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1. Bevezetés és diplomamunka célja

A manapsag egyre nagyobb jelentdséggel bird elhizds, és annak egészségiigyi kockazatai
arra késztették az ¢lelmiszeripar résztvevoit, hogy egészségmegdrzd hatasu élelmiszerekkel
alljanak eld. Erre a célra szdmos moddszer Iétezik, melyek koziil az egyik lehetséges
megoldas, az ételek/¢lelmiszerek tapértékének modositasara, kedvezobbé tételére iranyuld

torekvés.

Az elhizas egyik legnagyobb okozoja a tul magas zsirfogyasztas. Mivel azonban a
fogyasztok mar kialakitottak egy preferenciat az élelmiszerekkel kapcsolatban, ezért
ahelyett, hogy azokat belsdleg valtoztatndk meg, kiillonb6z6 dsszetevok vagy adalékanyagok
hozz4adasaval tesznek annak érdekében, hogy a kivant hatédst elérjék, amellett, hogy

megtartjak vasarloikat.

Egy ilyen potencialis megoldassal szolgalhatnak a tanninok is. A tanninokat mar régota
hasznaljak borok készitése soran, ahol fehérjekicsapd hatasukat érvényesitik. Emellett egyre
tobb tannintartalma allati takarmanyt is modositanak, itt azonban mivel az Aallatok
tomegnovelése a cél, ezért csokkentik a tannintartalmat. Ez alapjan elmondhatd, hogy a
tanninoknak tobbféle, akar ellentétes hatasa is lehet az ételek tapértékére. Ebbol kifolydlag
szerettem volna tesztelni, hogy a tanninoknak milyen hatdsa van a tapanyagok

emészthetdségére, a zsiremészthetdségre fokuszalva.

A munkam f0 célja, hogy meghatarozzam van-e a kivalasztott tanninoknak hatdsa a
zsiremészthetdségre, €s ha igen, milyen mértékben és hogyan. Erre a célra harom,
kereskedelmi forgalomban is kaphatd tannint valasztottam, melyek Osszetételiiket tekintve
eltértek egymastol, ellagitannin, gallotannin és kondenzalt tannin, igy a kiilonb6z6 tipust

tanninok specifikus hatésa is feltérképezhetové valt.

Els6 1épésben magukat a tanninkivonatokat vizsgéltam, mely soran igazolni akartam az
Osszetételiiket, hogy valdban csak az eldirt tipust tanninokat tartalmazzak-e. Erre a célra a
proantocianidin-tartalmukat vizsgaltam meg. Ezt kovetéen in vitro emésztésszimulaciot
alkalmaztam, hogy ellendrizzem helyes-e a hipotézis, miszerint a tanninok befolyasoljak a
zsiremészthetdséget. Az emésztésszimulacid sordn a zsiradékot siilt marhahils matrix
szolgéltatta. A tanninok hatdsat ezutdn egy enzimaktivitds teszttel vizsgaltam, ahol arra
szerettem volna valaszt kapni, hogy a zsiremésztést végzd enzimekre mekkora hatasa van a
kiilonbozé tannin kivonatoknak. Végiil Osszefliggést kerestem a tanninok jol ismert

fehérjekicsapo tulajdonsaga és a zsiremészthetdségre gyakorolt hatasa kozott.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Elhizas és zsirbevitel osszefiiggése

Koztudott, hogy a talsuly (BMI: 25-30) és az elhizds (BMI: 30+), valamint a kapcsolédo
egészségligyi problémak eléfordulasa, a tultaplaltsag kovetkeztében egyre né (Norton et al.,
2014). Ennek egyik o tényezdje a nagy zsirtartalmu ételek tulzott fogyasztdsa. Ugyan az
emberek kezdik realizalni a megndvekedett zsirbevitel miatt eléforduld kockazatot, teljes
mértékben azonban nem tanacsos a zsirokat kizarni az étrendbdl, hiszen az egészséges

anyagcsere milkodésehez is elengedhetetlen bizonyos mennyiségili zsir bevitele.

Az elfogyasztott zsirok (szobahOmérsékleten szilard zsiradékok) és olajok
(szobahomérsekleten folyékony zsiradékok) mennyisége és zsirsavisszetétele pozitiv €s
negativ taplalkozasélettani jelentdséggel is birhat. Fontos szerepet jatszanak a zsirban
oldodo vitaminok felszivodasaban (A, D, E és K-vitamin), emellett az esszencialis zsirsavak
(melyeket a szervezet nem képes elddllitani) csak a taplalkozéssal keriilnek bevitelre.
Azonban a telitett zsirsavak tulzott fogyasztasa a sziv- €és érrendszeri betegségek fokozott
kockézataval jarhat (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition, and Allergies (NDA),
2010). Az ajanlott napi energiabevitel minimum 20%-at, maximum 35%-at kell, hogy
fedezzék a zsirok és olajok, mely egy 2000 kcal-as étrend esetében, egy 70 kilogrammos

egyénnél minimum 0,6 g/ttkg, maximum 1,1 g/ttkg zsirbevitelt jelent (EFSA, 2017).

Ennek a megoldésara jottek létre, és kezdenek vilagszerte elterjedni az olyan élelmiszerek,
amelyek csokkentett energiatartalmiak (példaul csokkentett zsir- vagy cukortartalmuak),
vagy amelyek pozitiv hatassal vannak az étvagyra az étkezésen beliili telitettség, és az
étkezés utani jollakottsag fokozédsa révén (és kovetkezésképpen hatassal vannak az
energiaszabalyozasra), ¢s mindkettd jotékony hatassal lehet a testsulycsokkentésre, és az

elhizas el6fordulasara (Norton et al., 2014).

Egyes kutatasok azt is kimutattdk, hogy az izekre és aromdkra vald reagalas soran adott
érzékszervi reakciok a sovany és elhizott emberek kozott eltér. A zsiros jellegre adott
valaszok negativan korreldlnak a tulstlyossag mértékével;, az elhizott személyek
bizonyitottan a magas zsirtartalmu (>34% zsir) élelmiszereket kedvelik, mig a normal
teststilytiak a ~20% zsirt tartalmazo élelmiszereket (Bartoshuk et al., 2006; Drewnowski et

al., 1985). A kovetkez6 fejezetekben a zsirok részletesebb bemutatasa fog kovetkezni.



2.2. Zsirok

A zsirok sziikséges alkotdelemei a kiegyensulyozott taplalkozasnak, hiszen amellett, hogy
energiat biztositanak, szamos alapvetd élettani mechanizmusban is részt vesznek.
Lipideknek azon szerves molekuldk 0sszességét hivjuk, amelyek fizikai tulajdonsagaikat
tekintve legalabb részben hidrofobok. Szerkezetiik jelentdsen kiilonbdzhet egymastol,
azonban a tobbi makromolekula-csoporttol eltéréen nem alkotnak polimereket. A lipidek
szamos egyéb vegyiilet alkotdsdban vesznek részt, tobbek kozdtt a sejtmembran
alkotéelemei (foszfo- és glikolipidek), szterinek (koleszterin, koleszterol), terpének és
szarmazékaik (karotinoidok, klorofill, ndvényi 1ll6 olajok), epesavak, szteroid hormonok

(tesztoszteron, 6sztrogén, kortikoszteroidok), és prosztaglandinok (Fritz et al., 2018).

Az étrendi zsirok alatt a triacilglicerineket, foszfolipideket és a koleszterint értjiik, azonban
étkezési zsiradékok legnagyobb részét (>95% (Field és Robinson, 2019)), a glicerin
zsirsavakkal alkotott haromszoros észterei, triacilglicerinek adjak. Biokémiai szempontbol
zsirsavnak tekintiink minden olyan karbonsavat, mely a lipidekben el6fordul. Az
emlésokben gyakran eléforduld természetes zsirsavak szama tiz koriilire tehetd, ezzel
szemben az egész ¢lovilagban koriilbeliil 100-féle zsirsav talalhaté meg. A szervezetben a
zsirsavak szabad allapotban nagyon kis koncentracidban vannak jelen, leggyakrabban
kiilonb6zo fehérjékhez kapcsolddnak. Nagy mennyiségben taldlhatdak a neutralis zsirokban,

olajokban, foszfo- és glikolipidekben, valamint viaszokban (Mandl, 2006).

Ehezéskor, valamint szimpatikus idegrendszeri hatasokra, olyan hormonok elvalasztasara
keriil sor, melyek aktivaljak a zsirsejtek zsirbontd enzimét, igy a zsirsavak felszabadulnak a
triacilglicerinekbdl. Ennek a folyamatnak a neve a lipolizis. A zsirsavak oxidacioja jelentds
energiafelszabaduléssal jar, mivel 1 g triacilglicerin 40 kJ energiat jelent. Tultaplalaskor a
zsirsavak triacilglicerin form4jaban torténd depondldsdhoz vezet a zsirszovetben. Ez az
allapot a zsirszovet felszaporodasahoz, ezaltal elhizashoz vezet, mely szdmos betegség

kockazati tényezdje.
2.2.1. Etkezési zsirok

Az étrendi zsirokat leggyakrabban a benniik talalhaté kettds kotések alapjan csoportositjuk.
A telitett zsirsavakban nem talalhaté kettds kotés (SFA), mig az egyszeresen telitetlen
zsirsavakban egy (MUFA), a tobbszorosen telitetlen zsirsavakban (PUFA) tobb kettds is
elofordulhat. Ezek a kettds kotések cisz, illetve transz formaban is eléfordulhatnak, azonban

leggyakrabban a cisz konfiguraci6 jellemz6 az étrendi zsirsavakra (EFSA, 2017). A beviteli
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ajanlasokat szeparaltan is meg szoktadk adni a kiilonboz6 zsirsavakra, valamint a
transzzsirokra. Ennek okan a tobbszorosen telitetlen zsirokat tovabbi kategoridkra osztjak:
omega-6 zsirsavak, omega-3 zsirsavak, és hosszll lanci omega-3 zsirsavak (20-nal nagyobb
szénatomszamu zsirsavak). Az ajanlasok szerint célszerli a zsirokbol torténd energiat 1/3
aranyban SFA-bo6l, 1/3 aranyban MUFA-bd1 és 1/3 aranyban PUFA-b6] fedezni (Rodriguez
et al., 2009).

2.2.2. Telitett zsirsavak (SFA)

A telitett zsirsavak (pl. palmitinsav (C16:0), sztearinsav (C18:0), vajsav (C4:0)) eloallitasara
képes a szervezetiink, igy nem sziikséges taplalékkal bevinni 6ket. Pozitiv, dozisfiiggd
kapcsolatot véltek felfedezni a telitett zsirbevitel és a vér LDL koleszterin szintje kozott. A
nagy mennyiségben telitett zsirokat tartalmazo ételek fogyasztasanak csokkentése, illetve
omega-6 tartamu zsirsavakra torténd cseréje csokkenti a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasanak kockazatat. A legtijabb ajanldsoknak megfeleléen amennyire csak lehetséges,
csOkkentsiik a beviteliiket, melyek allati eredetli termékekben fordulnak elé legnagyobb

mennyiségben (EFSA, 2017).
2.2.3. Egyszeresen telitetlen zsirsavak (MUFA)

Az egyszeresen telitetlen zsirsavakat (palmitinolajsav (C16:1n-7c), olajsav (C18:1n-9c),
nervonsav (C24:1n-9¢) szintén képes eléallitani a szervezetiink, igy nem nélkiilozhetetlen
OsszetevOi az étrendnek. Nem taladltak Osszefliggéseket annak kapcsan, hogy megel6z6

hatasuk lenne a taplalkozassal 6sszefliggd betegségek szempontjabol (EFSA, 2017).
2.2.4. Omega-3 és omega-6 zsirsavak (PUFA)

Az omega-3 zsirok csaladjdba tartozik az alfa-linolénsav (ALA, C18:3n-3c),
eikozaopentaénsav (EPA, C20:5n-3c), és dokozahexaénsav (DHA, C22:6n-3c), melyek
esszencialis zsirsavaknak szamitanak, hiszen a szervezet nem képes eloallitdsukra, és
nélkiilozhetetlenek a metabolikus egyensulyhoz. Képesek csokkenteni a sziv- és érrendszeri
betegségek kockazatat azaltal, hogy csokkentik a vér triacilglicerin szintjét, plakk-képzddést
¢és a vérnyomast. Tovabba gyulladasgatlo hatasuk van, kozrejatszanak az immunrendszer
megfelelé miikodésében, és a sportteljesitményre is pozitivan hatnak. Napi 250 mg EPA és
DHA, vagy heti két alkalommal torténd halfogyasztas sikeres lehet a primer prevencidban
egészséges egyéneknél. A DHA f6 forrdsai a tengeri halak és a tenger gylimdlcsei. A

szervezet képes eldallitani EPA-t és DHA-t az ALA-b6], viszont nagyon kis mennyiségben



(EPA ~8%, DHA ~0,5%), igy Onmagéban az ALA fogyasztds nem képes szamottevo
emelkedést okozni a vér DHA szintjében. F6 ALA forrasok: lenmag, chiamag, kendermag,

di6 (Rogerson, 2017).

A tobbszorosen telitetlen omega-6 zsirsavakat (linolsav; C18:2n-6¢) nem képes a szervezet
eléallitani, igy szintén esszencialisnak mindsiilnek. Az arachidonsavat (C20:5n-6¢) képes
szervezetlink szintetizdlni linolsavbol, igy nem tekinthetd esszencialisnak, viszont
meghatarozo szerepet jatszik a szervezet metabolikus allandosagdban. Pozitiv, dozisfiiggd
kapcsolat feltételezhetd a bevitt omega-6 zsirok és a HDL koleszterinszint kozott.
Legfontosabb omega-6 forrasok: palmaolaj, napraforgoolaj, repceolaj, szdjaolaj,

szarnyasok, olajos magvak, tojas, gabonafélék (EFSA, 2017).
2.2.5. Transzzsirsavak

A transzzsirsavak eldallitdsara nem képes a szervezetiink, illetve nincs is sziikségiink
fogyasztadsukra. A rendelkezésre allo6 adatok azt mutatjak, hogy a kérddzoé allatokbol
szarmazd transzzsirsavak ellentétes hatdst gyakorolnak a vérzsirparaméterekre, mint az
¢lelmiszeripari gyartas soran keletkezett verziok abban az esetben, ha azonos mennyiségben
fogyasztjak dket. Egyes tanulmanyok azt mutattak, hogy a magasabb transzzsirsavbevitel €s
a nagyobb sziv- €s érbetegség-kockazat kozott pozitiv kapcsolat all fenn. Ennek kapcsan
megallapitottak egy olyan maximalis hatarértéket (<1% a teljes energiabevitelnek, illetve a
lehetdségek szerinti legalacsonyabb bevitel), mellyel csokkenteni lehet a transzzsirsavak
bevitelét, ugyanakkor nem sériil az esszencialis tapanyagok mennyisége (EFSA, 2017).
Ezzel a felismeréssel pathuzamosan olyan kampanyokat és politikai intézkedéseket vezettek
be, melyekkel az élelmiszergyartokat és éttermeket arra 6sztondzték, hogy csokkentsék az
¢lelmiszerek transzzsirsavtartalmat azaltal, hogy alternativ zsirokra cserélik. Ezt azonban
jellemzden telitett zsirokkal oldjak meg (palmazsir, kokuszzsir), igy ndvekedni fog az adott

¢lelmiszer telitettzsirsav-tartalma (Mozaffarian et al., 2010).

2.3. Az emésztés folyamata és zsirok emésztése

Amellett, hogy csak az elfogyasztott élelmiszerben 1évé zsirsavak mennyiségére
Osszpontositanank, relevansabb képet kaphatunk, ha a zsirsavak emészthetdségét is

figyelembe vessziik.



Az emésztés soran kiilonbozo szakaszokat kiilonitiink el egymastol, ezek a szdj, gyomor,

vékonybél és vastagbél, ahogy azt az 1. ébra is mutatja.

Time (hrs) Food structures
0 I
Mouth ¢
a Mechanical breakdown
Sal Mixing 1, Tastantsand
o : d
Starch and lipid degradation bl ot
) ) Stomach *
Gastri Storage Protein hydrolysis
uices
i > Mixing Lipid digestion
y N Sterilization Emuilsification
/ \
| |
\
—~\ Small Fat ——> Fatty acids
/ \ intestine . - .
( | \f Protein ——» Amino acids
k\ y Enyzme hydrolysis
. S . Absorption —> Water
7 - N Carbohydrate ——» Monosaccharides
( ) ——> Micronutrients
\ /
\ J
\ Large
S : : Resistant starch ; :
intestine -
Y : Non-starch polysaccharides == Shost chain ety acidls
Fermentation
Dehydration —> Water
—> Minerals
—_— i
~24-72 hrs Gas production
Y v
Feces

1. abra A taplalékszerkezeteknek a szajon, a gyomron, a vékony- és vastagbélen (itt szakaszos reaktorok sorozatanak
tekintve) valo athaladasanak vazlata, szemléltetve az egyes szakaszokban végbemend folyamatokat, valamint az emésztett
és felszivodott tapanyagok (Topping & Clifion, 2001).

A folyamat a taplalék szajba keriilésével kezdddik. A falat szajba jutdsat kovetden a nyelviink
feladata, hogy a taplalékot a zapfogak kdzé juttassa. Itt az étel darabolasa (ragéasa) kovetkezik
be (ami lehetdvé teszi az iz- és aromavegyiiletek felszabaduldsat is, amelyek az
izélményiinket biztositjak), majd a nyelv a megragott falatot a bolusba gytjti, amelyet
hatrafelé, a gégefedd felé hajt, végiil lenyelésre keriil. A sz4j nem csak egy mechanikus
eszk6z, hanem egy kémiai folyamatok szintere is. A nyalmirigyek nyalat szallitanak, amely
aktiv enzimeket (0-amildz) tartalmaz a keményiték hidrolizis€hez, valamint a zsirok és
olajok emulgealasara képes glikoproteineket. A hatdanyagok bejutdsdit nemcsak az

¢lelmiszer mechanikai tulajdonsagai, hanem az iz (a ragas soran jelen 1évé vagy felszabadulo



iz- és aromaanyagok) is szabalyozza (Norton et al., 2014). A szajbol a gyomorba keriilnek

az anyagok a nyelécsovon keresztiil.

A gyomor taroldedényként miikodik, amelyben a szajbol érkezo taplalékot tovabb bomlik,
¢s keveredik a gyomormirigyek altal kivalasztott gyomorsavat és emésztOenzimeket
tartalmazd emésztonedvekkel. Anatomiailag a gyomor négy fO szakaszra oszlik: a
gyomorfenékre, a gyomortestre, az antrumra és a pylorusra (Widmaier et al., 2019). A
gyomorban az emésztés soran jellemzden eléfordulé pH ~ 1,2. A taplalék és a
gyomornedvek eredd keverékét chyme-nak nevezziik, amely egy valtozatos reologiai
tulajdonsagokkal rendelkezd, vizes oldatbol, lipid fazisbol és szilard részecskékbdl allo
iszapos elegy. Ebben a szakaszban torténik foként a fehérjék emésztése, melyet a pepszin
gyomorsavval alkotott elegye segiti. Emellett kismértékben a zsiradékok bontasa is
elkezdddik, méghozza a gyomorban termelddé lipaz enzim hatdsara. Az emésztésnek csak
kis része torténik a gyomorban (kb. 10-40%), bar jelentds mennyiségli strukturalis lebontas

torténik. A gyomorbdl kilépd taplalék allapota befolyasolja a vékonybélben valo viselkedést.

A szakasz végén megtorténik a savas nyak szallitasa a vékonybélbe, ahol a korabban
alacsony pH-érték semlegesitése megtorténik (George & Abraham, 2006). A gyomorbodl
kilépve az étel a nyombélbe (a vékonybél elsé szakaszéba) keriil, ahol a tapcsatorna
elkeveredik az epével és a hasnyalmirigy valadékaval. Ezutan a jejunumba (a vékonybél
kozépsd szakasza) keriil, ahol szamos emésztési reakcio zajlik, mint példaul a fehérjék
lebontdsa aminosavakka, szénhidratok lebontasa oligo- és monoszacharidokkd, és a
triacilglicerinek bontdsa zsirsavakra ¢és monacilglicerinekre. A vékonybél harmadik
szakaszaban (ileum) mar nagyrészt csak a felszabadult makro- ¢és mikrotapanyagok
felszivodasa zajlik. A bélfalak mozgasa felelds a chyme ¢és a valadék keveredéséért, és
lehetéveé teszi, hogy a molekuldk a falak felé mozogjanak a véraramba vald felszivodas

érdekében.

Az felszivas utan visszamaradt anyag ezutan a vastagbélbe keriil. Itt a maradék viz
felszivodik, és a hasznalhatatlan taplalékanyag tavozik a szervezetbdl. A vastagbélben
torténtek szempontjabdl kulcsfontossdgiak a baktériumok; ezek okozzdk az emberi
folyamatok altal megemészthetetlen anyagok lebontasat, és igy a gazdaszervezet egészsége
szempontjabdl kulcsfontossdgi Osszetevoket (példaul rovid szénlanch zsirsavakat)

szabaditanak fel (Norton et al., 2014).



2.4. Emésztésszimulacios modellek és jelentoségiik

Az emésztés Osszetett biokémiai folyamatrendszer, melynek fiziologiai koriilményeit igen
nehéz pontosan reprodukalni. A téplalkozassal kapcsolatos kérdésekre, a legpontosabb
valaszokat, human vizsgalatokkal kaphatjuk meg. Az élelmiszerek in vivo emésztésének
tanulmanyozasa (klinikai vizsgalatokkal, allatkisérletekkel) azonban eréforras-igényes, €s
sokszor etikailag is megkérddjelezhetd tevékenység (Jyothi Lakshmi et al., 2006; Verhoeckx
et al., 2019). Az allatmodellek élettani folyamatai nem mindig feleltethetdk meg az emberi
szervezetben lejatszodo élettani folyamatoknak, az eredmények értelmezését €s a kisérlet
reprodukalhatosagat pedig megnehezithetik a kisérleti egyedek kozti nagy kiilonbségek
(Guerra et al., 2012).

Emiatt a szimulalt in vitro gasztrointesztinalis emésztést széles korben alkalmazzdk az
¢lelmiszer- €s taplalkozastudomany teriiletén. Az in vivo vizsgalatokkal szemben az in vitro
modszerek elonyei, hogy koltséghatékonyak, kevésbé munkaigényesek, nincs etikai
korlatjuk, gyorsabbak, egyszerlibben kezelhetok, kisebb kockézatuak, és kevesebb
felelosséggel jarnak (Levi €s Lesmes, 2014). Az in vitro emészthetdségi vizsgalatok
informaciot szolgaltathatnak a vizsgalt tapanyagok biologiai hozzaférhetdségérol

(Fernandez-Garcia et al., 2009).
2.4.1. In vitro emészthet6ségi vizsgalatok tipusai

A kisérletek tervezése soran a vizsgalati célnak megfeleld in vitro modellt kell kivalasztani,
akar egy-egy emésztési fazis modellezése is indokolt lehet. A médszer kivalasztasat segiti,
ha figyelembe vessziikk, hogy az adott emésztési modellt korabban milyen mintdkra
validaltak. Harom f6 csoport kiilonithetd el: a dinamikus, a szemi-dinamikus, illetve a
statikus. A dinamikus modellek hatékonyabban alkalmazhatdk az élettani vizsgéalatok sordn,
mint a statikusak. Azonban sokkal Osszetettebbek is, valamint miikddtetésiikhoz nagy
mennyiségll minta sziikséges. Alkalmazasuk korlatozott, mivel a haszndlatuk t6bb koltséget,
munkat és id6t igényel, mint a statikus modelleké (Brodkorb et al., 2019). Az emésztés
dinamikus folyamat, a tapcsatornaba keriild élelmiszer valtozd sebességgel halad annak
szerkezetétdl, reoldgiai és egyéb tulajdonsagaitol fliggden, és a fizikai-kémiai koriilmények
(valtoz6 pH, ionerdsség, emésztéenzim koncentraciok) szintén befolyadsoljak a
hatékonysagat. Ezeket a folyamatbeli valtozasokat a dinamikus modellek figyelembe veszik.
Emésztési modellek legnagyobb része statikus (~89%) (Lucas-Gonzalez et al., 2018). A

statikus modellezésnél a fizikai folyamatok (ragas, nyirds, keverés, hidratacio, valtozo



paraméterek: pl. id6) csak korlatozottan imitalhatoak. Ebbo6l kifolydlag bizonyos
folyamatok, mint a gasztrointesztinalis traktus komplexitdsa statikusan nem modellezhetd.
Ennek ellenére az id6hatékonysag €s koltséghatékonysag érdekében elonyt €élveznek. A
szemi-dinamikus emésztési protokollok az egyszerli statikus modellek és a bonyolultabb,
koltségesebb dinamikus rendszerek kozotti kompromisszumot képviselik. Ezek esetén a
gyomor-szakaszt dinamikusan modellezik, amelyet egy statikusan modellezett vékonybél

fazissal vonnak 6ssze (Verhoeckx et al., 2019).
2.4.2. Infogest modszer

A COST INFOGEST FA1005 Akci6 2011-ben indult (2011-2014) ,,European Cooperation
in Science and Technology: Improving health properties of food by sharing our knowledge
on the digestive process, Project No. Food & Agricultural 1005” cimmel, amelynek feladata
vezetd europai intézetekbdl allo halozat felépitése volt, kozos célja pedig az élelmiszerek
emésztése, a tapcsatornaban torténd lebomlasi folyamatok teljeskorli megismerése. A
halozat tagjai  kiilonboz6  szakmai  hattérrel rendelkezd  kutatok, ugymint
¢lelmiszermérnokok,  gasztroenterologusok,  taplalkozastudomanyi  szakemberek,
immunolégusok, élelmiszeripari szakemberek voltak, igy a téma tobb szemszdgbdl is
megkozelithetdveé valt. A projektben kittizott célok érdekében az in vitro és in vivo mérések
kozotti osszefliggések feltarasahoz sziikség volt a publikalt in vitro emésztési modellek
Osszehangoldsara ¢és szabvanyositasara. A  kiilonb6zé modellrendszerek — eltérd
koriilményeket alkalmaztak, ami lehetetlenné tette a kiilonb6zé emésztési vizsgalatokkal
kapott eredmények Osszehasonlitasat, igy ellentmondasos kdvetkeztetésekhez vezethetett

(Antal et al., 2020; Buggenhout et al., 2010).

Erre jelent megoldast a szdmos in vitro emésztési protokoll dsszefésiilt valtozatai alapjan
standardizalt INFOGEST in vitro human emésztési modell, amely egészséges felndttek
emésztését a szdj-gyomor-vékonybél fazisokon keresztiil modellezi. A harmonizalt
protokollban figyelembe vették az eddig alkalmazott emésztési modelleknél tapasztalt
elényoket és hatranyokat a valds koriilmények lehetd legjobb megkozelitése érdekében

(Claude et al., 2019).

A gyakorlatban val6 megvalositds sordn a szdjban 2 perces, gyomorban és vékonybélben
2 0ras 37 °C-on zajlé reakcididdt javasoltak. A megfeleld fiziologids koriilményeket
mesterséges emésztOnedvek garantdljak, amelyek 0Osszetétele elektrolit torzsoldatbol,

enzimekbdl, CaCly-bol és vizbdl all. A szimuldlt nyalfolyadék pH-ja 7,0, a szimulalt



gyomorfolyadék pH-ja 3,0 és a szimulalt vékonybélfolyadék pH-ja 7,0. A szimulalt
emésztonedvek minden emésztési fazisndl allandé aranyban (50:50 v/v) keriilnek a
szaj/gyomor/vékonybél tartalmakhoz; az emésztdenzimek aktivitdsa, valamint a vékonybél-
folyadékban hasznalt epekivonat koncentraciéja (100 mM) a feltételezett fizioldgias
kortilményeknek megfeleléen szintén standardizalt (pl. alfa-amilaz 75 U/ml, pepszin
2000 U/ml, pankreatin 100 TAME U/ml). A vékonybél fazis soran a pankreatin mennyiségét
altalaban a tripszin aktivitdsa hatarozza meg (Minekus et al., 2014). Ha a célkitlizések
alapjan a lipid vagy szénhidrat emésztés vizsgalatnak nagyobb jelentdsége, vagy az enzim
aktivitast pontosan kell szabalyozni, a pankreatin helyett lehet egyedi enzimeket is (tripszin,
kimotripszin, a-amilaz, lipaz €s kolipdz) alkalmazni. Az egyedi enzimek alkalmazasanak
hatranya az, hogy a protokoll kivitelezése soran kimaradnak az olyan pankreatikus
proteazok, mint az elasztaz ¢€s a karboxipeptiddaz, amelyeknek meghatdrozéd szerepe lehet

bizonyos bioaktiv peptidek vizsgalata esetén (Alminger et al., 2014; Brodkorb et al., 2019).

Az emésztés modositasat természetes novényi anyagokkal mar tobb kutatés is vizsgalta. Az
egyik ilyen anyag a tannin is. Az eddigi kutatasok célja foként a takarmanyok
tannintartalmanak csokkentése koré Osszpontosult, mivel a tanninok rontjak bizonyos
komponensek emészthetoségét. Ilyenek példaul a fehérjék vagy a nyers rostok (Nelson et
al., 1975; Pan et al., 2023). Ez magyarazhaté azzal, hogy a tanninok reverzibilis vagy
irreverzibilis komplexet képeznek az adott komponenssel, illetve az enzimeket is
inaktivalhatjak (Griffiths, 1986). Mivel romlik az emésztés, ezért ez természetesen az
energiatartalomra is hatassal van. Az eddigi kisérletek azonban nem tértek ki kiilondsebben
a tanninok zsiremészthetdségre gyakorolt hatasara. Mivel ez egy rendkiviil Osszetett
molekulacsoport, mely molekuldk jelenléte elényds vagy hatranyos tulajdonsaggal is birhat,

a tovabbi fejezetekben a tanninokrodl lesz szo, illetve azok hatdsarol az emberi szervezetre.

2.5. Tanninok

A tanninok polifenolok (Haslam, 1989). Béar eredetileg a ,,tannin” elnevezést a fanyarsagot
mutaté ndvényi kivonatoknak adtak, anélkiil, hogy kémiai szerkezetiiket ismerték volna, a
tanninokat mas tipusi novényi polifenoloktél megkiilonboztetd jellemzdik, éppen a
fanyarsagot okoz6 komponensekbdl adodo tulajdonsagaik. Ilyen tulajdonsadguk a kdtédés a
fehérjékhez, bazisos vegyiiletekhez, pigmentekhez, nagy molekuldji vegyiiletekhez és

fémionokhoz, valamint antioxidans hatds. A tanninok e tulajdonsdgai mindségi ¢€s
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mennyiségi analitikai kiilonbségeket eredményeznek a tanninok és mas polifenolok kdzott.
A polifenolok altalanos elemzésétdl eltéréen a tanninok mennyiségi meghatarozéasa a fent
emlitett kotétevékenységlikon alapul. Ilyenek példaul a klasszikus borpor-modszer, mely az
allati borfehérjéhez valdo kotddésen alapul, az RA (relativ fanyarsag) és az RMB
(metilénkékhez vald relativ affinitas) meghatarozasok, melyek pedig a vérhez, illetve a
metilénkékhez vald kotddésen alapulnak, ellendrzott pH mellett (Okuda et al., 1985). A
tanninok ezen tulajdonsagai kémiai szerkezetiikon alapulnak, amely két vagy harom fenolos

hidroxil-csoportot tartalmaz egy fenil-gytirin, egy kozepesen nagy méretii molekulaban.
2.5.1. Tanninok csoportositasa

A tanninokat egykor két csoportba soroltdk: pirogallol tipust tanninok és katechol tipust
(vagy katechin tipust1) tanninok, a molekulaikban taldlhato polifenol csoportok alapjan. Ezen
feliil a koffetanninokat, a labiataetanninokat és a florotanninokat is a tanninok k&z¢é soroltak
(Haslam, 1989; Okuda, 2005; Okuda ¢€s Ito, 2011). A bioaktiv stilbenoidok —amelyek koziil
a monomer piceatannolt tartjdk felelosnek a lucfenyd kérgének tanninaktivitdsaert
(Nakayama et al., 1989) —, és a kiilonb6z0 rezveratrol oligomerek, valamint a barna algakbol
szarmazd florotanninok (példdul a monomer eckol) (Okuda et al., 2009) izoldlasa utan, az
elmult évtizedekben a tanninok — €s a rokon polifenolok — csoportjat kiterjesztették ezekre a
vegyliletcsoportokra is. Ezzel egyidejlileg, a kiilonboz0 kémiai szerkezetii, koztiikk kis
molekulaméreti tanninok egészségiigyi hatdsaihoz kapcsoléddan jelentds bioldgiai és
farmakologiai aktivitast talaltak (Okuda, 1997; Okuda et al., 1995; YOSHIDA et al., 1989;
Yoshida et al., 2009).

Egy masik csoportositasi moéd a méretiik szerinti besorolds. A multban a kutatok azt
feltételeztek, hogy a tanninok meglehetdsen nagy molekuldkbol 4ll6 fenolok nehezen
kezelhetd keverékei. Mara ez az 4llitds nem allja meg a helyét. Ami a molekulaméretet illeti,
a (-) epigallokatechin-gallat és a (-) - epikatechin-gallat, a z61d tea f6 "tanninja" olyan példak,
amelyek meglehetdsen kis molekuldjuk ellenére a tanninok tulajdonsdgait mutatjak. Az
emlitett példdkon kiviil szamos olyan tannin létezik, amelyek meglehetdsen kis
molekuldkbol allnak, valamint hatdrozott kémiai szerkezetiik van, és mégis a tanninok

tipikus tulajdonséagait mutatjak (Okuda és Ito, 2011).

Tovabbi csoportositasi lehetdséggel szolgdl a kémiai szerkezet alapjan torténd
megkiilonboztetés. A kémiai szerkezet és Osszetétel allanddsaga alapvetd fontossagi

barmely célvegyiilet biologiai és farmakologiai tulajdonsagainak jellemzéséhez. A tanninok
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ezen tulajdonsagait a multban leirtakbol gyakran hidnyzott az Gsszetételik ilyen
alland6saganak megerdsitése. A tanninkémia Ujabb eredményei, kezdve az ellagitanninok
izolalasaval, két uj tipust eredményezett: az A-tipusu, allando szerkezetli és a B-tipusu,
valtozo Osszetételll tanninok csoportjat (Okuda et al., 1995, 2009; Quideau és Feldman,

1996).

Ez a korabbi csoportositasi modszer azonban napjainkra szintén modosult, ezért a dolgozat
készitése sordn az ujabb kutatasokat vettem figyelembe, igy ezaltal a tanninokat két
csoportra osztottam; hidrolizdlhatd ¢€s kondenzalt tanninokra. A tovabbiakban ezen

csoportok bemutatdsat fogom részletezni.
2.5.1.1. Hidrolizalhato tanninok, ellagitannin és gallotannin

Hidrolizalhat6 tanninok kifejezés alatt a vizben jo1 0ld6do, kb. 500 és 5000 Dalton kdzotti
molekulatomeggel rendelkezé masodlagos noveényi anyagcseretermékeket értjiik. Jellemzd
rajuk, hogy kicsapjak az alkaloidokat €és a fehérjeket. Kémiai szerkezetiiket tekintve a
hidrolizalhaté tanninok a galluszsav tobbszoros észterei gliikozzal €és oxidativ reakcioik
termékeivel. Kovetkezésképpen egyértelmiien megkiilonboztethetok mas tanninoktdl, mint
példaul a kondenzalt tanninok (proantocianidinek), amelyek a katechin és a tara-tanninok, a
galluszsav és a kininsav észterei (Harborne és Williams, 2000; Haslam, 2007). Osszesen
tobb mint ezer hidrolizdlhaté tannint azonositottak, az egyszerti gliikogallint6l
(molekulatomeg: 332 Dalton) az 5000 Dalton feletti molekulatomegli pentamerikus
ellagitanninokig (Arapitsas, 2012).

Mig a gallotanninok elterjedése a természetben meglehetdsen korlatozott, az ellagitanninok
szamos novénycsaladban elterjedtek. Ebbe a csoportba tartoznak példaul; a tolgyfaban
talalhaté C-glikozidos ellagitaninok (kasztalagin, vescalagin) és azok flavano-ellagitannin
szarmazg¢kai (acutissimin B és epiacutissimin B), amelyeket az érlelt borban és whiskyben
mutattak ki, valamint a gallagyl-gliikkozidok, amelyek szerkezete ellagsav-részt tartalmaz

(punicalagin, peduncalagin).
2.5.1.2. A hidrolizalhato tanninok jelentésége az élelmiszerekben

A hidrolizalhat6 tanninok felfedezésétdl napjainkig a feléjiik tanusitott érdeklédés a
kiilonb6z6 tudoményos ¢és kereskedelmi teriileteken folyamatosan ndtt. Az
¢lelmiszeriparban a hidrolizalhaté tanninok kiilonb6z6 moédon befolyéasoljak az élelmiszerek

mindségét. Ezen vegyliletek legismertebb és legjobban kutatott tulajdonsaga, amely nagy
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jelentdséggel bir az élelmiszerek mindségében, a fanyarsaguk. Az étrendi hidrolizalhato
tanninok a nyal prolinban gazdag fehérjéivel komplexeket képeznek és kicsapddnak. Ennek
a hatdsnak az eredménye egy 0sszehizo érzés, amely a szélsdséges szarazsag és érdesség
diffuz érzeteként érzékelhetd, és nem korlatozodik a szaj vagy a nyelv egy adott teriiletére

(Glabasnia és Hofmann, 2006; Haslam, 1989, 1996; Quideau ¢és Feldman, 1996).

Mindemellett fontos kiemelni egészségmegdrzo szerepliket is. Szamos tanulmany ¢€s széles
korti epidemiologiai bizonyiték hozza Osszefliggésbe a gylimolcs- és zoldségfogyasztast a
daganatos, a degenerativ €s a sziv- €s érrendszeri betegségek alacsonyabb kockazataval
(Halliwell, 2007; Landete, 2011; Larrosa et al., 2010). Az ebben az 6sszefliggésben fontos
szerepet jatszo ¢€lelmiszer-OsszetevOk kozé tartoznak a novényi polifenolok, példaul a
hidrolizalhato6 tanninok. A n6vényi polifenolok emberi szervezetben torténd metabolizmusa,
valamint a miikodésiikkel és biologiai hozzaférhetdségilikkel kapcsolatos mechanizmusok
azonban még mindig nem tisztdzott. A hidrolizdlhatdé tanninok bioldgiai aktivitdsanak
feltarasa érdekében a legjobban vizsgalt mechanizmus az antioxidans tulajdonsagaikhoz
kapcsolédik (Borges et al., 2010; Larrosa et al., 2010; Okuda ¢és Ito, 2011; Yoshida et al.,
2010). Az ehetd ¢és/vagy nem ehetd novényekbdl izolalt hidrolizdlhatd tanninok erds
bioldgiai aktivitast mutattak tumorellenes, antimutagén, antidiabetikus, antiproliferativ,
antibakteridlis és antimikotikus tulajdonsagok formdjaban (Buzzini et al., 2008; Halliwell,
2007; Landete, 2011; Larrosa et al., 2010; Salminen et al., 2011). Sajnos a kereskedelmi
szabvanyok hidnya miatt az irodalomban kevés a hidrolizalhat6 tanninok szerkezet-aktivitas

kapcsolatat vizsgald tanulmanyok.
2.6.1.3. El6fordulasuk

A hidrolizalhat6 tanninok széles korben elterjedtek a gylimolcsokben, zoldségekben és mas
¢lelmiszerekben. A hidroliz4lhat6 tanninok teljes koncentracidja az élelmiszerekben 1 mg/kg
(gesztenyében) ¢s 2 g/kg (szederben) kozott valtozik, és a bogyos gylimolesok jelentik a
leggazdagabb étrendi forrdst (malna, szeder, felhdszeder, sarkvidéki mélna, szamoca stb.,
(Larrosa et al, 2010). A hidrolizdlhato tanninokat kimutattdk a Vitaceae csaladban
(muskotalysz610), feldolgozott élelmiszerekben, mint példaul érlelt borokban és szeszes
italokban, vagy olyan élelmiszerekben, amelyekhez hidrolizalhat6 tanninokat adtak, példaul
hushoz, halhoz vagy borhoz, hogy kihasznaljak antioxidans hatasukat. A tanninsav az

Eurdpai Uni6 2232/96/EK rendelete alapjan élelmiszer-aroma is lehet.
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2.6.2. Kondenzalt tanninok

A masodik csoport a kondenzalt tanninok (vagy proantocianidinek) polihidroxiflavan-3-ol
oligomerek és polimerek csoportjat alkotjak, amelyek a flavanol alegységek kozott szén-
szén kotésekkel kapcsolodnak. A proantocianidinek bioldgiai jelentdségii molekulakkal vald
reakcioképessége fontos taplalkozasélettani hatdssal jar. Tobbszords fenolos hidroxil
csoportjaik fehérjékkel (Harborne és Williams, 2000), fémionokkal (van Acker et al., 1998)
¢s mas makromolekuldkkal, péld4ul poliszacharidokkal komplexek kialakulasahoz vezetnek

(Harvey és Mcallan, 1992).

A kondenzalt tanninok elemzését megneheziti a vegyiiletcsoporton beliil talalhatéd
szerkezetiik sokfélesége (Schofield et al., 2001). A lehetséges szerkezeteket az 1. abra
mutatja be, ahol az R1 hidroxil-csoport, mig az R2 ¢és R3 hidroxil- vagy hidrogén-csoport
lehet. A kapcsolodd csoportoknak nagy jelentdsége van a kondenzalt tanninok fehérjékkel

val6 reakciokészségében.

OH
OH
HO § o ““\\
- a R3
c
6 3"':,¢"R
4 2

Ry Ra Class

OH H Proanthocyanidin
OH OH  Prodelphinidin

H H Profisetinidin

H OH  Prorobinetinidin

2. dbra A kondenzalt tanninok dltalanos, ismétlodo egysége (Schofield et al., 2001).

Az 2. 4dbrédn bemutatott monomer egységek kétféle kotéssel (4-8 vagy 4-6 kotés) képesek
oligomerek kialakitasara (3. &bra). Az igy létrejové, magasabb polimerizaciés foku

molekuldk altalaban oldhatatlanok és nehezen tanulmanyozhatoak.
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3. abra Egy kondenzalt tannin modellszerkezete (Schofield et al., 2001)

A legjellemzébb monomer egység a katechin (R1, R2, R3 is OH-csoport). A katechin
monomer a C gylirQi 2. és 3. pozicidjaban aszimmetrikus centrummal rendelkezik. Bar a
természetes tanninokban eléfordulnak eltérések a sztereokémiaban ezekben a pozicidokban,
a modellvegyiileteken végzett megtigyelések arra utalnak, hogy ezek az eltérések viszonylag

kis hatassal vannak a tanninvizsgalatokhoz hasznalt reakciokra.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

A méréseim soran harom kereskedelmi forgalomban kaphat6 tanninkivonatot hasznaltam.
Ezeket a Silvateam Welltan termékcsoportjabol valasztottuk. A tanninkivonatok jellemz6it

(eredet, jelolés, leiras, tannin tartalom €s oldhatdsag) az 1. tablazat foglalja ossze.

1. tablazat SilvaTeam Welltan tannin kivonatok (por formaban) gyarto altal megadott jellemzdi; eredet, jelolés, leiras,
tannin tartalom és oldhatosag

Név Jelolés Leiras oaniil | Oldhatésag
Quebracho fa V"izz,el”és oldés;?nel Vizben ¢és
(Schinopsis Q torténd extrakcioval 95% etanolban
lorentzii) nyert kogdenzélt tékéletqsen
tannin. oldodik.
Vizben
Gesztenyefa Vizes extrakcioval tokéletesen,
(Castanea C nyert hidrolizalhat6 75% etanolban
sativa) ellagitannin. részlegesen
oldédik.
Tara hiively Old@szeres Vizben és
(Caesalpinia T extr.akcu")val nyert 96% ?tanolban
spinosa) hidrolizalhato tokéletesen
gallotannin. oldodik.

* Minimalis tannin tartalom (szarazanyagra vonatkoztatva)

Az in vitro emésztésszimulacid kiilonb6z0 fazisaiban meghatarozott Osszetételii, és pH

értékkel rendelkez6 szervetlen szimuldnsok Osszetételét és egyéb paramétereit a 2. tablazat

tartalmazza.
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2. tablazat Meérések soran hasznalt szervetlen szimulansok,

osszetevok torzs koncentrdcioja

azok jelolése, dsszetétele, koncentracioja, pH-ja, valamint az

1,25x toményseégil

Szervetlen nyal
szimulans, SZNY

Szervetlen
gyomornedv
szimulans, SZGY

Szervetlen
vékonybél
szimulans, SZV

szimulans oldatok S;Eg;‘;}aéﬁ?d’ (Simu!ated gastric (Simula‘Fed intestinal
SSF) fluid, SGF) fluid, SIF)
pH=7,0 pH=3,0 pH=7,0
Torzs
Osszetevé | konc., Végso koncentracio az oldatban, mM
mol/L
KCl 0,50 15,09 6,9 6,8
KH,PO4 0,50 3,7 0,9 0,8
NaHCO; 1,00 13,68 25 85
NaCl 2,00 0 47,2 38,4
MgCL(H20)s | 0,15 0,15 0,12 0,33
NH4(CO3) | 0,50 0,06 0,5 0
CaCL(H20), | 0,30 1,5 0,15 0,6
HCI 6 1,1 15,6 8,4
NaOH 1 0 0 0
Hozzaadott
H,0, mL - 373,72 365,70 338,50

A szervetlen szimulansok mellett hasznalt enzimeket és alkalmazasuk médjat a 3. tablazat

mutatja be. A kisérlet soran valdo felhasznalasukat a Mérés menete bekezdés,

Emésztésszimulacid rész mutatja be részletesen.

3. tablazat Mérések soran hasznalt egyéb kivonatok (a feltiintetett mennyiségek 7 emésztéscsinek felelnek meg)

. Alfa-amilaz Lipaz enzim .
Név enzim (RGE) Pankreatin Epe
Gyért6 Sigma-Aldrich | Lipolytech | Sigma-Aldrich Sigma-
y g poiyt g Aldrich
Sertés Nyal gyomor Sertés Sertésbol
Leiras haspyalmlrlgybol lipaz Kivonat, haspyalmlrlgybol nyert epe
kinyerve, por or formaban kinyerve, por kivonat, por
formaban. p ' forméban. formaban.
360,0 mg por 2,4 | 380,0 mg por | 1060,2 mg por 161’(8) rsnﬁ]ior
Felhasznalas mL SZNY-ben 7,6 mL SZGY- | 22 mL SZV-ben g
SZV-ben
feloldva. ben feloldva. feloldva. feloldva
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3.2. Tovabbi felhasznalt anyagok

Marhahus minta, desztillalt viz, sésav (HCL, 6 M, 1 mM, 0,01 M, 2 M), natrium-hidroxid
(NaOH, 1 M, 0,1 M), CaCL(H20) (0,3 M), kloroform (analitikai tisztasag, Lach-Ner),
metanol (analitikai tisztasagu, Sigma-Aldrich), NaOH/MeOH oldat (0,8 M), H2SO4+/MeOH
oldat (1 M), KOH/MeOH oldat (2 M), izooktan (analitikai tisztasagli, ROTIPURAN®),
NaxSOq4 (por formaban), tdmény NaCl oldat, fenolftalein indikator, Gliceril-trinonadekanoat
Aldrich), NaCl (Lach-Ner), Tris (Sigma-Aldrich), CaCl, (por formaban, Lach-Ner), Triolein
(Sigma-Aldrich), etanol (analitikai tisztasagli, Sigma-Aldrich), natrium-acetat (Sigma-
Aldrich), FeCl3 (Reanal), BSA (szarvasmarhaszérum-albumin, Reanal), TEA (trietanol-
amin, Sigma-Aldrich), SDS (natrium-dodecil-szulfat, Sigma-Aldrich),
NH4Fe(S04)2 x 12H20 (Sigma-Aldrich), BuOH (Sigma-Aldrich).

3.3. Felhasznalt eszkozok

Uvegeszkdzok, OHAUS digitalis analitikai mérleg, mérékanalak, centrifugacsovek (50 ml
¢s 15 ml), centrifugacsé allvanyok, forrkévek, Eppendorf csovek, GC-s mintatartok,
termosztald berendezés, Realsonic cleaner ultrahangos kad, Labinco L46 vortex, Hettich
Mikro 22R centrifuga, Benchmark tobbhelyes asztali razogép, atfordulds razoégép, homokos
forral6, GC-FID: Agilent 7890, Heidolph Laborota 4000 efficient beparlokésziilék, Hanna
instruments automata titrald berendezés pH mérdvel, Thermo Electron Nicolet Evolution

300 UV-Vis Spektrométer.

3.4. Mérés menete
3.5. Mintaelokészités

A daralt marhahtust (20% zsirtartalommal, Husfarm friss marha daralthus, LIDL)
fogyasztasra kész allapotban hasznaltam fel az emésztésszimulacios kisérletek soran. A
kisérlet soran a mintael6készitést Tormasi és Abranko (2023) alapjan végeztem. A daralt
marhahisbdl pogéacsdkat formaztam, majd 200 °C-on 20 perc alatt megsiitdttem. A siilt
marhahus pogacsakat kihtilés utan Moulinex HV4 tipust hiisdaralé berendezés segitségével
haromszor eldaraltam, majd kis adagokban -80 °C-on taroltam felhasznalasig. A mintanak

ezen feliil eldzetesen meghataroztuk a zsirtartalmat Soxhlet modszer segitségével,
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ISO 1442:2000 ¢és 1444:2000 alapjan, tovabba a fehérjetartalmat Kjeldahl modszerrel. A
mérések eredményeképp a zsirtartalom 16,1 £ 0,3% (RSD%: 2), a fehérjetartalom pedig
29,9 +0,6% (RSD%: 1,9) volt.

3.6. Emésztésszimulacio

A marhahiis mintdkat analitikai pontossaggal kimértem (0,9000 g) 50 mL-es
centrifugacsovekbe, melyek taratomegét elozetesen lemértem. A tannin kivonatok hatasat
tobb szinten vizsgaltam. A tannin porokat 0,3%, 0,6%, 0,9%-0s dozisokban adagoltam a
marhahts tomegére szdmolva, az emésztést megeldzden. Veégiil a mintdkat 4,1 mL desztillalt
vizzel potoltam ki, ezaltal egy 5 mL-es mintat kialakitva. Minden Gsszetel esetén harom
parhuzamos emésztést végeztem, illetve minden mérés sorozat mellé egy vak mintat is

készitettem, ami marhahts helyett, 5,0 mL desztillalt vizet tartalmazott.

Ezzel parhuzamosan az emésztés soran hasznalt enzimeket is el6készitettem (2. tablazat).
Pankreatin esetében, mivel nem oldhaté a SZV kozegében enzim kivonast kellett
végrehajtani, ehhez a szuszpenziot 10 mdasodpercig Labinco L46 vortex segitségével
kevertem, majd 5 percre ultrahangos kadba helyeztem. Az 5 percet kdvetden a keveréket
6000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltam 5 percig. A centrifugalast kovetden a folyadék fazist

kiilon ontottem, a tovabbiakban ezzel dolgoztam.

A kisérlet sordn a szdj, gyomor ¢és vékonybél fazisat modelleztem az Infogest nemzetkdzileg
elismert, konszenzusos in vitro emésztési szimulacios protokollja szerint (Brodkorb et al.,
2019), azzal a kiegészitéssel, hogy gyomor lipazt is hasznaltam (a nyul gyomorkivonat

(RGE) részeként, mely pepszint is tartalmaz).

A sz4j tazis soran az elokészitett 5 g mintahoz 3,50 mL SZV-t, 25 pL CaClL(H20)2-t (0,3 M),
0,50 mL alfa-amildz oldatot és 0,975 mL desztillalt vizet adtam. Ezt a keveréket 2 percig
inkubéltam 37 °C-on, kdzben atfordulos razogép segitségével kevertettem. A 2 perc letelte
utdn kivettem az inkubatorbol a mintdkat, ezzel befejezddott az elsd szakasz és a gyomor
szakasz kovetkezett. A gyomor fazis végrehajtasa soran az eddigi keverékemhez hozzdadtam
6,40 mL SZGY-t, 5 pL CaCly(H20),-t, 130 uLL HCI-t (6 M) (Tormasi és Abranko, 2023),
1,60 mL RGE-oldatot és 1865 pL desztillalt vizet. Az Gjonnan kapott keveréket 2 6ran
keresztiil inkubéltam 37 °C-on és kozben folyamatosan kevertettem. a 2 dra letelte utan

kivettem a mintdkat, és elkezdtem az utolsé szakaszt. Vékonybél fazisban a keverékhez
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hozzaadtam 8,50 mL SZV-t, 40 uL CaCl(H20)>-t, 2,50 mL epét, 5,00 mL pankreatint,
130 uL NaOH-t (Tormasi és Abranko, 2023) és 3830 pL desztillalt vizet adtam. A fentiek
hozzaadasat kovetden ismét egy 2 oras inkubalas kovetkezett 37 °C-on, folyamatos keverés

mellett.

A folyamat végén ismét lemértem a mintdk tomegét és feljegyeztem az adatokat. Ezt
kovetéen minden mintdbol két darab 5 ml-es részt pipettaztam at uj, 50 mL-es
centrifugacsovekbe, melyeknek eldtte szintén lemértem a taratomegét. Az igy kapott
kloroformban oldva), valamint 6 mL kloroformot és 12,5 mL MeOH-t. Ezutan 2 percen
keresztiil kevertem Oket a Benchmixer tobbhelyes razdgép segitségével. Ezt kdvetden
6,25 mL kloroformot adtam a mintdkhoz, és fél perc keverés kovetkezett. A keverés utan
minden mintahoz hozzaadtam 6,25 mL desztillalt vizet, és ismét kevertem Oket, ezen a
ponton fél percen keresztiill. A keverést centrifugalas kovette 6000 rpm-en, 25 °C-on
20 percig. A centrifugalas végére két fazis kiiloniilt el. Minden minta esetében kettd darab
5 mL-es részt pipettdztam at az also fazisbol egy gomblombikba. A goémblombikokbol
Heidolph Laborota 4000 efficient beparlokésziilék segitségével maradék nélkiil
eltavolitottam az oldoszert. A mintdkon ezt kovetden az ISO 12966:2-2017 szabvany szerinti

elokészitést alkalmaztam.

3.7. Szarmazékképzés GC-FID mérést megel6zéen
3.7.1. Gyors modszer

A beparolt mintdkhoz 1 mL izooktant adtam, és atmostam az elore elkészitett 15 mL-es
centrifugacsdbe. Ezt kovetden 100 uL KOH/MeOH-t (2 M) adtam hozzajuk. A hozzaadast
kovetden 1 perc keverés kovetkezett, majd 2 percig allni hagytam a mintdkat. A 2 perc
leteltével 4 mL tomény NaCl oldatot adtam a mintakhoz. Ezutan centrifugalas kovetkezett,
melynek a paraméterei a kovetkezdk voltak: 6000 rpm, 25 °C, 10 perc. A centrifugalas ideje
alatt elokészitettem a mikrocsdveket, melyekbe 0,5 g Na;SOs-et toltottem. A 10 perc
leteltével a mintak ismét 2 fazisra valtak szét, a felsd fazist az elokészitett mikrocsovekbe
pipettaztam, majd a csdveket vortexeltem fél percig. A keverés utan par percig allni hagytam
a mintakat, mig a s6 le nem tilepedett, és a felsd fazis ki nem tisztult. Ezt kovetden a mintakat

GC mintatartoba pipettaztam.
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3.7.2. Altalanos médszer

Az altalanos moddszerrel kezelt mintdkat parhuzamosan készitettem el a gyors modszer
mintaival. A beparolt mintdkhoz 2 mL NaOH/MeOH (0,8 M) oldatot és 1-2 forrkovet adtam.
Ezt kovetden 20 percig forraltam homokon. A 20 perc leteltével par csepp fenolftalein
indikatort adtam a mintdkhoz, majd 100 pL H>SOs4/MeOH-oldatot (1 M) pipettaztam
hozzajuk egészen addig, mig semleges nem lett a keverék. Az atcsapast kdvetéen még 200
pL H2SOs/MeOH-oldatot adtam a mintdkhoz. Ezutan ismételt homokon valé forralas
kovetkezett, ezuttal 5 percig. A forralast kdvetden a mintdkat 15 mL-es centrifugacsdvekbe
mostam at 4 mL tomény NaCl oldat segitségével. Ezt kovetéen 1 mL izooktant adtam a
mintakhoz és 15 masodpercig kevertem dket. A keverést centrifugdlas kovette, melynél a
paraméterek a kovetkezdek voltak: 6000 rpm, 25 °C, 10 perc. A centrifugdlds utdn a

mintaknal két fazis volt megfigyelhetd, a fels6 fazist atpipettdztam GC mintatartoba.

Miutdn a mintdkat elokészitettem a gyors és altalanos modszer segitségével GC-FID mérés

kovetkezett.

3.8. GC-FID

A mintak méréséhez Agilent 7890a GC-FID késziiléket hasznaltam. A zsirsav-metil-észterek
elvalasztasat erre a célra alkalmas kolonnan (Phenomenex Zebron FAME-ZB; 60 m,
0,25 mm, 0,20 um) végeztem a kovetkezd paraméterekkel; mintaadagold homérséklet:
250°C, injektalt térfogat: 1 uL, vivogaz: hidrogén, aramlési sebesség: 1 mL/min, split arany:
50:1, detektor hdmérséklet: 250 °C. Az elvalasztas a kdvetkezd hdmérséklet profil alapjan
tortént: 100 °C-on 3 perces hdntartdst kovetden, 180 °C-ra emeltem a hOmérsékletet
20°C/perc sebességgel, ahol 10 perc hdntartds utdn 10 °C/perc sebességgel 240 °C-ra
emeltem a hdmérsékletet, amit 3 percig tartottam. A mindségi és mennyiségi analizishez
37 komponenses FAME standard mixet (Supelco) hasznaltam. A kalibracid négy szintes
volt, ahol a névleges 0, 10, 20, 40 pg/mL koncentracioji szintekhez 100 pg/mL
koncentracidju belsé standardot adtam (C19:0 ME 1 mg/mL tdrzsoldatbdl (izooktanban
oldva).

A 4. tdblazatban lathatdak az elézd pontban emlitett FAME standard mix komponensei,

valamint a mérések soran meghatarozott retencios idejiik.
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4. tablazat A mérések soran hasznalt FAME standard mix (Supelco) komponensei, azok jelolése és a GC-FID mérés soran

kapott retencios idejiik

Komponens Rovidités il:,),tigg_(g
Vajsav-metil-észter C4:0 3.530
Karbonsav-metil-észter C6:0 4.248
Kaprilsav-metil-észter C8:0 5.340
Kaprinsav-metil észter C10:0 6.643
Undekansav-metil-észter C11:.0 7.265
Laurinsav-metil-észter C12:0 7.879
Tridekansav-metil-észter C13:.0 8.490
Mirisztinsav-metil-észter C14:0 9.134
Mirisztolésav-metil-észter Cl4:1n-5c 9.581
Pentadekansav-metil-észter C15:.0 9.832
Cisz-10-pentadecénsav-metil-észter C15:1n-5¢c 10.204
Palmitinsav-metil-észter C16:0 10.661
Palmitoleinsav-metil-&szter Cl16:1n-7c 11.127
Heptadekansav-metil-észter C17:0 11.623
Cisz-10-heptadecénsav-metil-észter Cl17:1n-7c 12.210
Sztearinsav-metil-észter C18:0 12.886
Olajsav-metil-észter C18:1n-9c 13.331
Elaidinsav-metil-észter C18:1n-9t 13.488
Linolénsav-metil-észter C18:2n-6t 13.975
Nonadekansav-metil-észter C19:.0 14.439
Linolsav-metil-észter C18:2n-6¢ 14.631
y-linolénsav-metil-észter C18:3n-6¢ 15.584
o-linolénsav-metil-észter C18:3n-3c 16.384
Arachidsav-metil-észter C20:0 16.474
Cisz-11-eikozénsav-metil-észter C20:1n-9c 17.302
Eikozadiénsav + Heneikozansav-metil-észter C20:2n-6¢+C21.0 18.631
Cisz-8,11,14-eikozatriénsav-metil-észter C20:3n-6¢ 19.428
Arachidonsav-metil-észter + Dihomo-y-linolénsav C20:4n-6¢+C20:3c 19.952
Behénsav-metil-észter C22:.0 20.171
Erukasav-metil-észter C22:1n-9c 20.570
Cisz-5,8,11,14,17-eikozapentaénsav-metil-észter C20:5n-3c 21.089
Cisz-13,16-dokozadiénsav-metil-észter C22:2n-6¢ 21.351
Trikozansav-metil-észter C23:.0 21.411
Lignocerinsav-metil-észter C24:0 22.455
Nervonsav-metil-észter C24:1n-9c 22.715
Cisz-4,7,10,13,16,19-dokozahexaénsav-metil-észter C22:6n-3c 23.134

3.9. Lipaz aktivitas mérése

A lipaz enzim aktivitds méréseket kétféle, eltérd elv alapjan miikodé moddszerrel is

elvégeztem: 1) Inaktivalds utdn titralassal (Sosnowska et al.,, 2015 szerint); ii) pH-stat
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modszerrel, alland6 aktivitas fenntartdsaval (Grundy et al., 2021 szerint). A mérések menete

alabb lathato.
3.9.1. Lipaz aktivitas mérése inaktivalas utani titralassal
3.9.1.1. Pankreatin

Mivel a pankreatin (Sigma-Aldrich) vizes kdzegben nem oldddik teljes mértékben, ezért
kivonatot kellett beldle késziteni. Ebbdl a kivonatbdl keriilt meghatarozasra az enzim
aktivitasa. A kivonat készitéséhez a 2. tablazat szerint SZV-t készitettem. Ezt kovetden egy
1 mg/mL-es pankreatin szuszpenzidt készitettem beldle, melyet 10 masodpercig
vortexeltem, majd 5 percre Realsonic cleaner ultrahangos kadba helyeztem. Az 5 percet
kovetden Hettich Mikro 22R centrifugdba helyeztem, a kovetkezd paraméterekkel: 6000
rpm; 5 perc; 4 °C. A centrifugalast kovetOen eltdvolitottam a feliiliszot, és ezzel a tiszta

oldattal dolgoztam tovabb.

Ezen feliil sziikség volt Tris pufferre, mely 6sszetétele a kovetkezd volt: Tris (20 mM, Sigma-
Aldrich), NaCl (150 mM, Lach-Ner), CaCl, (1,3 mM, Lach-Ner). A hozzéavaldkat
mérdcsodnakokba mértem be, majd egy 500 mL-es f6z6poharba 6ntdttem, ahol 200-300 mL
desztillalt vizben oldottam fel. Az igy kapott oldatot maradék nélkiil &tmostam egy 500 mL-

es mérdlombikba, €s jelre toltottem desztillalt vizzel, végiil a pH-jat 7,0-ra allitottam be.

Ez a puffer szolgalt a lipid szubsztrat oldat alapjaul, mely 6sszetétele: 100 mL Tris puffer,
2,34 g Triolein (Sigma-Aldrich), 1,56 g epe (Sigma-Aldrich). Mivel az epe lassan oldodik,
ezért a folyamat felgyorsitasa érdekében Realsonic cleaner ultrahangos kédba helyeztem,

amit 40 °C-ra melegitettem.

Az emésztésszimulacio soran is hasznalt tanninokbdl (Q, C, T) szintén oldatokat készitettem,

6 mg/mL-es koncentracioban.

A méréshez az 5. tabldzat alapjan neveztem el a mintdkat és éallitottam Ossze a

reakcioelegyeket.
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5. tablazat Lipaz aktivitas mérésének menete, a hozzavalo komponensek mennyiségével egy tanninra vonatkoztatva, a
parhuzamosok nevével

Minta Szubsztrat Puffer Tannin oldat Pankreatin Puffer
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Vak
kontroll 4 2 ) ) 0.5
Kontroll 1 4 2 - 0,5 -
Kontroll 2 4 2 - 0,5 -
VakT1 4 1,75 0,25 - 0,5
T1-1 4 1,75 0,25 0,5 -
T1-2 4 1,75 0,25 0,5 -
Vak T 2 4 1,5 0,5 - 0,5
T 2-1 4 1,5 0,5 0,5 -

T 2-2 4 1,5 0,5 0,5 -
Vak T 3 4 1,25 0,75 - 0,5
T 3-1 4 1,25 0,75 0,5 -

T 3-1 4 1,25 0,75 0,5 -

Elsé 1épésben a szubsztratot, a puffert és a tannin oldatot mértem ki az 5. tablazatban
feltlintetett médon. Ezt kovetden a mintdkat 30 percen keresztiil inkubaltam 37 °C-on,
kozben atfordulos razogép segitségével kevertettem. Az id6 leteltével minden mintahoz
hozzdadtam a pankreatint, a vakok esetében pedig a puffert, majd egy Ujabb 5 perces
inkubalas-kevertetés kovetkezett. A folyamat végén minden mintdhoz 14 mL etanolt (Sigma-

Aldrich) adtam, ezzel ledllitva a reakciot.

Ezt kovetden a mintakat pH 8,0-ig titraltam Hanna Instruments automata titralo berendezés
segitségével, melyet eldzetesen kalibraltam. A titralashoz haszndlt méréoldat 0,01 M-os

NaOH volt.
A kiértékelés soran a kovetkezd képletet haszndltam az inhibicié meghatarozasara:

Livéz inhibicié % — (Vkontroll — Vvakkontroll) — (Vminta — Vvakminta) 100
paz infubiclo 7o = (Vkontroll — Vvakkontroll) ¥

1. egyenlet: Lipaz enzim gatlas szamolas, ahol: V: 0,01 M-os NaOH oldat fogyasa (mL)
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3.9.1.2. RGE

Az RGE lipaz aktivitds mérése megegyezik a pankreatinnal feltiintetett modszerrel, azonban
ebben az esetben a Tris puffer pH-jat 5,0-ra allitottam be és a titralas 5,5-6s pH-ig tortént.

Természetesen a mintak elokészitése soran pankreatin helyett RGE-t hasznaltam.

3.10. Lipaz aktivitas mérése pH-stat modszerrel
3.10.1. Pankreatin

A pankreatin szuszpenzid eldkészitése €s koncentracioja megegyezett az €l6z6 modszernél
leirtakkal. A vizsgalokozeg elkészitéseéhez sziikséges anyagokat és mennyiségeket a

6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat 200 mL vizsgalokozeg elkészitéséhez sziikséges anyagok a bemérendé mennyiségekkel és koncentraciokkal
Grundy et al., 2021 alapjan

Sziikséges anyagok Koncentracié (mM) Bemérendoé mennyiség (g)
Tris 0,3 0,018

NaCl 150 4,5

CaCl; 2 0,100

Epe 4 1,04

A hozzavalokat bemérd csonakokba mértem ki, majd 200 mL-es f6zépohéarba ontdttem €s
feloldottam 100-120 mL desztillalt vizben. Ezt kovetéen egy 500 mL-es mérdlombikba
toltottem at és jelre toltdttem desztillalt vizzel, valamint 7,5-re llitottam be a pH-t. A titralas

soran hasznalt mérdoldat ebben az esetben is 0,01 M-os NaOH oldat volt.

A tannin oldatok esetében 0,3, 0,6 és 0,9 %-os koncentraciokkal dolgoztam, az oldoszer

desztillalt viz volt. A mintak Osszetételét a 7. tdblazat mutatja be.

7. tablazat A mintdk Osszetétele mL-ben, a lipdz aktivitas mérése soran, pH stat. modszer esetében

Anyagok Kontroll 1 | Kontroll 2 | Tannin 0,3 | Tannin 0,6 | Tannin 0,9
Vizsgalokozeg (mL) 14,5 14,5 14,25 14 13,75
Triolein (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tannin (mL) 0 0 0,25 0,5 0,75
Pankreatin (pL) 100 100 100 100 100

25



A vizsgalokozeg-triolein elegyet eldszor 15 percig inkubaltam 37 °C-on kevertetés mellett,
majd ezt kovetden hozzaadtam a tannin oldatot és megismételtem az inkubéldst. Ezutan a
pankreatint is hozzdadtam, majd a pH-t manudlis 8,0-ra allitottam be 0,01 M-os NaOH
segitségével, majd egy perisztaltikus pumpa segitségével kezdtem adagolni a titral6 oldatot
ugy, hogy a pH 8,0-n maradjon. Az ehhez sziikséges aramlasi sebességet feljegyeztem. Ezt
kovetden hozzaadtam ijabb 100, 200 vagy 300 pL pankreatin oldatot, és ujra feljegyeztem

az aramlasi sebességet. A 2. egyenlet segitségével szamoltam ki az enzim aktivitasat.

Unit  R(NaOH)x1000
mg por vx[E]

2. egyenlet: Lipaz enzim aktivitdsdnak szamitdsa, ahol: R(NaOH): a 0,01 M-os NaOH
oldat dramlasi sebessége (umol/perc); v: enzim oldat térfogata (uL); [E]: enzim oldat

koncentracidja (mg por/mL)
Ezt kdvetden az enzim gatlasat hatdroztam meg, melyet a 3. egyenlet ir le.
Enzim aktivitasa

K1+K?2
2

inhibicié % = (100 — )x100

3. egyenlet: Inhibicié szamitasa Grundy et al., 2021 lipaz aktivitds mérését kdvetden,

ahol: K: a kontroll mintakra kapott aktivitas érték (Unit/mg por)

3.10.2. RGE

A mérés megegyezik a pankreatinnal leirtakkal a kdvetkezd kivételekkel: a vizsgalokozeg
pH-ja, valamint a titralds megkezdése eldtti pH 5,0-ra lett allitva; a pH-n tartdshoz sziikséges
aramlasi sebesség meghatarozasa sora pH=5,5-0t tartottam; emellett ebben az esetben az

adagolt enzimoldat mennyisége 500 és 1000 pL volt a titrdlas megkezdése eldtt.

3.11. Fehérjekicsapas

A mérések soran Hagerman & Butler, 2002 kutatasat vettem alapul. A tannin kivonatok
hatasat harom fehérjén teszteltem, melyek a BSA (szarvasmarhaszérum-albumin, Reanal),

pankreatin (Sigma-Aldrich) és RGE (Lipolytech) voltak.
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Els6 1épésben egy puffert készitettem, mely soran 100-120 mL desztillalt vizben oldottam
fel 0,2 M natrium-acetatot (Sigma-Aldrich) és 0,17 M NaCl-t (Lach-Ner), majd egy
200 mL-es mérélombikba Ontdttem at, jelre toltottem desztillalt vizzel és pH-jat BSA esetén
5-re, pankreatin esetén 7-re, RGE esetén 3-ra allitottam be. A kdvetkezd 1épésben 0,1 M-os
FeCl3 (Reanal) oldatot készitettem, melyet 0,01 M-os HCl-ben oldottam fel. Ezzel a
modszerrel 100 mL elegyet készitettem. A harmadik lépésben egy SDS/TEA oldatot
készitettem, mely 1 m/V% SDS-t és 5 V/V% TEA-t tartalmazott. Ebbdl az oldatbol 500 mL-

t készitettem.

A harom vizsgalt fehérjeforrasbol (BSA, pankreatin, RGE) 1 mg/mlL-es oldatokat
készitettem, melyeket a natrium-acetat pufferben oldottam fel. Pankreatin esetében a mar

fentiekben is emlitett protokollt alkalmaztam.

A vizsgalt tanninokbdl (Q, C, T) szintén 1 mg/mL-es torzsoldatokat készitettem desztillalt
viz segitségével. Ezekbdl higitasi sort készitettem, mely 1 mg/mL, 0,9 mg/mL, 0,6 mg/mL,
0,3 mg/mL ¢és 0,1 mg/mlL-es koncentracioval rendelkezett. Mindegyik tagbol 4 mL-t

készitettem, a higitast szintén desztillalt vizzel végeztem.

Ezt kovetden 15 mL-es centrifugacsovekbe mértem ki a tannin oldatokbol 1-1 mL-t és
2-2 mL-t az egyik fehérjeforrasbol (BSA, pankreatin, RGE). Minden koncentracid esetén
két parhuzamost készitettem. Ezt kovetden a mintdkat Hettich Mikro 22R centrifugaba
helyeztem 6000-es fordulatszamon, 24 °C-on és 15 percig centrifugaltam. A folyamat végén
leontéttem a feliiliszot, és atmostam a centrifugacsoveket 1 mL acetat-pufferrel. Ezt
kovetden a csében maradt pellethez 4 mL SDS/TEA-oldatot és 1 mL FeCls-oldatot adtam,
majd addig vortexeltem, mig a pellet maradéktalanul fel nem oldodott. Ezutan 15 percig allni
hagytam a mintdkat. Az id6 leteltével Thermo Electron Nicolet Evolution 300 UV-Vis
Spektrométer segitségével megmértem a mintak abszorbanciajat 510 nm-en. Minden mintat

kétszer mértem le, melybdl atlagot szamitottam.

3.12. Proantocianidin tartalom meghatarozasa

A kisérletek soran haszndlt tanninok (Q, C, T) koziil a Q jelolésii kondenzalt tannin. A mérés
célja az volt, hogy meghatarozzuk valoban kondenzalt tannin-e (proantocianidin) a minta,
valamint annak vizsgalata, hogy a masik két tipus ténylegesen nem tartalmaz kondenzalt

tanninokat. A mérés alapjat Porter et al., 1985 kutatasai szolgaltattdk, a modszert azonban a
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mai napig alkalmazzak novényi kivonatok proantocianidin tartalmanak meghatarozasara
(Han et al., 2015). Els6 1épésben mindharom tanninbodl készitettem egy 0,02 m/V%-os
torzsoldatot, melyben az oldoszer szerepét metanol (Sigma-Aldrich) toltotte be. Ebbol az
oldatbol higitasi sort készitettem, melyben a tdrzsoldat-metanol aranya a kovetkezOképpen
nézett ki: 1:2; 2:5; 3:10; 1:5. A mérés soran minden toménységli oldatbol két parhuzamost

készitettem (beleértve az eredeti torzsoldatot is).

Ezt kovetden egy NH4Fe(SO4)2 x 12 H20 (Sigma-Aldrich) oldatot készitettem (2 m/V%),
amit 2 M-os HCI-ben oldottam fel. Ezen kiviil egy BuOH-HCI oldatot is készitettem,
melyben a BuOH:HCI (Sigma-Aldrich) arany 95:5 volt.

A reakcidelegyek a kovetkezOképpen néztek ki; 8 mL-es tivegfioldkba pipettaztam a tannin
oldatokbdl 1 mL-t, a BuOH-HCI oldatbol 6 mL-t, a vas reagensbdl pedig 0,2 mL-t. Ezt
kovetden a mintakat vortexeltem, majd 95 °C-os vizfliirddbe helyeztem 40 perce. Ezutan
Thermo Electron Nicolet Evolution 300 UV-Vis Spektrométer segitségével megmértem az

oldatok abszorbanciajat 550 nm-en.

3.13. Statisztikai értékelés

A mintak zsir- €és fehérjetartalmat, illetve az emésztésszimulacids teszt utani zsirsavakat
Microsoft Excel szoftver segitségével, Student-féle t-proba segitségével hasonlitottam ssze,
p<0,05 ¢értéket véve szignifikancia szintnek. Az eredményeken egytényezds
varianciaanalizist is végeztem, itt szintén p<0,05-0s szignifikancia szintet hataroztam meg.

A statisztikai probak végrehajtasa elott szorashomogenitas tesztet hajtottam végre.
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4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

A kisérlet célja volt, hogy kiilonbdzd kereskedelmi forgalomban kaphaté tannin kivonatok
zsiremészthetdségre gyakorolt hatdsdnak vizsgalata. Ehhez a SilvaTeam Welltan tannin
kivonatai koziil egy ellagitannint (C), egy gallotannint (T) és egy kondenzalt tannint (Q)

vettem alapul.

Elészor a tannin mintakat 0sszetétel tekintetében vizsgaltam, amihez egy olyan kisérletet
végeztem el, mely proantocianidinek kimutatasara szolgal. Ezzel meg tudtam allapitani,
hogy a C és T mintak valdoban hidrolizalt tanninok-e, vagy esetleg részben tartalmaznak-e

kondenzalt tanninokat, illetve hogy a Q tannin tényleg kondenzalt tannin-e, vagy sem.

Ezutén egy statikus in vitro emésztésszimulaciot végeztem, mely soran megvizsgaltam, hogy
a tannin kivonatoknak van-e ¢és amennyiben igen, milyen mértékben van hatasa a

zsiremészthetdségre, ezen beliil pedig a kiilonb6z0 zsirsavak emészthetdségére.

Ezt kovetden a szimulacidban hasznalt enzimek (pankreatin és RGE) és a tanninok
kapcsolatat vizsgaltam, arra kerestem a valaszt, hogy a tanniniok hatdsa milyen
mechanizmus szerint torténik. Ehhez két mérést végeztem: 1) a tannin kivonatok lipadz enzim
aktivitasra gyakorolt hatdsanak mérését enzimaktivitds tesztek segitségével; ii) a tannin
kivonatok fehérjekicsapasanak mérését, mely vizsgalat célja az volt, hogy megmutassa van-e

kapcsolat a fehérjekicsapas €s a zsirok gatlasa kozott.
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4.1. Proantocianidin mérés eredménye

A mérés soran mindharom tannin kivonat Osszetételét szerettem volna ellendrizni. A
vizsgalat csak proantocianidinek, azaz kondenzalt tanninok esetén ad pozitiv valaszt, egyéb
esetben nem torténik valtozas. A pozitiv reakcid vords szinii elszinezOdést takar, negativ

esetben sarga marad a minta.

0.25 -
N
0

0.10 ) @

Abszorbancia

0.05 -

0.00 T T T |
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Tannin koncentracié (mg/mL)

4. abra A harom vizsgalt tannin (Q, C, T) proantocianidin tartalom vizsgalatanak eredményei a koncentraciok
fliggvényében

A 4. dbra alapjan egyértelmiien megallapithatd, hogy egyediil Q tannin esetében volt pozitiv
reakcio. A Q mintara mért eredményeket Osszevetve C és T mintdk eredményeivel
szignifikans valtozast tapasztaltam (ANOVA: p = 0,022), mig C és T 0sszehasonlitasa soran
nem volt szignifikans kiilonbség (t proba: p = 0,648). Tovabba Q esetében a koncentracid
ndvelésével aranyosan ndtt az abszorbancia érték is. Az eredmények igazoltdk a tanninok
Osszetételét, miszerint Q tannin valdban kondenzalt tanninokat tartalmaz. Mivel C és T
esetében nem tortént abszorbancia valtozas, ezért nem tartalmaz egyik minta sem kondenzalt
tanninokat, ami megfelel a lefrasnak, miszerint kizdr6lag hidrolizdlhato tanninokbol allnak

a kivonatok.

4.2. Emésztésszimulacios eredmények
4.2.1. Hozzaférheto zsirsavtartalom

Az in vitro szimuldcié sordn a harom kiilonb6z6 6sszetételii tannin kivonat (Q — kondenzalt

tannin, C — ellagitannin, T — gallotannin) zsiremésztésre gyakorolt hatasat vizsgaltam, harom
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kiilonboz6 koncentracioban (0,3%; 0,6%; 0,9%) siilt marhahtis matrixon. A vizsgélat célja
az volt, hogy meghatarozzam melyik tannin, és milyen mértékben képes a kiilonbozd a siilt
marhahus zsirtartalmanak emésztését gatolni, és melyik koncentracié alkalmazasa a

legeredményesebb.

A hozzéaférhetd zsirsavtartalmat emésztésszimuldcid utdn Tormasi és Abranko (2021)
modszere alapjan hataroztam meg, a vékonybél emésztmény Osszes-, és észteresitett zsirsav
profilja alapjan. Az eredmények ¢értékelése soran az adatokbol Osszes zsirsav
felszabadulast (%) és a zsirsav egyedi felszabaduldsat is kiszamoltam. A kontrollként
alkalmazott, siilt marha hus zsiremészthetdségét és a harom tannin hozzaaddsanak hatasat a

harom vizsgalt koncentracidban az 5. abra mutatja be.
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5. dbra Az emésztésszimulacio soran felszabadult zsirsavak mennyisége (%) a kiilonbozd tannin kivonatok
vonatkozdasaban, harom kiilonbézd koncentracioban (0,3%, 0,6%, 0,9%) vizsgalva, a kontroll érték (kezelés nélkiili siilt
marhahus emészthetésége; kék vonal) jeldlésével. Minden esetben Student-féle t-proba segitségével hasonlitottam éssze
az eredményeket a kontroll értékkel, melynek jeldlése a kovetkezbképpen tortént: p > 0,05 esetén nincs jelélés; p < 0,05

esetén *; p < 0,01 esetén **; p < 0,001 esetén ***

Az 5. é4bra alapjan lathato, hogy minden tanninnak volt gatld hatdsa egy vagy tobb
koncentracioban is, melyek koziil a Q tannin bizonyult a legeredményesebbnek. A
kontrollhoz valoé hasonlitas soran, 0,3%-o0s koncentracidé mellett C és T tannin esetében volt
az eltérés szignifikans (p < 0,05), mig Q esetében nem ¢érték el az értékek a
szignifikanciaszintet (p = 0,05). A 0,6%-o0s tannin koncentracié alkalmazasa mellett azonban
a Q ¢és C esetében voltak az eredmények szignifikdnsak (rendre, p = 0,000; p = 0,002), mig
T esetében nem (p = 0,999). A legnagyobb (0,9%-0s) koncentracié mellett csak a Q tannin
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esetében nem volt szignifikans eredmény (p = 0,600), C és T tannin esetében igen (rendre,

p = 0,004; p = 0,007).

Mikor a kiilonboz6 tanninokra kapott eredményeket hasonlitottam 6ssze, egyetlen esetben
nem volt szignifikdns kiilonbség, T tannin esetében 0,3%-0s és 0,6%-os értékek kozott.

Minden mas esetben az eredmények szignifikdnsnak bizonyultak (p < 0,05).

Ugyan az eredmények statisztikai értékelése tobb helyen is szignifikans eltérést mutatott a
kontroll, siilt marhahus emésztésének eredményéhez képest, a legtobb esetben ez a
kiilonbség 3-6%-os eltérét jelent a kezelések hatasara. Egy esetben volt relevans csokkenés
az emészthetd zsirsavtartalomban, méghozza a Q tannin 0,6%-0s hozzaadéasa utan. Ebben az
esetben a zsiremészthetdség 14,2%-ot csokkent, ami 19,9%-os gatlast jelentett. Kismértéki
gatlast még a T tannin hozzdadasa esetén lehetett felfedezni, ahol a 0,3%-0s adagolas
3,4%-o0s (abszolut: 2,4%), mig a 0,9%-os adagolas 6,3%-0s (abszolut: 4,5%) gatlast
eredményezett. C tannin esetében 0,6%-o0s adagolas mellett 3,9%-0s (abszolut: 2,8%) gatlast

tapasztaltam.

gy elmondhato, hogy legnagyobb hatast a Q tannin — kondenzalt tannin — tudott kifejteni,
¢és egyediil a 0,6%-0s koncentracio alkalmazasa mellett. A hidrolizalhat6 tanninok esetében
T tannin esetében, 0,3% és 0,9% adagolasa mellett volt érdemi gatlas megfigyelhetd, mig a

C tannin esetében 0,6%-0s koncentraci6 alkalmazéasa mellett jelentkezett hatast.

4.2.2. Zsirsav-specifikus emészthetoség

Az Osszes zsiremészthetOség, azaz a felszabadult zsirsavak mennyisége mellett, azok
mindségét is megvizsgaltam. Ehhez a tannin hozzdadasra a vékonybél folyadékban
megjelent szabad zsirsavak mennyiségét, azok emésztményben mérhetd Gsszes
mennyiségéhez viszonyitottam, mely 4ltal a zsirsavak egyedi felszabadulasi ardnyat kaptam
meg. Az igy kapott eredmények a kontroll és a tanninnal adagolt emésztések esetén a

6. abran lathatok. Az dbran az hét legnagyobb koncentracidban eléforduld zsirsav szerepel.

32



® Q0.3 mQ0e6 =Q0.9

Kontroll
0,9 - 0,9
z08 £08
€07 4 € 0,7
E ) o

= 0,6 7 06
=05 3505
< 04 g 04
20,3 A < 03
302 202
£ 0,1 201
0,0 A 0,0

’ 2 & 2 < 2 & 8

SR S A S N p c b= < = c <

o N [ oF o N A% 8] - o — ) - ~

A N e A} = ° @ ®

< ¢ < ¢ o 3, b o

mC03 mC06 mC0.9 BT03 mT06 =T0.9

b )
[=2]
T R T T B B |

Felszabadulasi arany
2822
[ERITI
L

e
[
L

Felszabadulasi arany

C14:0
Cl4:1n-5¢
C16:0
C16:1n-7c
C18:0
C18:1n-9¢
C18:2n-6c
C14:0
Cl4:1n-5¢
C16:1n-7c
C18:1n-9c
C18:2n-6c

6. abra Az emésztésszimuldacios kisérletek soran taldalt hét legjelentésebb zsirsav (C14:0; Cl14:1n-5¢; C16:0; Cl16:1n-7¢;
C18:0; C18:1n-9¢c,; CI18:2n-6¢) dsszehasonlitasa szazalékos felszabadulasuk alapjan. A kék vonal a kontroll
felszabadulasi aranyait mutatja. Minden esetben Student-féle t-proba segitségével hasonlitottam dssze az eredményeket,
melynek jeldlése a kdvetkezoképpen tortént: p > 0,05 esetén nincs jellés; p < 0,05 esetén *; p < 0,01 esetén **;

p < 0,001 esetén ***.

A 6. dbran megfigyelhetd, hogy a zsirsavak egyedi felszabadulasat tiikkrozi az dsszes zsirsav
felszabadulas eredményei. A Q tannin esetében megfigyelhetd, hogy 0,6%-o0s koncentracio
mellett jelentds gatlas tortént minden esetben, ami Osszhangban van az 5. abran
tapasztaltakkal. Ezek koziil is kiemelendé C14:0, C16:1n-7c¢ C18:1n-9c és C18:2n-6¢
tapasztalt csokkenés (19,2%; 21,8%:; 25,0%; 20,9% csokkenés a kontrollhoz képest).

Ezek a zsirsavak aszimmetrikus triacilglicerineket alkotnak (Smith et al., 1998). Az
aszimmetrikus triacilglicerinek az RGE enzimkomplexben taldlhaté lipdz enzim
aktivitdsanak hatdsara a gyomorban eldemésztddnek. Ha ez az eldemésztés — RGE gatlas
révén — elmarad, a vékonybélbe jutd aszimmetrikus triacilglicerinek emészthetdsége — ezzel
egyiitt az ezeket alkotd zsirsavak emészthetdsége — csokken, hiszen ezek a pankreatin
szamara kevésbé preferdlt szubsztratot jelentenek (Tormasi és Abranko, 2023). Ezen
zsirsavak specifikus gatlasa erre a jelenségre utal, vagyis a Q tannin feltehetdleg gyomri
lipaz gatlassal fejti ki a hatdsat, igy a pankreatin altal kevésbé preferalt triacilglicerinek, igy

ezen zsirsavak felszabadulésa kissé jobban képes gatlodni.
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A C tannin esetében 0,3%-nal és 0,9%-nal az emlitett zsirsavak esetében pontosan ellentétes
jelenség volt tapasztalhatd. Ebben az esetben még a kontrollnal (71,2% felszabadulas) is
nagyobb felszabadulas volt tapasztalhato. A 0,6%-0s koncentracid mellett minimalis gatlast
tapasztaltam (abszolut: 3,5%), mely a zsirsavak egyedi felszabaduldsi aranyaiban

egységesen tiikkrozodott.

A T tannin esetében 0,3% és 0,6% esetében nem volt szdmottevd gatlas tapasztalhato
(abszolut: 4,4%; abszolat: -0,3%). A legnagyobb (0.9%-0s) koncentracido mellett nagyobb
gatlas volt (6,8%), azonban még mindig a vartaknal kevesebb. Ebben az esetben a 0,6%-0s
Q tanninal is megfigyelt C16:1n-7c, C18:1n-9¢c ¢és C18:2n-6¢c nagyobb mértékben volt
gatolva (8,3%; 9,5%, illetve 12,1%), mint a tobbi zsirsav.

4.3. Lipaz aktivitas mérésének eredményei (inaktivalas utani titralassal)

A mérés soran kiilon vizsgéaltam a tannin kivonatok enzimgatld hatasat, pankreatin és az
RGE enzimkomplexeken, és 0Osszevetettem az emésztésszimulacid utdn mért zsirsav
emészthetdségbeli kiilonbségekkel (gatlassal). A kisérletet mindkét enzimmel, mindharom
tannin koncentracié mellett elvégeztem. Az eredmények a 7-8-9-abran lathatoak, rendre a

C-Q-T tanninok esetén.

Emésztésszimulacié —e—Pankreatin RGE
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7. dbra A két vizsgalt enzim és az emésztésszimuldacio soran mért enzimgatlas mértéke szazalékban kifejezve, a harom
vizsgalt tannin koncentrdacional, C tannin esetében.
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A 7. abra alapjan a C tannin esetében a pankreatin enzim aktivitasara gyakorolt gatlo hatas
hasonlo trendet mutat, mint az emésztésszimulacid soran tapasztalt gatlas, itt a pankreatin
gatlasa azonban 5%-kal volt jelentésebb. Az RGE enzimmel végrehajtott gatlasi kisérletek
eredményei csak a 0,6%-0s koncentracional mutatnak hatast, ami pedig kiemelkedden
alacsony volt a kontrollhoz képest. Ez alapjan a C tanninnak nincs jelentds hatdsa az RGE
enzimkomplex lipdz enzimére, azonban a hasnyalmirigy lipaz aktivitdsdt némileg
csokkenteni képes. Az in vitro emésztésszimulacid soran mért eredmények korreldlnak a
pankreatinra kifejtett hatdssal, melyet némileg modosit a gyomri szakaszban lezajld

zsiremésztés zavartalansaga, melyet a C tannin RGE-vel szemben tanusitott inertsége okoz.
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8. abra A két vizsgalt enzim és az emésztésszimuldacio soran mért enzimgatlas mértéke szazalékban kifejezve, a harom
vizsgalt tannin koncentracional, Q tannin esetében.

A 8. dbra a Q tannin hozzdadasdval mért enzimgatlas eredményeit mutatja. Ennél a tanninnal
az RGE gatlasa volt a leginkabb jelentds. A pankreatin szintén egyre nagyobb aktivitas
csOkkenéssel reagalt az egyre nagyobb tannin koncentraciok jelenlétében, azonban ezek az
értékek elmaradtak az RGE-t6l. Ezen eredmények aldtdmasztjadk a zsirsav-specifikus

felszabadulas soran tett megallapitasokat, melyek a Q tannin RGE gétlasara utaltak.
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9. dbra A ket vizsgalt enzim és az emésztésszimuldcio soran mért enzimgatlas mértéke szazalékban kifejezve, a harom
vizsgalt tannin koncentracional, T tannin esetében.

A 9. 4bran lathatéak a T tannin hasznalata melletti enzimgatlas eredményei. Itt ismét a
pankreatin gatldsa volt a legjelentdsebb (csaktigy, mint C esetében), €s egyfajta parhuzamban
vannak az értékek az RGE-re kapott értékekkel, azonban kb. 10%-kal elmaradnak az RGE

értékei a pankreatin értékeitol.

A harom tannin eredményei alapjan megallapithato, hogy a hidrolizalhat6 tanninok nagyobb
mértékben gatoljak a pankreatint, mint az RGE-t, mig a kondenzalt tannin esetében ez

forditva érvényesiil.

4.4. Lipaz aktivitas mérésének eredményei (Grundy et al., 2021 alapjan)

Az enzimek aktivitasat és a tanninok enzimaktivitisra gyakorolt specifikus hatdsat egy masik
modszerrel is megmértem (Grundy et al., 2021). Az el6z6ekben bemutatott — adott reakcid
id6 alatt kifejtett hatds elvén miikodé — modszerhez képest, ez a mddszer egy korszerlibb
elven miikodd protokoll, ahol az enzim aktivitasat folyamatosan fenntartva vizsgéalhatjuk az
egyes gatloszerek hatdsanak mértékét. Az aktivitast ebben az esetben, a folyamatosan
felszabadulo szabad zsirsavak semlegesitéséhez sziikséges NaOH (0,01 M) dram (mL/min)
alapjan szamolhatjuk. Az igy kapott enzimaktivitas vizsgalat eredménye a hdrom tannin

kivonat hozzdadédsaval pankreatin esetén a 10. dbran és RGE esetén a 11. abran lathato.
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10. abra Pankreatin enzim aktivitasa a harom vizsgalt tannin esetében 0,3 %-os, 0,6%-os és 0,9%-o0s koncentracio
mellett. A fekete vonal a kontroll értéket jeloli.

A 10. abran bemutatott adatok azt mutatjdk, hogy a tannin kivonatoknak minden
koncentracidban lehet gatlo hatasa a hasnyalmirigy lipaz aktivitdsara, azonban a hatas nem

feltétlen dozis-fliggo.
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11. dbra RGE enzim aktivitasa a harom vizsgalt tannin esetében 0,3%-os, 0,6%-os és 0,9%-o0s koncentrdacio mellett. A
fekete vonal a kontroll értékeket jeloli.

A 11. 4bran bemutatott eredmények esetén azonban dozis-fliggd RGE lipaz gatlas figyelhetd

meg, vagyis arra utal, hogy a tannin koncentracié novelésével nd a kifejtett hatas.
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A fenti abrak alapjan a tannin-oldatok a kontrollhoz (csak enzim) viszonyitott gatld hatasat

is kiszamoltam, melyet a 8. tdblazatban tiintettem fel.

8. tablazat Pankreatin és RGE enzim gatlasa %-ban kifejezve, a harom vizsgalt tannin esetében 0,3%-os, 0,6%-os és 0,9%-
os koncentracio mellett

Tannin Pankreatin gatlas (%) RGE gatlas (%)
koncentracio C Q T C Q T
0,3% 18,8 37,7 36,2 41,7 50,0 33,3
0,6% 20,3 15,9 5,1 66,7 58,3 41,7
0,9% 41,3 58,0 26,1 83,3 66,7 58,3

A 8. tablazat a gatlas szazalékokat mutatja be. Az RGE gétldsa minden esetben nagyobb volt,
mint a pankreatiné, ami azonban forditva volt megfigyelhetd az inaktivalas utan mért enzim
galtas esetén. Etto] eltekintve a mérés eredményei hasonlitanak az inaktivitas utani titralasos
moddszer eredményeihez (kivéve Q). A kiilonbség feltehetben magyarazhatd azzal, hogy
ebben az esetben folyamatosan milkddik az enzim, ezdltal a kifejtett gatlo hatds is

jelentdsebb lehet, mint a masik modszernél, ahol csak adott ideig reagaltatjuk az enzimet.

A Q tannin eltéré viselkedése a két kiillonbozo tipusu enzimaktvitds teszt soran, szintén
utalhat a Q tannin egyedi jellegére, mely az in vitro emésztésszimulacido eredményébdl is

levonhat6 volt, és feltehetdleg az 6sszetételébdl — kondenzalt tannin — adddhat.

4.5. Fehérjekicsapas eredményeinek kiértékelése

A mérések sordn harom fehérjeforrast hasznaltam (BSA, pankreatin, RGE). Ebben az
esetben is mindhdrom tannin hatdsdt megvizsgaltam, ebben az esetben higitasi sort
készitettem bel6liik. A kisérlet célja, hogy megvizsgaljam melyik tannin, milyen mértékben
képes kicsapni a fehérjéket a kiillonb6z6 mintadkbol, valamint melyik az a legkisebb
koncentracid, ami sziikséges a reakcidhoz. A kisérlet végén kapcsolatot kerestem a kicsapott

fehérje mennyisége és a zsiremészthetdség gatlasa kozott.

A mért eredmények a 12-13. dbran lathatdak, BSA és az emésztdenzimek esetén, rendre.
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12. abra Fehérjekicsapas eredményei C, Q és T tannin esetében, a higitdsi koncentraciok és a hozzajuk tartozo
abszorbancia értékek abrazolasaval, BSA alkalmazasa mellett.

A 12. 4bran lathatd értékek minden tannin esetében ¢és minden koncentracid kozott
szignifikansak voltak (p <0,05). Az értékelés soran a 0,1-es abszorbancia értéket tekintettem
a kicsapas also hataranak, vagyis az ez alatti eredmények esetén nem volt fehérjekicsapas

tapasztalhato.
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Mivel az abszorbancia érték aranyos a fehérjekicsapassal (A. E. Hagerman & Butler, 2002),
ezért megallapithatd, hogy C tannin rendelkezik a legnagyobb fehérje kicsapd képességgel.
Ezen feliil szintén a C tannin esetén mar 0,3 mg/mL-es tannin koncentracional észlelhetd
volt a fehérjekicsapés. A T tannin esetében mar 0,9 mg/mL-es koncentraciora volt sziikség
ahhoz, hogy fehérjekicsapas legyen észlelhetd, ez a tannin azonban szintén nagyobb
mennyiségben volt képes kicsapni a BSA fehérjéket. A Q tannin esetében kozepes
koncentracié tartomanyban (0,6 mg/mL-es koncentracionadl) mar volt észlelhetd
fehérjekicsapas, azonban az abszorbancia értékek altalanossagban alacsonyabbak volt, mint

a masik két tannin esetében, vagyis a hatads mértéke kisebb volt.

Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kondenzalt tanninok fehérjekicsapo jellege
kevésbé hatékony a hidrolizalhat6 tanninokkal szemben. Valamint az is elmondhat6, hogy
az ellagitanninok (C) fehérjekicsapasa a legjelentdsebb, valamint a gallotanninok (T)
esetében nagyobb koncentracié sziikséges. Ez tovabb erdsiti a szerkezetbol adodo eltéréseket
a hadrom tannin hatadsaban. Az ellagitanninok abban kiilonboznek a gallotanninoktdl, hogy
galloilcsoportjaik C-C kotésekkel kapcsolédnak egymashoz, mig a gallotanninok
galloilcsoportjait depsidkdtések kotik dssze (Sdyago-Ayerdi et al., 2013).

A BSA referencia mellett a tannin kivonatok a két vizsgalt enzimmel szemben mutatott
specifikus kicsapasi tulajdonsagait is megvizsgaltam, méghozza az emésztés soran
alkalmazott kémhatds figyelembe vételével. Az RGE-re kifejtett hatast pH=3 puffer
oldatban, mig pankreatinra kifejtett hatast pH=7-es puffer oldatban el6készitve végeztem el
a kisérleteket. A kapott eredmények a 14. dbran lathatok.
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13. dabra Fehérjekicsapas eredményei C, Q és T tannin esetében, a higitasi koncentrdciok és a hozzdjuk tartozo
abszorbancia értékek abrazolasaval, pankreatin és RGE alkalmazadsa mellett.
A 13. abran lathatd értékek Osszhangban vannak a BSA sordn tapasztalt felvetésekkel,
azonban pankreatin esetében altaldnossagban alacsonyabb volt a fehérjekicsapas mértéke.
Ebben az esetben Q tanninndl a legmagasabb koncentracid mellett sem érte el az
abszorbancia a 0,2-es értéket, ami rendkiviil alacsony fehérjekicsapast jelent, tekintve, hogy

0,1-es értéktol észlelhetd a kicsapas.

RGE esetében is a pankreatinhoz hasonlé mértékli fehérjekicsapés tortént, azonban a T
tannin értékei kissé elmaradtak a C-hez képest, csakiugy, mint a BSA esetében. Ezen feliil a
C tanninnal az is megfigyelhetd, hogy az értékek a koncentracid ndvelésével ellaposodtak.
Mivel a tobbi tannin esetében az értékek nem érték el a 0,3-as abszorbancia szintet, igy csak
feltételezni lehet, hogy 0,9 mg/mL-es koncentracié utan a nagyobb tannin koncentracié nem
okoz nagyobb fehérjekicsapast, mivel a kiilonbozd fehérje forrasok azonos mennyiségii

fehérjét tartalmaztak.
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A pankreatin és RGE eredményei Osszhangban vannak A. Hagerman et al, 1992
eredményeivel, aki arra a kovetkeztetésre jutott, hogy Onmagaban a kondenzalt és
hidrolizalhato6 tanninok fehérjekicsapésa kozott nincs jelentds kiilonbség. A molekulatomeg
jatszik dontd szerepet, miszerint a kicsaphatd mennyiség aranyosan nd a tanninok
molekulatomegével. Ezen feliil az alkalmazott pH szintén meghatarozo tényez6 az interakcio
soran, amit a kisérleteim szintén igazoltak, hiszen a kiilonb6zé pH-n végzett kicsapasok T
tannin esetén jelentds kiilonbséget mutattak. Ez az eredmény fontos szempont lehet az
emésztés egyes szakaszaiban kifejtett hatds vizsgélatakor, hiszen a kémhatas emésztés soran

szisztematikusan valtozik.

Az ok, amiért a fenti eredmények nem tiikrozik az emésztésszimulacio soran tapasztaltakat
az lehet, hogy bar a fehérjekicsapas mérése soran egyforman érvényesiilnek — azonos reakcio
1d6, idedlis koriilmények — a tanninok, az emésztés soran ez nem igy van. A hidrolizalhato
tanninok példdul a gyomor savas kozegében konnyebben lebomlanak, igy a fehérjekicsapd
képességiik — mely molekulaméret fliggd is — elveszhet az emésztés elorehaladtaval. A
hidrolizalodast kovetden a keletkezd galluszsav felszivodik és a vizelettel tiriil ki. Ezzel
szemben a kondenzalt tanninok metabolizmusa joval 6sszetettebb, kevésbé hajlamos a savas
kozegli hidrolizisre, valamint az igy megmaraddé nagyobb molekulatomeg aranyaiban
jelentésebb fehérje-tannin interakcidt tehet lehetové, igy a gyomri szakaszban nagyobb
hatassal lehet az emésztésre is. Ez a folyamat szintén aldtamaszthatja a zsirsav-specifikus
eredmények kovetkeztetéseit, miszerint a gyomorban RGE lipazra kifejtett hatas kondenzalt

tannin esetén tud érvényesiilni, mig hidrolizalhat6 tannin esetén nem.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1. Kovetkeztetések

A proantocianidin meghatarozasa soran azt talaltam, hogy Porter et al., 1985-ban végzett
kutatasa soran alkalmazott modszer alkalmas a tannin kivonatok vizsgalatara. Kizarolag a Q
jelolést (kondenzalt) tannin esetében kaptam pozitiv valaszreakciot, ez alapjan megerdsitést

nyert a mintak tannin dsszetétele.

Az in vitro emésztésszimulacid soran kapott eredmények alapjan (5. és 6. abra)
megallapithatd, hogy egyediil Q tannin (kondenz4lt tannin) esetében volt szamottevd gatlas
(14,2%-0s csokkenés a kontrollhoz képest) tapasztalhatd, 0,6%-0s tannin koncentracid
mellett. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a hidrolizalhaté tanninok nem vagy csak kis
mértékben befolyasoljak a zsirok emészthetdségét. A zsirsav specifikus emészthetdség
eredményei 0sszhangban vannak az emésztésszimulacios eredményekkel. A 0,6%-0s tannin
koncentracié esetében, Q tannin alkalmazdsa soran C14:0, C16:In-7c C18:1n-9¢ és
C18:2n-6¢ esetében volt jelentds gatlas (19,2%; 21,8; 25,0%; 20,9% csokkenés a kontrollhoz
képest). Ezek a zsirsavak aszimmetrikus triacilglicerineket alkotnak (Smith et al., 1998),
melyek a pankreatin altal kevésbé preferalt triacilglicerinek. A gyomri eléemésztés
hianyaban — RGE lipaz gatlasa esetén — ezen zsirsavak emészthetdsége csokken, igy ezen
zsirsavak felszabadulasa kissé jobban képes gatlodni. Mivel kizarolag a 0,6%-0s tannin
koncentracié mellett tortént jelentds gatlas, igy arra kovetkeztethetiink, hogy nagyobb
koncentracié esetében a tanninok egymast gatoljak. Miutan a tanninok korbe olelik a

szubsztratot, ezt kovetden a tobbi tannin mar nem képes kivaltani a hatdsat.

A lipaz aktivitds mérése sordn tapasztalt eredmények inaktivalas utani titralas esetében azt
mutattdk, hogy Q tannin esetében az RGE gatlasa jelentdsebb volt, mint a pankreatiné
(5-20%-0s kiilonbség a koncentracid fliggvényében). Ez 0Osszhangban van a
zsirsav-specifikus emészthetéség eredményeivel. Ezzel szemben C és T tanninok
(hidrolizalhat6 tanninok) esetében pankreatin esetében volt nagyobb gatlas tapasztalhato.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a hidrolizalhaté tanninok nagyobb eséllyel bontjak a

szimmetrikus triacilglicerineket.

Ezzel szemben a masik mddszer esetében, ahol statikus pH mellett tortént a titralas kissé
eltéré eredményeket tapasztaltam. A kapott lipaz aktivitas értékek azonban egybevagnak az
irodalmi adatokkal, Grundy et al., 2021 alapjan. Ennél a médszernél mindharom tannin

esetében az RGE gétlasa volt a nagyobb mértékii, valamint a gatlas értékei is magasabbak
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voltak, mint az inaktivalds utdni titralas esetében. Ez azzal magyarazhato, hogy ebben az
esetben tovabb mikodott az enzim, ezaltal nagyobb gatld hatéast tudott kifejteni, mint az

naktivalas mérése utani esetben.

A fehérjekicsapas eredményei azt mutattak, hogy minden tannin esetében mas minimalis
koncentracié sziikséges a mérhetd mennyiségli fehérjekicsapasdhoz. A C tannin esetében
volt ez a koncentracié a legalacsonyabb (~0,3% tannin), ezt kdvette a Q tannin (~0,4%),
végil a T tannin (~0,6%). BSA haszndlata mellett volt a legnagyobb fehérjekicsapas
tapasztalhatd a mért abszorbancia alapjan (0,9-es maximalis abszorbancia értek).
Megallapithato, hogy pankreatin és RGE ko6z6tt nem volt jelentds kiilonbség fehérjekicsapas
tekintetében, valamint a kondenzalt €s hidrolizdlhaté tanninok kozott sem volt jelentds
kiilonbség. Ez az eredmény Osszhangban van A. Hagerman et al., 1992 méréseivel, aki
szintén azt a megallapitast tette, hogy 6nmagaban a kondenzalt és hidrolizalhat6 tanninok
fehérjekicsapasa kozott nincs jelentds kiilonbség. Kovetkeztetésként tovabbra is igaz A.
Hagerman et al., 1992 megallapitdsa, miszerint a kicsapas mértékét jelentds mértékben a pH

¢s a molekulaméret hatarozza meg.

A mérési eredményeim, vagyis hogy az emésztésszimulacid soran egyediil a Q tannin
(kondenzalt) bizonyult eredményesnek, a tanninok kozti szerkezeti kiilonbséggel

magyarazhato.

A C ¢s T tanninok, azaz a hidrolizdlhaté tanninok konnyebben lebomlanak az
emésztésszimulacid soran a gyomri szakaszban fellépd alacsony kémhatas hatasara, igy
feltehetdleg nem a fehérjekicsapas és a gyomri lipaz gatlas nem tud érvényesiilni, igy kisebb
mértékben — vagy egyaltalan nem — tudjak befolyasolni a zsirok emészthetdségét. A

hidrolizdlodast kdvetden a keletkezd galluszsav felszivodik, és a vizelettel iiriil ki.

Ezzel szemben a Q tannin, vagyis a kondenzalt tanninok metabolizmusa joval dsszetettebb.
A gyomri savas pH-n nem hidrolizalhatd, igy a fehérjekicsapasi képessége €s az enzimgatlasi
hajlama is érvényesiilni tud, ami jelentds zsiremészthetdség csokkenést eredményez.
Emellett azt is meg kell emliteni, hogy ennek a hatdsnak optimuma van (0,6% tannin

koncentracid), mely felett és alatt sem tud érvényesiilni a gatld hatas.

44



5.2. Javaslatok

Mivel az irodalomban rendkiviil alacsony szdmu kisérlet foglalkozik a tanninok zsirok
emészthetdségére gyakorolt hatdsaval, igy javasolndm ezen adatok bdvitését. A méréseim
soran daralt marhahust vizsgaltam, sziikségesnek tartom egyéb matrixok vizsgalatat is, mint

példaul tejtermékek €s egyéb magas zsirtartalmu élelmiszerek.

Ezen feliil tovabbi vizsgalatokat javasolnék a fehérjeemészthetdség vizsgalatara, illetve a
zsir- €s fehérjeemésztés Osszefliggésének vizsgalatdra. Tovabbi visszaigazolds sziikséges
arra a kijelentésre, miszerint a hidrolizalhatd tanninok nincsenek hatassal az emésztésre,

mivel 1do6 elott elhidrolizalnak.

Végezetiil pedig javasolnam tovabbi kondenzalt tanninok zsiremészthetdségre gyakorolt

hatasanak vizsgalatat, annak érdekében, hogy igazolni lehessen, hogy valoban van hatasuk.
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6. Osszefoglalas

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kap a taltaplaltsag, €s az abbdl adodo egészségiigyi
kovetkezmények. Az egyik f6 probléma a zsirok és zsiros élelmiszerek tulzott mennyiségl
bevitele. Az elhizasra és annak megeldzésére egyre tobben hivjak fel a figyelmet, egyre tobb
¢lelmiszergyartd torekszik az egészségesebb termékek eldallitasara. Az egyik lehetdség a
megfelelobb tapanyagok bevitelére, hogy a meglévo élelmiszerekhez olyan adalékanyagot
adunk, melyek az adott termék tapanyagértékeit kedvezden befolydsoljak. Erre a lehetdségre
lehet egy lehetséges megoldas a tanninok hozzdadasa a termékekhez. A tanninok polifenol
vegyliletek, melyek két f6 csoportba sorolhatoak; hidrolizdlhaté tanninok és kondenzalt
tanninok. Takarmanyok esetében mar szdmos esetben kimutattak, hogy a tanninok jelenléte

csokkenti az emésztés soran a fehérjék €s rostok emészthetdségét.

Munkdm soran arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a tanninok ezek mellett
csOkkenthetik-e a zsirok emészthetdségét is, ezaltal a zsirok bevitelének mennyiségére is
hatassal lehetnek-e. Ennek igazolasdra a SilvaTeam altal szolgéltatott, kereskedelmi
forgalomban is kaphato kiilonb6zo tannin kivonatokat vizsgaltam. Els6 1épésben igazoltam
a tanninok Osszetételét az alapjan, hogy kondenzalt vagy hidrolizalhat6 tannint tartalmaznak.
Ezt kovetden egy statikus in vitro emésztésszimulaciot végeztem el az Infogest modszer
alapjan, mely soran daralt marhus szolgdlt matrixként. A szimulaciot kovetden kiilon
megvizsgaltam a tanninok a szimuldcié soran hasznalt enzimek (pankreatin, RGE) lipaz
aktivitasara gyakorolt hatasat. Erre két modszert is elvégeztem, hogy atfogdbb képet kapjak
a tanninok hatasarol. Végiil a kivonatok fehérjekicsapasat vizsgaltam, melyet a
zsiremészthetdségre gyakorolt hatassal hasonlitottam 0Ossze, illetve vontam le

kovetkeztetéseket.

Az eredmények kiértékelése sordn azt tapasztaltam, hogy a Q jel6lésii (kondenzalt) tannin
volt egyediil jelentds hatassal a zsiremészthetdségre, méghozza 0,6%-o0s tannin koncentracio
mellett. A zsirsav-specifikus emészthetdség vizsgalata soran ezzel 6sszefliggésben voltak a
felszabadulasi értékek, ahol azt tapasztaltam, hogy f6ként az aszimmetrikus triacilglicerinek
gatlasa volt megfigyelhetd, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az RGE gatlasa 1ép fel a Q
tannin hatasara. A lipdz aktivitds mérése soran szintén azt tapasztaltam, hogy Q tannin
esetében az RGE gatlasa volt a jelentdsebb, mig a hidrolizalhaté tanninok esetében a
pankreatin gatlasa az inaktivalds utani titralas esetében. A masik modszer soran (statikus pH

melletti titrdlds) minden tannin esetében az RGE gatlasa volt a jelentdsebb. A két modszer
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értékei Osszességben parhuzamban voltak (kivéve Q tannin esetében, ami szintén a
kondenzalt tanninok kiilonbozdségére utalhat), azonban az értékek eltértek a modszerek
kiilonbozdségei miatt. A fehérjekicsapas soran BSA-t is vizsgaltam, a pankreatin és RGE
mellett. Osszességében a kiilonbdzd tipusu tanninok fehérjekicsapasi értékei kozott nem volt
szamottevd kiilonbség, tehat a kicsapas mértékét nem a tannin tipusa, hanem a pH és a

molekulaméret befolyasolja.

Az a megallapitas, hogy az emésztésszimulacio soran egyediil a kondenzalt tanninnak volt
hatasa valosziniileg azzal magyarazhatd, hogy a hidrolizalhat6 tanninok az emésztés kezdeti
szakaszaban elhidrolizalodnak, ezaltal nem képesek kifejteni a hatdsukat az emésztés
lefolyasara, mig a kondenzalt tanninok Osszetettebbek, nagyobb rezisztenciaval

rendelkeznek az emésztés soran, igy a feltart hatdsukat ki tudjak fejteni az emésztés soran.

Mivel az irodalomban kevés adat all rendelkezésre a tanninok zsiremészthetdségre gyakorolt
hataséaval kapcsolatban, ezért tovabbi mérések sziikségesek, melyek soran tovabbi matrixok,
illetve tanninok vizsgalatat javasolnam. Ezaltal egy atfogobb képet kaphatunk a tanninok

hatasarol €s a {6 befolyasolo tényezokrol.
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