szerint a fitat részleges
bontasa keveésbé foszforilalt inozitok (pl.: inozit tetra- és trifoszfat) képzddését eredményezi,
mely vegyiiletek taplalkozastizioldgiai szempontbol kivanatosak, mert nem képeznek olyan
stabil komplexet a kationokkal, mint a fitat, igy az esszencialis kationok hozzaférhetdsége,
felszivodasa javul, ugyanakkor ezek a koztestermékek rendelkeznek a fitat pozitiv, jotékony

¢élettani hatdsaival.

3. abra: A fitinsav hidrolizise fitinsav altal inozit-foszfatta és elemekre

(Forras: Lei és Porres, 2003)
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A kiilonbozé eredetli fitaizok mas-mas hasitasi mechanizmus szerint hidrolizaljak a
foszfatcsoportokat, igy kiilonbozé inozit-pentat izomereket kaphatunk. A fitazokat
nemzetkozileg osztalyozzak az els6 hidrolizalt fitat-foszfoészter-kotés helyének
megfelelden. Ez alapjan a két leggyakrabban el6fordulod enzimesoport a 3-fitdz és a 6-fitaz.

A 3-fitdzok elsdsorban mikrobidlis eredetlick, mig a 6-fitdzok féleg novényi eredetiiek.
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Vannak azonban kivételek: az Escherichia coli fitazok 6-fitazok és szdjabab fitdzok 3-
fitazok. A fitdzokat szamos novényben tanulményoztak, izolaltak és jellemezték mar. Magas
fitaz aktivitas jellemzi a magvakbol szarmazokat. A gabonafitazok valtozé aktivitdssal
vannak jelen, a legmagasabb aktivitassal a rozsban, alacsonyabb aktivitassal a buzaban,
zabban, tonkolyben és kukoricaban, de a fitaz aktivitas valtozhat a betakaritasi évtol és a
fajtatol is. Az élelmiszerfeldolgozas soran (pl.: korabban emlitett 4ztatas), a ndvényi vagy
mikrobialis eredetti fitdzokat széles korben alkalmazzdk az ¢lelmiszerek fitattartalmanak
csokkentésére, valamint az asvanyi anyagok és nyomelemek biologiai hozzaférhetéségének
javitasa érdekében. Azonban nemcsak a mar az élelmiszerben rejlé fitdzokat lehet
kihasznalni, hanem hozzaadott fitaz készitményeket is alkalmazhatunk az élelmiszerek fitat
tartalmanak csokkentése érdekében. A kereskedelmi forgalomban kaphatdo enzimek
buzakorpa, éleszté vagy egyéb mikroba eredetiick. Ugy tiinik, hogy a fitazok széles
specifitastiak, és pl.: buzabol izolalt enzimmel lehetséges a zabban és mas gabonafélékben
is a fitatbontas. A gomba eredetii fitazokkal akar teljes fitatlebontast is el lehet érni, mig az

endogén fitazokkal csak 73-80%-0s csokkenést (Schlemmer és munkatarsai, 2009).

A fitaz enzimek nagy molekulatomegii (40-500 kDa) fehérjék, amelyek, ahogy emlitettem
szamos novényfajban jelen vannak, azonban névényi fitazok termelésének koltséghatékony
cléallitaisa még Kifejlesztésre var, egyelére nagyon draga és iddigényes folyamat. A
mikrobialis eredetli fitazokat azonban ipari célokra mar széles korben alkalmazzak.
Baktériumokat, ¢lesztogombakat és penészgombakat is vizsgaltak, koziilik az egyik
legkiemelkedébbek az Aspergillus nemzetségbe tartozo fajok, amelyek koziil tobb mint 200
gomba izolatum, fitdz termelését figyelték meg. Tobb mint 58 gombatdrzs mutatott fitat
hidrolizalé képességet, s a leghatékonyabb fitaz termelé az Aspergillus ficuum volt.
Megemlitenék néhany példat a fitazt termeld baktériumokrol is, mint a Bacillus, Klebsiella,
E. coli, Pseudomonas spp-t. Az élesztok altal termelt fitazokrol (mint pl.: Saccharomyces
cerevisiae és Schwanniomyces castellii) egyelére még kevés tanulmany 1étezik. Az enzimek
optimalis kornyezeti tulajdonsagainak felderitése fontos feladat a lehetséges ipari
felhasznalas szempontjabol. A  kiilonbozé forrasokbdl nyert fitdzok kiilonbozd
termostabilitassal, pH és hémérséklet optimummal rendelkeznek. Nagy altalanossagban
elmondhat6, hogy a hémérséklet-optimumuk 25-80 °C kozott talalhatoé, pH tartomanyt
illetden aktivitast pedig 4,5-6,0 kozott mutatnak (Gupta, Gangoliya és Singh, 2015). A
gabonafélékben a fitaz optimalis hdmérséklete 45°C-55°C és pH-optimuma 5,0 — 5,6 kozott.
A gombak altal termelt mikrobialis fitazok gyakran két kiilonbozé pH-optimumot mutatnak:
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2,5 és 5,0-0s pH 58°C-os hdmérsékleti optimum mellett (és 68°C felett mar nem mutatnak
aktivitast). Bakterialis fitdzok példaul a Bacillus subtilis semlegestdl lugosig terjedé pH-
optimumot mutat (pH 7,0-7,5), és legtobbjiik 50°C-on rendelkezik a legnagyobb aktivitassal
(Schlemmer ¢és munkatarsai, 2009). A szubsztrat specifitas is fontos jellemzdje az
enzimeknek. A fitdzoknak kiilonb6z6 foszfat csoportot tartalmazd vegyiiletek szolgalnak
szubsztratumként. Atalakitandd alapanyag lehet példaul a fitinsav és egyes séi, a

cukorfoszfatok, AMP, ADP, ATP, PEP, NADHp>, riboflavin-foszfat (Bujna, 2014).
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3. Alkalmazott anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt dio mintak

A kutatasaim soran 2023 évi termésii, Magyarorszagrol szarmazo dié mintakat vizsgaltam,

melyek tarolasa a vizsgalat kezdéséig fagyasztott (-20°C) koriilmények kozott tortént.

3.2. Felhasznalt enzimek

A fitinsav bontasahoz felhasznalt enzimkészitmények kereskedelmi forgalombol beszerzett
készitmények voltak. Kétféle eredetii fitazzal végeztem a kisérleteimet: egy E. coli eredetti
(SEB fitaz), illetve egy novényi eredetii, buzabdl izolalt fitazzal. Az enzimek tarolasa a

vizsgalatig fagyasztott (-20°C) modon tortént.

3.3. Az enzimes kezelések folyamata
A di6 mintdkat enzimes szuszpenziokkal kezeltem a megfelel6 hdmérsékelten tartott
vizfiirdében, szabalyozott id6tartamig. Az enzimes hidrolizis megadott kezelési id6tartama

lejartaval a mintak kivételre kertiltek, majd mintaelokészitési 1€pések kovetkeztek.

3.3.1. Daralt dié enzimes kezelése

A daralt di6 mintabol 2,5g keriilt 6sszemérésre 5 ml szuszpenzid (desztillalt viz és enzim) a
centrifugacsébe. (Kivétel az egész és daralt dio dsszehasonlitasanak vizsgalata, amikor 5 g
daralt minta bemérése tortént 10 ml szuszpenzidval, de az arany ugyanagy 1:2 maradt.) Az
alkalmazott enzim mennyiség a kisérleti beallitas szerint valtozott, igy a pontos mennyiséget

az adott vizsgalatnal fogom feltiintetni.

3.3.2. Egész dié enzimes kezelése
Ez esetben az egész diot nagyobb mennyiségli szuszpenzidval sikeriilt megfeleléen ellepni,

emiatt 5 g egész dio bemérése tortént, 20 ml szuszpenzidval, amely 1:4 arany.

3.4. Fitinsav méréséhez alkalmazott anyagok

3.4.1. Wade reagens
A reagens elkésztéséhez 300 mg szulfoszalicilsavat és 30 mg vas-klorid-hexahidratot

sziikséges feloldani 100 ml desztilallt vizben (2-4°C-on tarolhato6 koriilbeliil 3 honapig).

3.4.2. 2,4%-o0s s6savoldat

53,7 ml cc. sésav, illetve 900 ml desztillalt viz keveréke.
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3.5. Felhasznalt modszerek

3.5.1. Liofilezés

Az enzimbontasi [épés utdn a mintak lefagyasztasra keriiltek, majd liofilizalas kovetkezett,
amely koriilbeliil 36 orat vett igénybe. Ehhez Christ-ALPHA tipusu liofilizatort hasznaltam.
A miivelet soran alkalmazott koriilmények a kovetkezdk voltak: vakuum nyomasa: 0,25

mbar, minta polc hdmérséklete: 24°C, fagyasztas hdmérséklete: -84°C.

3.5.2. Fitinsav mérés

A fitinsav meghatarozasahoz Darambazar 2018-as vizsgalati protokolljat alkalmaztam,
amely leirja, hogyan hatarozhato meg a fitinsav élelmiszerekben, takarmanyokban és
novényi anyagokban. A protokollt Gao és munkatarsai (2007) kolorimetrias modszere
alapjan fejlesztették tovabb a kanadai saskatchewani Egyetemen. Az analizis alapja az, hogy
a Wade reagenssel 1étrehozott vas-szulfoszalicilsav szines komplexbe a jelenlévé fitinsav
beépiil, mely kiszoritva a szulfoszalicilsavat a komplexbdl, elszintelenedik. A szinintenzitas

aranyos a fitinsav tartalommal, amely spektrofotométerrel mérheté 500 nm-en.

A protokoll leirasa alapjan a méréseket ugy végeztem, hogy a daralt di6 mintabol 0,5g-ot
mértem be 50 ml-es centrifuga cs6be. Mindemellett 1g NaCl-ot is sziikséges bemérni egy
masik centrifuga csébe 0,05 g pontossaggal, amelyeket ezt kovetden kupakkal lezarva
taroltam. A bemért di6 mintakhoz hozzamértem 10 ml 2,4%-0s sdsavoldatot, majd vortex
segitségével 10 mp alatt homogenizaltam az elegyet. Ezutan a centrifugacsoveket
razogépben szobahémérsékleten 16 oraig, 200 rpm-en razattam. Majd a minta centrifugalasa
kovetkezett 3000 rpm-en 10°C-on 20 percen at. Ezt kovetden a feliiluszot 1 réteg
sziir6papiron atsziirve a korabban kimért NaCl-hoz adtam, majd alaposan homogenizaltam
vortex segitségével, hogy feloldédjon a s6. Ezutan ismét razoégépbe helyeztem a mintakat
200 rpm-en 20 percre, majd hagytam leiilepedni a rendelkezésre allo id6t6l fiiggden vagy
4°C-on 60 perc alatt, vagy -20°C-on 20 percen at. Ezutan ismét centrifugaltam a mintat 3000
rpm-en 10°C-on 20 percen keresztiil. A feliilluszobol 1 ml-t 25 ml-es mér6lombikba
pipettaztam, amelyet ezutan desztillalt vizzel jelre toltdttem. A higitott mintat f6z6poharba
ontdttem at, majd 3 ml-t ebbdl a higitott mintabol és 1 ml-t a Wade reagensbél pipettaztam
egy centrifugacsébe. Ezt még egyszer 3000 rpm-en 10°C-on 10 percig centrifugaltam, majd
(desztillalt vizzel valdo nullazas utan) 500 nm-en mértem Unicam Helios Alfa

spektrofotométerrel a minta abszorbanciajat.
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A fitinsav mennyiségének meghatarozasdhoz kalibracids sort készitettem fitat standard
torzsoldat segitségével. Ehhez 320 mg fitinsav-natriumsoét feloldottam 1 liter desztillalt
vizben, majd készitettem egy standard oldat sort, amely 5,0; 10,0; 30,0; 40,0; 60,0 és 80,0
mg/l fitatot tartalmazott. Az abszorbancia mérését parhuzamosban végeztem, majd a kapott
eredményeket atlagoltam. Minél magasabb volt a fitinsav koncentracidja, annal alacsonyabb

volt az oldat abszorbanciaja (4. abra).

4.4abra: Fitat standard kalibracids egyenes

(Forras: sajat munka)

(=}
&
[ J

o
i

o
w

y=-1,4145x + 0,6023 )
R*=0,9787

Abszorbancia (500 nm)
o
N

o
i

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Fitinsav mennyiség (mg)

23



4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Kiilonboz6 eredetii fitazok vizsgalata

Az elso kisérlet soran a kiilonb6z6 eredetii fitdzok Osszehasonlitasat végeztem el fitinsav
csokkentés céljabol. Az enzimekbdl kétfélét volt lehetdségem kiprobalni kiilon-kiilon a did
minta fitinsav tartalmanak csokkentésére. A buza eredetli és a bakteridlis eredeti fitaz
fitinsav bontasanak 6sszevetéséhez mind a kett6bdl azonos, 20-20 unit aktivitdsa enzimet
adtam a folyadék fazishoz. Ezutdn a mintahoz adva 55°C-os vizfiirdében tortént az
enzimbontas. A mintakbol mindkét enzimes kezelés esetén 1, 2, 4 és 24 ora utan vettem
mintat és ezeket, illetve a kontroll (enzimkészitmény nélkiili) mintakat is vizsgaltam 0, 4, 8
¢s 24 6ra utan (3. tablazat). A mintaelokészitést kovetéen pedig az el6zéekben leirt modszer

szerint megmértem a fitinsav tartalmat.

3.tablazat: Buza és bakterialis eredetli fitdzok hatédsa a fitinsav mennyiségére

(Forras: sajat munka)

Minta |détartam Fitat koncentracio
megnevezése (9/1009)

kiindulés (0 o6ra) 3,95
Kontroll 4 6ra 3,67
minta 8 ora 3,46
24 6ra 3,32
1 6ra 2,95
Buza fitazzal 2 Ora 3,10
kezelt minta 4 ora 3,06
24 6ra 2,84
1 6ra 3,28
SEB fitazzal 2 Ora 3,31
kezelt minta 4 ora 3,29
24 Ora 3,42

A fitinsav mérés modszerének kivalasztasakor azt tartottam szem el6tt, hogy jelen esetben
olyan modszerre volt sziikségem, amely gyors, egyszeriien kivitelezhetd, illetve viszonylag
olcso is. Hatranya lehet, hogy nem a legpontosabb technika, de a kutatas soran arra kerestem
a valaszt, hogy elérhetd-e a fitaz segitségével fitinsav csokkentés és ennek a kimutatdsara

alkalmas a technika egyszerii mintamatrix esetén.

Az eredményeket tekintve, a moddszert alkalmazva sikeres volt a fitinsav mennyiségi

meghatarozasa és a 0. 6ras kontroll minta fitinsav tartalma 3,95 g/100g dio lett, melyet
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szakirodalmi adatokkal Gsszehasonlitva megallapithatd, hogy megegyezést mutat
szakirodalomban talalhato értékekkel: Ekop és Eddy (2005) altal egy afrikai diofajtaban
1,932 g/100g fitinsav volt kimutathatd; Molnar (2023) szerint 0,2-6,7% kozott valtozhat a
kiilonb6z6 diofajtak fitinsav tartalma; Liu és munkatarsai (2017) pedig az altaluk fejlesztett

modszerrel 1,1 g/100g kortili fitinsav tartalmat kaptak az altaluk mért spanyol dié mintabol.

Erdemes megfigyelni, hogy az 55°C-os ztatas utdni kontroll mintdk esetében mar (enzimes
kezelést nem kapott minta) tortént bizonyos mennyiségli fitat csokkenés, ennek
koszonhetden az id6 elérehaladtaval egyre kevesebb fitinsav maradt a mintaban, amely a 5.
abran szemléltetve is megtekinthetd. A kiindulasi 3,95 g/100g-bol 24 6ras vizfiirdé utan 3,32
9/100g maradék fitatot kaptam. Ez a szakirodalmi adatok alapjan gy gondolom, hogy a
gytimolcsben levd fitazok meleg vizre torténd aktivalasa miatt tapasztalhato. Petriski és

Minich (2020) kdles, kukorica, rizs €s szoja esetén emlitik ezt a hatast.
5.abra: Az 55°C-os vizben valo aztatas hatasa a fitinsav csokkenésére did mintaban

(Forras: sajat munka)
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A buza fitaz esetén 2,84-3,10 g/100g kozotti fitinsav koncentraciot mértem, amely azt
mutatja, hogy sikertilt a fitinsavat csdkkentenie a hozzaadott enzimnek, azonban a csokkenés
mértéke nem fiigg jelentdsen a kezelés idOtartamatol, bar végiil a 24 oras kezelés altal

kaptam a legkedvezébb eredményt.

A SEB fitaz esetén sem volt mérvado a kezelés idétartama, illetve ilyen beallitasokkal
jelentds mértékii fitinsav csokkentést nem tudtunk elérni 24 6ra alatt sem, tulajdonképpen

mar 1 ora alatt is lezajlottak a bontasi folyamatok.
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6.abra: A 4 oras buza- és SEB fitazzal torténd enzimes kezelés hatasa a di6 fitinsav
koncentracidjara dsszehasonlitva a 4. 6ras kontroll mintaval

(Forras: sajat munka)
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A 6. abran lathato, hogy 0sszehasonlitva a 4 6ras kontroll mintat a két kiilonb6z6 4 6ras fitaz
enzimes kezelés utani eredményekkel, az tapasztalhato, hogy csokkent a fitinsav tartalom az
enzimek hozzaadasanak hatasara, valamit megallapithato az is, hogy a btiza eredetii fitaz
hasznalataval valamivel nagyobb cs6kkentést tudtam elérni, bar érdemes megjegyezni, hogy
ehhez az eredményhez a buiza eredetti fitazbol az adott enizmaktivitas eléréshez tobb enzimre

is volt sziikség, mint a SEB fitaz esetén.

4.2. Fitaz enzim mennyiségének optimalasa

A tovabbi kisérleteim soran az E. coli eredetti SEB fitaz enzim mennyiség novelésének
hatasat kivantam vizsgalni a fitinsav bontas hatasfokara vonatkozoan. A SEB fitaz aktivitasa
magasabb volt, mint a blza fitazé, igy a 20 unit aktivitdshoz kevesebb enzimre volt
sziikségem, valamint nagyobb mennyiségben allt rendelkezésemre, igy ennél az enzimnél
volt lehetdségem arra, hogy az adagolt enzimmennyiség hatasat értékeljem. A 20U-on feliil
100U és 200U aktivitassal is megvizsgaltam az enzimbontds eredményességét. A bontas
id6tartamanak a 4, 8 és 24 oOrat valasztottam, azért, mert szerettem volna a kdzepes €s
hosszabb iddtartamtl enzimes kezelés hatasat is megvizsgalni, mert arra szdmitottam, hogy
hosszabb reakcioidével nagyobb mennyiségii bontas fog megvalosulni. A fitinsav hidrolizis
folyamata soran ugyantugy 55°C-os hdmérsékleti beallitast alkalmaztam, illetve a bemért

mintamennyiségen sem valtoztattam, igy a 4. tablazatban lathato eredményeket kaptam.
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4.tablazat: A SEB fitdz mennyiségének hatasa a fitat koncentraci6 csokkenésére

(Forras: sajat munka)

Enzimbontas Enzim Fitat koncentracio
idotartama mennyisége (U) (9/1009)
20U 3,23
SEB fitaz 4 6ra 100U 3,44
200U 3,50
20U 2,89
SEB fitaz 8 6ra 100U 2,88
200U 3,08
20U 3,04
SEB fitdz 24 6ra 100U 2,76
200U 2,70

A 4 oras kezelés soran azt tapasztaltam, hogy az enzim mennyiségének novelésével nem
érhetd el nagyobb mértéki bontas, s6t minél tobb enzimet alkalmaztam, annal magasabb
maradék fitinsav értékeket kaptam. Ugyanakkor az eredmények kozotti kiillonbségek nem
nagyok, igy lehetséges, hogy a 4 ora hossza nem volt elég ahhoz, hogy kiugréan nagy
valtozas torténjen a fitinsav bontast illetden az enzim mennyiség novelésének hatasara vagy
esetleg elképzelhetd, hogy ideiglenesen termék gatlas Iépett fel a ndvelt enzim aktivitas
kovetkeztében torténd foszfor felszabadulds miatt. Azonban 8 ora elteltével mar jobban
lathato a csokkenés mértéke, 24 ora utdn pedig még tobb fitinsavat sikeriilt elbontania az
enzimnek. A mért értékek a legutobbi esetben azt mutatjdk, hogy az enzimaktivitas
OtszOrdsére valo novelése esetén jelentdsebb valtozas torténik, azonban 100 €s 200U kozott
mar nem tapasztalhatd akkora kiilonbség. Viszont végiil a 200U-tal kaptam a legkedvez6bb
eredményt, igy akar 24 Ora alatt 200U-0s enzimbeallitas mellett 2,70 g/100g-ra is
csokkenthet6 a fitinsav mennyisége, ami a 24 6ras kontroll mintankhoz (3,32 g/100g) képest
14,8%-o0s csokkenést jelent. Ezzel ugy gondolom, hogy ez egy sikeres optimalizalasi
beallitdsnak bizonyult, illetve alatdmasztja azt az elméletet, hogy érdemes az aztatason feliil
enzimeket hasznalni a fitinsav csokkentésére. Ha pedig a 3,95 g/100g-os kezeletlen di6
mintahoz viszonyitom az eredményt 30%-os csokkenést sikeriilt elérni, amelyet a 7. abran

szemléltettem.
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7.abra: A fitinsav csokkenésének mértéke (a kezeletlen didhoz képest) enzimes bontas
hatasara a hozzdadott enzim mennyiség fiiggvényében (kékkel a 4 6ras-, narancssargaval a

8 oOras-, zolddel a 24 oras kezelés eredményei lathatdak)
(Forras: sajat munka)
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11

100U 200U 20U 100U 200U 100U 200U
enzim mennyiség (U)

fitat csokkenés mértéke (%)
o ©o ©o

o1
o

o
=)

4.3. Egész dio bontasa fitaz enzimmel

A kovetkezé kisérlet soran arra kerestem a valaszt, hogy a didban 1évé fitinsav
hozzaférhet6ségét az enzimes reakcido soran hogyan befolyasolja a di6 daraboltsaga. A
vizsgalati beallitasok 55°C, 200U enzimmennyiség voltak. A bontast ezattal nem csak 24
oraig végeztem, hanem 48 oOran at is, hogy megfigyeljem hosszabb kezelés alatt torténik-e
nagyobb mértéki fitinsav csokkenés az enzimes folyamat soran. Az egész did esetén
parhuzamosokat is vizsgaltam, hiszen korabban még nem dolgoztam daralatlan mintabdl és
nem egy vizsgalati eredménybdl szerettem volna levonni a kdvetkeztetéseimet. A vizsgalat

soran kapott eredményeket a 5. tabldzatban rogzitettem.

S.tablazat: Egész és daralt di6 fitaz enzimes kezelésének Osszehasonlitasa

(Forras: sajat munka)

Di6 formaia Enzimbontas Fitat koncentracio
J idotartama (9/1009)
) 24 ora 2,71
Egész -
48 ora 2,91
24 ora 2,86
Daralt
48 ora 2,94
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Ha az enzimbontas idejét figyelem meg, akkor sajnos az vonhat6 le kdvetkeztetésnek, hogy
a 48 oras reakcio utan kedvezdtlenebbek az eredmények, hiszen magasabb fitinsav
koncentracié maradt a hosszabb ideig kezelt mintdkban mind a darélt, mind pedig az egész
dio esetében. Habar nem sokkal magasabb a maradék fitinsav tartalom 48 o6ra utan, mégis
varatlan ez az eredmény; ezt akar okozhatja az is, hogy kiilon mérési eredmény és mas
iitemben zajlottak az enzimes folyamatok (hisz nem a 24 6ras mintabol vettem ki a méréshez
mintat és helyeztem vissza tovabbi enzimes kezelésre, hanem kiilon mintaként mértem) vagy
esetleg elképzelhetd, hogy ilyen hossz id6 utdn az alacsonyabban szubsztitualt inozit-
foszfatok felgyiilemlése tortént, amelyek szintén bekapcsolodtak a komplexképzési
reakcioba, ezaltal a kolorimetrias modszerrel akar tulbecsilt fitattartalmat mérhettem.
Osszehasonlitva, a darélt és az egész di6 formaban tortént enzimes kezelés eredményeit az
lathato (8. abra), hogy az egész diot tartalmazd mintaban is sikeresen végbement a
csokkentés, s6t valamivel kedvezébb eredményt is kaptam, mint a daralt mintak esetén. Ipari
felhasznalas szempontjabdl ez kedvezd, hiszen, ha a technoldgiai folyamat soran kihagyhato
lenne az apritas 1épése, az gazdasagi elényt hordozna magaban, ugyanis mind idében, mind

"o

anyagi szempontbol is csokkentené az eldallitasi proceduarat.

8.abra: A kezeltlen didhoz viszonyitva a fitat csokkenés %-os mértékének
Osszehasonlitdsa az egész- €s daralt di6 enzimes kezelése esetén

(Forras: sajat munka)

24 6ra 48 6ra 24 6ra 48 6ra

35,0
30,0
25,0
20,0
15,0

10,0

fitat csokkenés mértéke (%)

5,0

0,0
egész daralt

Egész di6 esetén is megvizsgaltam a SEB fitdz enzim mennyiség hatasat a fitinsav bontasara,
annak érdekében, hogy Osszehasonlitsam a daralt di6 esetén kapott eredményekkel. A kapott

eredményeket a 6. tdblazatban gyiijtottem Gssze.
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6.tablazat: Az egész di6 fitinsav csokkentéséhez hasznalt SEB fitdz enzim
mennyiségének optimalasa 8 és 24 oras kezelés esetén

(Forras: sajat munka)

id(lj(t(;zrigersn . Enzim mennyisége Koncentl;la;(cilo 9/100g

kontroll (OU) 3,432

8 oras 20U 3,279
kezelés 100 U 2,879
200 U 2,549

kontroll (OU) 3,479

24 oras 20U 2,784
kezelés 100 U 2,737
200 U 2,466

A Kezelési id6 megtervezésekor a kedvezbtlennek bizonyulo 48 orat elvetettem és helyette
egy rovidebb intervallumot: 8 6rat valasztottam, valamint a korabban alkalmazott 24 6rat. A
kontroll mintdim egész dio esetén 8 és 24 ora utan is 3,4 g/100g fitinsav értéket mutattak,
igy az egész dio esetén nem kaptam az aztatds idejének novelésére egyre kedvezObb
eredményt. Tapasztalatnak mind 8, mind 24 dra esetében azt vonhatjuk le, hogy az enzim
mennyiségének novelése egyre nagyobb mértékli bontast eredményezett ¢s a mintankban
ennek hatasara egyre csokkent a fitinsav tartalom. Az is elmondhato, hogy a 8 oras
kezelésnél egy kicsivel kedvezObb hatast értem el, ha 24 oraig folytattam a kezelést, igy
tovabbra is ez az id6tartam bizonyult a legkedvezébbnek, amelyet kékkel a 9. &bran is
lathatunk. Habar gazdasagi szempontbol megkozelitve fontos megjegyezni, hogy a 8 és 24
oras eredmények kozott nincs akkora kiilonbség, igy ilyen szemszogbdl nézve a 24 6rat mar

lehet nem éri meg alkalmazni.
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9. abra: A kezeletlen didhoz mért %-0s fitinsav csokkenés egész dio fitdz enzimes
kezelésének esetén az enzim mennyiség beallitdsanak fliggvényében (sarga: 8 oras kezelés,

kék: 24 oras kezelés)

40,000
35,000

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000
5,000 I
0,000

kontroll 20U 100U 200U kontroll 20U 100U 200U
0u) (V)

enzim mennyiség (U)

fitat csokkenés mértéke (%)

4.4. A hémérséklet hatasanak vizsgalata a fitinsav csokkentésre

Az eddigi vizsgalatokat 55°C-os homérsékleten végeztem, mert az altalam hasznalt fitaz
enzimek aktivitasanak maximuma a forgalmazo altal megadott adatok szerint 55-60°C-on
talalhato. Ezuttal arra a kérdésre kerestem a valaszt kisérletem soran, hogy mekkora hatassal
bir a hdmérséklet valtoztatdsa az enzim miitkodésére €s ezaltal a fitinsav bontaséara. A reakcid
a mar az optimalizalt enzimmennyiséget hasznalva (200U), 24 6rés idotartamon keresztiil
zajlott. A 7. tablazatban lathatd hémérsékletek kivalasztasa a gazdasagi szempontbol

kedvez0O szobahOmeérséklet és az enzimaktivitds maximum értéke kozott tortént.
7.tablazat: A homérséklet hatasa a fitaz enzim mukodésére

(Forras: sajat munka)

Alkalmazott hémérséklet (°C) Fitat koncentracio (g/100g)
25 2,88
30 2,76
40 2,58
50 2,49
55 2,63
60 3,36
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A vizsgalat eredményeképpen kapott adatok alapjan a legkedvezobb mért értéket S0 °C-0s
beallitas esetén kaptam, ugyanakkor a 40 és 55°C kozotti tartomanyban az eredmények igen
hasonloak, szdmottevd kiilonbség nincs. A gazdasagi szempontbodl kivalasztott 25°C sajnos
nem volt elég kedvez6 az enzim szamara, igy nem érdemes melegités nélkiil végezni a SEB
fitazzal a kezelést. Illetve az is meglepd, hogy a forgalmazo altal optimalisnak megadott
60°C-os beallitas esetében nem tapasztaltam nagy mértéki aktivitast és fitinbontast, mivel

az mar tal magas hémérsékletnek bizonyult (10. abra).

10.abra: A fitinsav csokkenésének mértéke (a kezeletlen didhoz képest) enzimes
bontas hatasara a hdmérséklet fliggvényében

(Forras: sajat munka)
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A diplomadolgozatom alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatoak le:

a vizsgalt -Magyarorszagon, 2023-ban termett- dié minta fitinsav tartalma beleesett
a szakirodalmakban olvashato tartomanyba, hiszen 3,9 g/100g-os eredményt kaptam
az alkalmazott 55°C-os aztatas, mint fitinsav csokkentési moddszer valdoban
alkalmazhato dio esetén és 24 ora alatt kortilbeliil 14,8%-o0s csOkkenés érhet6 el vele,
ez is aldtdmasztja a szakirodalmi adatokat

fitdz enzimkészitményekkel megvaldsitott kezeléssel az aztatasnal nagyobb bontast
érhetiink el, a legjobb beallitasokkal és optimalasokkal akar 36%-ot is. Az elért
eredmények igéretesek, de a szakirodalmak szerint, mas élelmiszerek esetén és mas
eredetli (pl.:Aspergillus) enzimek alkalmazasaval akar még a duplaja is elérhetd lehet
mind a buza eredetli, mind a mikroba eredetii fitaz enzimmel elérheté a fitinsav
csokkentése, optimalasra vonatkozd vizsgalataimat a mikroba eredetli enzimek
esetén végeztem

a fitaz hatékonysagat befolyasolta a mintahoz adott mennyiségiik, a hdmérsékleti
koriilmények €s az optimalasi 1épések utan a kezelés idotartama is

a di6 daraboltsagatol nem fiigg nagy mértékben a bontds eredményessége, hiszen
mind a daralt, mind az egész didnak is azonos mértékben sikeriilt a fitinsav tartalmat
csokkenteni

A mikroba eredetli SEB fitazzal a legjobb bedllitas 50-55°C-on 200U aktivitassal és
24 oras kezeléssel tortént, habar gazdasagi szempontbdl nézve a 8 ora bizonyul

kedvezObbnek

A kutatdsom alapjan, a téma tovabbi felderitéséhez a javaslataim a kdvetkezdek:

érdemes volna egyéb eredetli enzimek haszndlatat is kiprobalni és Osszevetni az
altalam alkalmazottakkal

javasolhato kiilonb6z6 méréstechnikai moddszerekkel is megerdsiteni a fitinsav
csOkkenésének mértéket, hiszen a nagymiiszeres technikdk pontosabb
eredményekkel szolgalhatnak

mivel a pH is jelent6sen befolyasolja az enzimek hatékonysagat, javasolhato az
optimalis kémhatason megvalositott enzimes kezelés vizsgalata is, mely segithet még

nagyobb fitinsav bontés elérésében
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- tovabba a feldolgozott didtermékek esetén a feldolgozottsagi fok fitinsavra vald

rahatasat is tanacsos lenne felderiteni
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6. Osszefoglalas

A di6 az ¢élelmiszerek kozott kiemelt gazdasagi jelentéséggel bir, hiszen nyersen is
rendszeresen fogyasztott, illetve szamtalan termékben feldolgozva is megtaldlhato.
Vilagszerte kedvelt, nemcsak az érzékszervi, hanem értékes beltartalmi jellemz6i miatt is.
Foként zsir-, fehérje-, vitamin- és asvanyianyag forrasnak tekinthetd. Ezen feliil tartalmaz
még sokféle flavonoid és polifenolos vegyiiletet, amelyek antioxidans, gyulladascsokkentd
tulajdonsagaik miatt kedvezdek szdmunkra. Azonban az eddig felsorolt tipanyagokon tul
néhany kedvezdtlen hatasu vegyiilet is jelen lehet a gylimolcsben, mint példaul a fitinsav. A
fitinsav (mio-inozit hexafoszfat) kis mennyiségben (koriilbeliil 1-5%) megtalalhato
gabonafélékben, diofélekben, hiivelyesekben, valamint olajos magvakban. Antinutritiv
anyagnak szamit az emberi tdplalkozasban, mert kelatképzo tulajdonsaggal bir, igy kiilonféle
fémeket €s fehérjéket kot meg, csokkentve ezzel a taplalkozasi szempontbdl fontos asvanyi
anyagok bioldgiai hozzaférhetdségét. Mivel a fitinsav meglehetdsen hdstabil, nem bonthato
el hokezeléssel, viszont a fitazok alkalmazasa hatékony eszkéznek bizonyul a vegyiilet
csokkentésére a szakirodalmak szerint. A fitdzok olyan enzimek, amelyek hidrolizaljdk a
fitatot, valamint méas szerves foszfatokat, mint példaul az alacsonyabb inozit-foszfatokat. Az
¢lelmiszerfeldolgozas sordn a névényi vagy mikrobidlis eredetii fitdzokat széles korben

alkalmazzak az élelmiszerek fitattartalmanak csokkentésére.

Vizsgalataim sordn célom volt, hogy meghatarozzam a magyarorszagi di6 fitinsav tartalmat.
Bar a fitinsav meghatarozasara gyakran mar nagymiiszeres technikakat is alkalmaznak,
ezeknek altaldban magas karbantartdsi koltsége van, bonyolultabb mintaeldkészitést
igényelnek ¢és bizonyos esetekben hosszabb mérési iddvel jarnak. Ezért a legtobb
laboratoriumban elérhetd egyszerli és olcsd technikakat alkalmazd analitikai modszerek
fejlesztése, mint példaul a spektrofotometria, vonzé alternativava valik a fitinsav
meghatarozasara. Az altalam alkalmazott modszer a vas-klorid és szulfoszalicilsav
reakciojan alapul, amelyek egylitt egy komplexet képeznek, melynek mennyisége
spektrometridsan 500 nm-en mérhetd. Fitinsav jelenlétében azonban a vas(IIl) a foszfathoz
kotodik, amely a képz6dott eredeti komplex kiszoritasa miatt az abszorbancia csokkenéséhez

vezet.

A di¢6 fitinsav tartalmanak meghatirozasan tul célul tiiztem ki a vegyiilet mennyiségének
csokkentését is, amelyhez kiillonbozo eredetli fitazokat alkalmaztam. A buza eredetii és

bakterialis fitdz fitinsav bontasanak Osszevetéséhez azonos enzimmennyiséget, valamint
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55°C  hoémérsékletet alkalmaztam. Az enzimes hidrolizis optimdlis idejének
meghatarozasahoz 1, 2, 4 és 24 oras kezelést kdvetden végeztem el a fitinsav tartalom
meghatarozasat. Kontrollként enzimkészitmény nélkiilli mintakat is vizsgaltam. A
kontrollmintdk alapjan a meleg vizes aztatds hatdsara is bekoOvetkezik fitdt bontés,
feltehetden a mintankban eredetileg levé fitaz enzimek aktivalddasanak hatasara. Ezen feliil
az enzimekkel tortént kezelések utani méréseim alapjan a fitinsav bontds még inkabb
sikeresnek bizonyult mind a btiza eredetii, mind a mikrobialis enzimmel. Mivel a bakterialis
fitdz nagyobb enzimaktivitdssal rendelkezett, a tovabbi vizsgalataimhoz ezt az enzimet
alkalmaztam. Kisérletet végeztem az adagolt enzimmennyiséggel kapcsolatosan is. Az els6
vizsgalatban 20 U-os enzim beallitassal dolgoztam, majd 100 és 200 U aktivitasi enzimmel
is elvégeztem a vizsgalataimat. Az eredmények azt mutattak, hogy 8 €s 24 oras kezelés soran
az enzim mennyiségének novelése fokozta a fitinsav csokkentését. Ipari felhasznalas
szempontjabdl fontosnak taldltam megvizsgélni a fitdz enzim alkalmazhatdsagat daralt és
dardlatlan di6 esetén is. Az enzimes bontds mindkét esetben hasonld hatasfokkal
bekovetkezett, ami igen kedvezd eredmény. Illetve egész did esetén is végeztem enzim
mennyiséggel kapcsolatos optimalast, ahol szintén azt tapasztaltam, hogy a fitdz novelése
nagyobb mennyiségli fitinsav bontéast eredményezett, ezzel aldtdmasztva a kordbbi mérési
adataimat. Végezetiil vizsgaltam a homérséklet enzimaktivitasra gyakorolt hatdsat is 25-
60°C kozotti tartomanyban, s eredményeim alapjan a 40°-55°C kozotti tartomanyban volt a

leghatékonyabb az enzim.

Osszességében elmondhatd, hogy az optimélds segitségével a SEB fitazzal tobb mint 30%-
os fitinsavbontast sikertilt elérni a kezeletlen didhoz képest, amely megvaldsithatd egész dio
enzimes kezelése esetén is. Elért eredményeim igéretesek, igy remélhetdleg a dolgozatombol
kiindulva tovabbi kutatasok segitségével a jovOben a fitat csokkentés mértéke fokozhatd lesz

did és didbol késziilt termékek esetén.
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