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Meghataroztuk 12 db 2014-ben termesztett meggyfajta antioxidans kapacitasat FRAP (a plazma vasredukalo képességén alapulo antioxi-
dans kapacitas), DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl gyokfogo aktivitas) TEAC (Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas) és kemilu-
minometrias modszerrel. A meggyben az antioxidans tulajdonsagu vegyiiletek koziil legnagyobb mennyiségben az antocianinok vannak jelen.
Meérési eredményeink azt mutatjak, hogy az alkalmazott mérési modszerek koziil a kemiluminometrias technika a legalkalmasabb a magas an-
tocianin tartalmi meggy antioxidans kapacitasanak meghatdarozasara.

Kulcsszavak: meggy, antioxidans, antocianin, ACL, ACW
SUMMARY
The antioxidant capacity of 12 cultivar that were harvested in 2014, were determined by FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical-scavenging activity) TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) and photochemiluminescence
method. In sour cherry, the most antioxidant effects of natural bioactive compounds are anthocyanins. Our results show that the photochemi-

luminescence method is the most suitable to determine the antioxidant capacity of red sofi fruits and tart cherries.

Keywords: sour cherry, Antioxidant, Antocyanin, ACL, ACW

BEVEZETES ¢lettartamuk, és gyorsan reakcioba lépnek a kdzeliikben
1év6 molekulakkal, a sejt alkotoelemeivel, a fehérjékkel,
Az antioxidansok az elmult években egyre inkabb a zsirokkal vagy akar a DNS-sel is (Cadenas, 1989; Vaya
figyelem kozéppontjaba kertiltek, megsokszorozddtak a ¢és Aviram, 2001; Biro, 2003; Lugasi és Blazovics, 2004).
publikaciok az antioxidansok és az oxidativ stressz té- A szabadgyokok — mivel karositjak a sejteket —,
majaban. Ezekbdl ma mar tudjuk, hogy ¢élettani szem- szamos betegség kockazatat megndvelik: példaul a
pontbdl igen kedvezo a friss gyiimolcs fogyasztasa, sziv- és érrendszeri betegségekét, a rosszindulata daga-
hiszen vitamin- és asvanyi anyag tartalmuk az emberi natokét, okozhatnak idegrendszeri betegségeket, tido-
szervezet szamara 1étfontossagu. betegségeket, autoimmunbetegségeket és szembetegsé-
Azonban, bar szamos maddszert kifejlesztettek mar geket (Langseth, 1995; Lachance et al., 2001).
a benniik el6forduld antioxidans hatast vegyiiletek A szabadgyokok létrejohetnek egyrészt a normal
komplex vagy bizonyos tulajdonsagok alapjan szelek- sejtanyagcsere soran. Ezek olyan reaktiv oxigén szar-
tiven torténé meghatarozasara, tovabbra sincs szab- mazékok (ROS), mint a hidroxil gyok (OH®), szuper-
vany mddszer e komponensek mérésére. oxid anion gydk (O,° "), nitrogén-monoxid (NO®) és
peroxil (RO,°) gyokok. A peroxinitrit (ONOO), a hipo-
Antioxidansok klorossav (HOCI), a hidrogén-peroxid (H,0,), vala-
mint a szingulett dioxigén ('O,) (Halliwell és Gutteridge,
Az antioxidansok olyan elsédleges illetve masodlagos 1989). Masrészt 1étrejohetnek a kiilsé kornyezetben a
novényi metabolitok, melyek az oxidalando szubsztrathoz molekularis oxigén redukciojaval, vagy gerjesztéssel,
képest kis koncentracioban vannak jelen, és szignifi- illetve mas molekulakbdl nagyenergidja (UV, radioak-
kansan lassitjak, vagy teljesen meggatoljak annak oxi- tiv, elektromagneses) sugarzas, hd, egyes gyogyszerek,
daciojat. vegyszerek, ipari 0ldo- és tisztitdszerek, 6zon, szmog,
Az antioxidans vegyiileteket elsérendii (lancmeg- dohanyfiist, por és egyéb 1égkori szennyezddések hata-
szakito) és masodrendi (preventiv) antioxidansokra sara. A kornyezetiinkben 1év6 szabad gyokok élelmi-
oszthatjuk (Lugasi et al., 1999), de feloszthatok enzi- szerekkel elfogyasztva, belélegezve vagy a boriinkon
mes, illetve nem enzimatikus folyamatokra is (Halliwell keresztiil jutnak a szervezetiinkbe (Fehér és Vereckei,
¢és Gutteridge, 1989; Vaya és Aviram, 2001). 1985; Frei, 1994).
Az oxidativ stressz az egyensuly megbomlasat je-
Szabadgyokok lenti a reaktiv oxigén vegyiiletek és az antioxidansok

kozott. Ez a folyamat a sejtek karosodasat és pusztula-

A szabadgyokok olyan molekulak, amelyek legkiil- sat okozhatja, ami betegségekhez vezet (Aruoma, 1998).

s0 elektronhéjan parositatlan elektron foglal helyet. Mi- Fontos azonban azt is megemliteni, hogy szabad-
vel ezen komponensek bels6 energiaja nagy, a szabad- gyokoknek fontos szerepe van a szervezet normal mii-
gyokok nagy reakciokészséggel rendelkeznek, rovid az kodésének fenntartasaban. Normal koriilmények kozott
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a szervezetben keletkez6 szabadgyokdk f6 forrasa a Az enzimes védelmi rendszerhez tartozik példaul a
mitokondrialis és mikroszomalis elektrontranszport- katalaz, a glutation-peroxidaz és a szuperoxid-dizmu-
lancokbdl, a fagocita sejtekbdl és az enzimrendszerek- taz enzimek, amely a szabad gyokok kozombdositését
bdl kifolyo elektronaramlés. Bizonyos mennyiségii reak- végzik, azok a molekuldk, amelyek a mérgez6 anyago-
tiv oxigénforma sziikséges a normalis sejtmiikodés fenn- kat tavolitjak el (glutation-S-transzferazok, kinon-
tartasahoz, a sejtek kozotti szignal-transzdukcidhoz, a reduktaz), valamint a javité enzimek, amik a moleku-
sejtek szaporodasahoz, a védekezést szolgald gyullada- lak szerkezetében végbement karosodasokat javitjak ki
sos folyamatokhoz, és az apoptozishoz, vagyis a prog- (Lugasi, 2001). Az [. tabldzat tartalmazza a legfonto-
ramozott sejtpusztulashoz (Lachance et al., 2001; Bird, sabb enzimeket és azok reakcidit.
2003). A nem enzimatikus védelmi mechanizmuson beliil
megkiilonboztetiink nagy molekulatomegii fehérjékhez
A szervezet védelmi rendszere (coruldplazmin, ferritin) ktdd6 komponenseket és kis
molekulatomegii vegyiileteket. A kis molekulatomegi
Az emberi szervezet a zavartalan miikkodéséhez, antioxidansok k6zé a C-, az E- és az A-vitamin, vala-
szamos védelmi funkcidt alakitott ki. Ezek egyike az mint az A-vitamin provitaminja, a 3-karotin tartozik.
antioxidans védelmi mechanizmus, melyet enzimes és A vitaminokon kiviil, a flavonoidok, az izoflavonoi-
nem enzimatikus folyamatokra oszthatunk, ezt hivjuk dok, a fenolsavak és szarmazékaik, a fitinsav, néhany
antioxidans védelmi rendszernek. kéntartalmt aminosav, a redukalt glutation, a szelén,

bizonyos koriilmények kozott a sz616cukor, a higysav,
a bilirubin, az ubikinon (Q-10) és a liponsav.

1. tablazat
Az enzimes védelmi rendszer legfontosabb enzimei és enzimreakcioi
Enzimek(1) Reakciok(2)
Szuperoxid-dizmutaz (SOD)(3) 20, +2H+—H,0,+0,
Kataléz(4) 2H2024>02+2H20
Glutation-peroxidaz (GSHpx)(5) 2GSH+H,0,—GSSG+2H,0, 2GSH+ROOH—GSSG+ROH+H,0
Forras: Boots et al. (2008)

Table 1: Main enzymes and enzymatic reactions of enzymatic antioxidant defence system
Enzymes(1), Reactions(2), Superoxide dismutase(3), Catalase(4), Glutathione peroxidase(5), Source: Boots et al. (2008)

Az emberi szervezetben az antioxidansok sziner- noveli a vas indukalta lipidperoxidaciot (Diindar és
gens, vagyis egymast erdsitd hatdssal rendelkeznek, Aslan, 2000), az E-vitamin véralvadasgatlokkal torténd
igy egylittes alkalmazasukkal kedvez6bb hatas érhetd egyiittes szedése pedig nok esetében vérzési kompli-
el a szabadgyokok ellen, mint kiilon-kiilon bevitel ese- kaciokhoz vezethet (Antal és Regoly-Mérei, 2012).
tén (Lugasi, 2001). Bjelakovic et al. (2007) szerint pedig a B-karotinnal,

Az még kevésbé koztudott, hogy figyelni kell az A-vitaminnal és E-vitaminnal torténd hosszu tava ke-
antioxidansok megfelelé mennyiségi €s mindségi be- zelés novelheti a mortalitast.
vitelére is, mivel tulzott fogyasztasuk esetén prooxida- Természetesen az étrendiink is tartalmaz vitamino-
ci6 alakulhat ki, vagyis az antioxidansok maguk is kat és egyéb antioxidans hatast vegyiileteket, ezek fo-
prooxidansokka valhatnak, és a szabadgyokokhoz ha- gyasztasa azonban biztonsagos, mivel nem tudunk
sonldan karosan befolyasolhatjak a szervezet miikodé- beldliik akkora mennyiséget elfogyasztani, hogy az
sét. Ezt nevezziik antioxidativ stressznek (Lugasi, 2001; karos legyen. Probléma akkor lehet, ha tilzott mérték-
Bouayed és Bohn, 2010). ben fogyasztunk vitaminkészitményeket, antioxidans-

hatasu vegyiileteket tartalmazo taplalék-kiegészitoket,
Antioxidativ stressz ez ugyanis felborithatja a szervezet fiziologiai egyen-

stlyat (Diindar és Aslan, 2000; Poljsak és Milisav, 2012).
Az antioxidansok jotékony hatasairol mar szamos
tanulmany sziiletett, azonban csak az elmult években Antioxidans-kapacitast méré modszerek
kezdték vizsgalni, hogy milyen mennyiségben sziik-

séges az antioxidansok bevitele, illetve, hogy talzott Szamos elvet és modszert fejlesztettek ki a kutatok
fogyasztasuktol antioxidativ stressz alakulhat ki. Ma- az antioxidans-kapacitas meghatarozasara. Ennek elle-
gas koncentracioban sok antioxidans okozhat koros el- nére elmondhato, hogy az antioxidans vegytiletek tanul-
valtozast a sejtekben, a szovetekben, és ezaltal a szer- manyozasa igen koltséges, és nem til hatékony folyamat.
vekben. Nagyon fontos lenne tehat tudni az egyes anti- A problémat az okozza, hogy bar egyre tobb uj el-
oxidansokban gazdag ¢élelmiszerek, étrend-kiegészitok jaras jelenik meg, a kiilonb6z6 mddszerekkel mért
valodi antioxidans kapacitasat, mivel igy kivédhetd eredmények dsszehasonlithatdésaga mégis egyre na-
lenne, hogy antioxidansok prooxidansokka valjanak. gyobb gondot okoz. Tobb kutatocsoport is felvetette

A folyamat lényege, hogy az antioxidansok nem mar, hogy a szabvanymodszerek hianya miatt nehéz
tudnak kiilonbséget tenni azok kdzott a szabadgyokok Osszevetni az eredményeket, és hogy sziikség lenne a

kozott, amelyeknek még fontos szerepe van a fiziolo- kiilonboz6 antioxidans-kapacitast méré modszerek el6-

giai folyamatokban, és azok k6zott, melyek mar karosi- nyeinek és hatranyainak megvitatasara. Ez azért fontos,

tandk a sejteket. A tulzott C-vitamin bevitel példaul hogy a validalt referencia-modszereket tovabb fejleszt-
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hessék, és egy standard, széles kdrben alkalmazott mod-
szer legyen elérhet6 az antioxidansok vizsgalataval fog-
lalkoz6 kutatok szamara.

A jelenleg hasznalt antioxidans-kapacitast mérd
modszereket 2 csoportra lehet osztani:

1. hidrogén atom atvitelen alapuldé meghatarozasok

(HAT — Hidrogen Atom Transfer), és
2. elektronatmeneten alapul6 vizsgalatok (ET — Electron

Transfer).

A hidrogénatom-atvitelen alapulé elemzések tobb-
sége egy versengd reakciorendszert alkalmaz, amely-
ben az antioxidansok és a szubsztratok versenyeznek
a termikusan keletkezett peroxi-gyokokeért.

Az elektronatmeneten alapuld modszerek a szinval-
tozas mértékével mérik az antioxidans-kapacitasat ugy,
hogy az antioxidansok mennyiségi csokkenése szinval-
tozast okoz, és a szinvaltozas mértéke korrelal a minta

Kutatasainkhoz harom hidrogénatom-atvitelen (FRAP,
DPPH, TEAC) és két elektronatmeneten (ACL, ACW)
alapul6 vizsgalatot hasznaltunk fel.

Vasredukalé képességen alapulé médszer — FRAP—
Ferric Reducing Ability of Plasma

A FRAP modszert Benzie és Strain (1996) fejlesz-
tette ki. A modszerben a Fe**-TPTZ komplexet (TPTZ =
2,4.,6 tripiridil-s-triazin) az antioxidans hatasu vegyii-
letek redukaljak. Ez a reakcio szinvaltozassal jar (sar-
gabol kék lesz), ami spektrofotométeren detektalhato.

Elénye, hogy az egyik legolcsobb, leggyorsabb és
leggyakrabban hasznalt laboratériumi modszer, rutin-
vizsgalatokhoz is fel lehet hasznalni, és nincs hozza
sziikség draga miszerekhez.

Hatranya, hogy a mérés a fiziologiai pH-nal joval
alacsonyabban torténik (pH 3,6), hogy a tiol tipusu anti-
oxidansok és a karotinoidok nem mérhet6k vele, mivel
a tiol tipust vegyiiletekre (példaul a glutationra) nem
érzékeny, a karotinoidoknak pedig nincs vasredukald
képességiik. Tovabbi problémat okozhat még, hogy
mas vegyiiletek is adhatnak interferenciat az adott
hullamhosszon, illetve, hogy vannak olyan komponen-
sek, amelyek redoxpotencialja kisebb, mint 0,77 V, mi-
vel ezek is képesek redukalni a vas-iont, igy nem csak
az antioxidansokat detektalja a késziilék. Néhany kom-
ponens (példaul kavésav) reakcidideje hosszabb, mint
az ebben az eljarasban alkalmazott 5 perc, igy ezek az
antioxidansok nem tudjak kifejteni redukalo hatasukat,
igy a modszer nem tudja mérni 6ket (Balogh et al., 2010;
Balogh, 2010).

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gyokmegkdoté-
sén alapulé antioxidans kapacitasmérés

A modszer kidolgozasa Blois (1958) nevéhez fiiz6-
dik. A DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) egy stabil
szabadgyok, melynek lila szine az antioxidansokkal
lezajlott reakcid utan elhalvanyul. Ezt a szinintenzitas-
csOkkenést lehet mérni spektrofotométerrel.

A modszer elonye, hogy a DPPH kereskedelmi for-
galomban is kaphato stabilgyok, valamint, hogy a mé-
rés egyszerlen kivitelezhetd.

Szamos hatranyai koz¢ tartozik, hogy a gyok a nor-
mal anyagcsere soran nem keletkezik, az ¢16 szerve-

zetben nem talalhaté meg, tehat nehéz demonstralni,
hogy a minta antioxidansai a biologiai gyokokkel szem-
ben mennyire reaktivak. Tovabbi jellemzd, hogy pH-,
oldoszer-, fény- és oxigénfliggd, valamint a gydknek
rossz a hozzaférhetésége (a kis molekulak jobban oda-
férnek a gyokhoz), illetve a karotinoidok interferalnak
az alkalmazott hullamhosszon (Huang et al., 2005;
Frankel és Meyer, 2000; Balogh, 2010).

Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas —
TEAC-Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

A modszer kidolgozasa Miller et al. (1993) nevéhez
fiizédik. A reakcid az ABTS (2,2'-azinodi-(3-etilbenzo-
tiazolin)-6-szulfoninsav) oxidacidjan alapszik. A sotét-
z6ld szinlit ABTS"-kation gyok reagal a mintaban levd
antioxidansokkal, ez altal elszintelenedik. A szinvalto-
zas mértéke ekvivalens az elreagalt gyokok mennyisé-
gével, igy a szinintenzitas csokkenés mérésével spektro-
fotométeren meghatarozhaté a minta antioxidans tar-
talma (Stratil et al., 2008).

Elénye, hogy olcso, és egyszerli modszer, valamint
hogy az alkalmazott hulldamhosszon a természetes no-
vényi pigmentek nem okoznak jelentds interferenciat.

Hatranya, hogy hosszu id6t vesz igénybe a minta-
elokészités, mivel a mérés el6tt 12 oras inkubalas sziik-
séges ahhoz, hogy az ABTS gydk kialakuljon. Nem
egy ¢l6 szervezetben el6forduld gyokot hasznal, igy
nem tudhatjuk, hogy a biologiai gyokokkel hogyan
reagalnak a minta antioxidansai. Gondot okozhat, hogy
az eldallitott szabadgydk csak rovid ideig stabil, vala-
mint hogy nem standardizalt, ezért nehéz dsszehason-
litani az egyes laboratériumokban kapott eredménye-
ket. Azt is bizonyitottak mar, hogy a szerkezeti kiilonb-
ségek valamint hasonlosagok (példaul a leadhato elekt-
ronok szama) és a mért eredmények kozott ebben az
esetben nincs dsszefliggés (Zulueta et al., 2009; Balogh,
2010).

Fotokemilumineszcencian alapulé antioxidans-
kapacitasmérés — PCL (Photochemiluminescence)

A PCL modszert és a Photochem késziiléket Popov
¢és Lewin (1994, 1996) fejlesztette ki eredetileg vér-
plazma antioxidans-kapacitdsinak mérésére. Mi ezt a
modszert fejlesztettiik tovabb ndvényi mintak megha-
tarozasara. Az 1. abra a Photochem késziilék miikodési
diagramjat mutatja be.

A modszer fotokemilumineszcencian alapul, mely-
nek lényege, hogy a mintaban 1évo fényérzékeny anyag
(S) UV-fény hatasara (hv,) gerjesztddik, és szuperoxid
anion gyok képzddik (O,° ), melynek egy része elimi-
nalodik a minta antioxidans tartalma miatt.

S+h’l)1:S.++ 02._

Az el nem reagalt szuperoxid anionok egy specifi-
kus fotokémiai detektor vegyiilettel (D) reagalnak, lu-
mineszcenciat (hv,) hozva létre, tehat a lumineszcencia
mérésével hatarozhaté meg az antioxidansok kapaci-
tasa.

02.'+D: :hl)z
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1. abra: A Photochem miiszer miikodési diagramja
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Figure 1: The Photochem instrument measurement schematics

Sample(1), Photomultiplier(2), Reaction chamber(3), UV lamp(4), Rinsing liquid 2 (methanol)(5), Rinsing liquid 1 (water)(6), Wastle bottle
2 (methanol)(7), Wastle bottle 1 (water)(8), Valve block(9), Pump(10), Control-computer (11), Liquids(12), Data(13), Source: Netl

A Photochem a legelsé olyan miiszer, amely egy-
arant képes a vizoldhato és a zsiroldhato antioxidans-
kapacitas, valamint specifikusan a szuperoxid-dizmutaz
enzim antioxidans-kapacitds meghatarozasara.

Elénye, hogy standardizalt kitekkel és nagyon kis
mintamennyiséggel (ul) dolgozik, mégis pontos mérést
tesz lehetové. Nem igényel bonyolult és idigényes
minta-el6készitést, valamint koltséghatékony, mivel
nincs sziikség draga vegyszerekre vagy enzimekre.
Nagyon nagy elénye — a tobbi modszerrel szemben—,
hogy egy ¢16 szervezetben is megtalalhat6 szabadgyo-
kot (szuperoxid anion gyokot) hasznal, €s biztositva
azt, hogy azok a vegyiiletek, amelyek a mérés soran
antioxidans tulajdonsagunak bizonyulnak, a szerve-
zetben is ki fogjak majd fejteni a hatasukat. A minta be-

¢és kiadagolasat, illetve a mérést és az adatrogzitést —
szamitogépes szoftver feliigyelete mellett — automati-
kusan végzi a muszer. Gyors félautomata modszer (a
mérési id6 1-3 perc), és a nem enzimatikus antioxi-
is képes (Popov és Lewin, 1996; Veres et al., 2008). A
mérési gorbék a 2. abran lathatoak.

ACW esetében, a kapott gorbe elso derivaltja altal
meghatarozott inflexios ponthoz hiizott érint6 x tengely
metszete adja meg a mintaban talalhaté antioxidansok
mennyiségét (Popov és Lewin, 1994).

ACL esetében a program mind a vak, mind a minta
mérési gorbe alatti teriiletét kiszamolja, integralja, és
a kettd kiilonbségébdl meghatarozza az adott minta
antioxidans-kapacitasat (Popov és Lewin, 1996).

2. dbra: Az ACW és az ACL modszer mérési gorbéje

Jel (V) (1)

100 1dé (S) (2) 150 200

Figure 2: The measuring curve of the ACW and ACL method
Signal (V)(1), Time (s)(2)

40

120 140 160

80 100
1dd (s) (2)
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ANYAG ES MODSZER

Vizsgalataink soran 12 darab, 2014-ben termesztett
meggyfajta antioxidans-kapacitasat hataroztuk meg 6t
kiilonboz6 modszerrel. A fajtak a Debreceni Egyetem
Pallagi Bemutatokertjébdl szarmaznak. A mintagyfijtés
junius ¢és julius kdzepe kdzott tortént az érés utolso sta-
diumaban. A betakaritott gytimolcsoket a laboratori-
umba torténd szallitas utan (-20 °C) fagyasztva tarol-
tuk. A méréseket minden esetben haromszori ismétlés-
sel végeztiik el, az eredmények kiértékelésénél a kapott
értékek atlagai szerepelnek, a szoras feltlintetésével.

Minta-el6készités antioxidans-kapacitids meghata-
rozasara

Az antioxidans aktivitas vizsgalatdhoz a mintakat
lefagyasztottuk, liofilizaltuk, poritottuk, majd a min-
tiink eppendorf csévekben. Az oldatok elkészitéséhez
a vizsgalat jellegének megfeleld oldoszert hasznaltuk
fel (FRAP — desztillalt viz, DPPH — metanol, ACW —
desztillalt viz, ACL — metanol). Az igy elokészitett min-
tat 5 percig 10 000 rpm-en ,,2-16 Sartorius” (Sigma) ti-
pusu laboratoriumi centrifugan centrifugaltuk. A méré-
sek elvégzéséhez az igy kapott feliiliszot hasznaltuk fel.

Vasredukalé képesség meghatarozasa FRAP mod-
szerrel

A FRAP értékek meghatarozasa Benzie és Strain
(1996) modszere alapjan tortént spektrofotometriasan
(A=593 nm). A mddszer azon alapszik, hogy a 2,4,6-tris-
(2-piridil)-s-triazin Fe(IlI)-al képzett komplexe anti-
oxidans jelenlétében redukalodik Fe(Il) vegyiilet kép-
z6désével. A reakcio kdvetkeztében a kiindulasi komp-
lex vegyiilet szine sargabol kékre valtozik.

A reagenshez el6szor el kell készitenlink az acetat
puffert (3,1 g natrium-acetat*3H,0, 16 ml ecetsav/1 dm?),
a FeClz-oldatot (54 mg FeCl;/10 ml DV) és a TPTZ-
oldatot (31,23 mg 2,4,6-tri (2-Piridil)-1,2,5-triazin
(TPTZ), 33,5 pl c.c. HCI/10 ml DV). Ezekbdl az olda-
tokbol mérjiik 6ssze a FRAP reagenst (25 ml Acetat
puffer, 2,5 ml FeClz-oldat, 2,5 ml TPTZ-oldat). A mé-
rés 593 nm-en folyik (Amersham Biosciences, Ultrospec
2100 pro, England).

H donor aktivitas meghatiarozas DPPH mdédszerrel

A DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), amely stabil
gyok képzésére alkalmas, jellemz6 aktivitast mutat
517 nm-en. A DPPH reakcioban az antioxidans mole-
kula H-atomok jelenlétében (melyet a vizsgalando H-
donor aktivitassal rendelkez6 vegyiiletek szolgaltat-
nak) kdnnyen protonalddik, mely folyamat eredmé-
nyeként az abszorbancia csdkken. Ha az antioxidansok
reagalnak a gyokkel, az eredetileg lila vegyiilet szinte-
lenné valik. Az oxidativ hatés er6sségét altalaban azzal
az antioxidans koncentracioval jellemzik, amely felezi

s

V4

hataroztuk meg (Hatano et al., 1988). A reagens 9%-os
metanolos DPPH oldat. A mérést 517 nm-en végezziik

(Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro, England),
az Osszeméréstol szamitva 30 perc elteltével (addig a
kémcsoveket s6tétben taroljuk).

Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas —
TEAC-Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

A Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas
moédszert Miller et al. (1993) dolgoztak ki, majd Stratil
et al. (2008) fejlesztették tovabb. A reakciéo az ABTS
(2,2’-azinodi-3-etilbenzotiazolin-6-szulfoninsav) oxi-
z6ld ABTS"-kation gydk képzddik. A mintaban megta-
lalhato antioxidansok a szabadgyokokkel reagalnak,
igy a szinintenzitas csdkken, és az oldat elszintelene-
dik. Ezt mérjiik spektrofotométeren, 734 nm-en.

A reagens készitéséhez 4,95 mmol/l kalium-per-
szulfat és 7 mmol/l ABTS 1:1 aranyt oldata sziikséges.
Osszemérés utén az oldatot 12 6rara sétét helyen kell
tarolni szobahémérsékleten, hogy kialakuljon a mérés-
hez sziikséges gyok. Az elkésziilt oldatot 10-szeresére
higitottuk desztillalt vizzel, pH-jat 7,7-re allitottuk. A
mérést spektofotométeren (Amersham Biosciences,
Ultrospec 2100 pro, England), az dsszeméréstdl sza-
mitva 20 perc elteltével kell elvégezni (addig a kém-
csoveket sotétben taroljuk).

Antioxidans kapacitas meghatarozasa kemilumino-
metrids médszerrel

A vizoldhat6 antioxidans aktivitas (Antioxidant
Capacity of Water-soluble, ACW) meghatarozasanal
az oldatkészitéshez desztillalt vizet, a zsiroldhato anti-
oxidans aktivitds mérésénél (Antioxidant Capacity of
Lipid-soluble, ACL) pedig metanolt hasznaltunk fel.
Az antioxidans kapacitas mérését Photochem® (Analytik
Jena AG, Germany) késziiléken, a megfelelé készen
vasarolhaté méro kitek alkalmazasaval végeztiik el.

ACW esetében, az eredményeket aszkorbinsav ek-
vivalencidban adtuk meg (Popov és Lewin, 1994), ACL
esetében pedig trolox ekvivalenciaban fejeztiik ki (Popov
¢és Lewin, 1996).

Antocianinok meghatirozasa pH differencialis méd-
szerrel

A vizsgalathoz két kiilonb6z6 pH-ju oldatot kell
elokésziteni egy pH 1,0-es puffert (KCl — HCI) és pH
4,5-6s puffert (Na-acetat — HCI). Az el6készitett mintak
mérése 530 és 700 nm-en (Amersham Biosciences,
Ultrospec 2100 pro, England) parhuzamosan zajlik
(Lee et al., 2005).

C-vitamin-meghatarozas

A mérés a C-vitamin redukal6 tulajdonsagan ala-
pul. A Fe(III) ionokbol ekvivalens mennyiségii Fe(II)
ionok keletkeznek, melyek az a,a’-dipiridil reagenssel
szines komplexet képeznek, igy a C-vitamin mennyi-
sége spektrofotométeren mérhetd.

A mintakbodl 5-5 g-ot kimértiink dorzsmozsarba és
az aszkorbinsav konzervalasara hozzaadtunk 1 ml ecet-
savat. Péppé dorzsoltiik, majd 100 ml-es mérélombik-
ba mostuk, és desztillalt vizzel jelig toltottiik. Az elké-
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szitett és Osszerazott oldatbol 50 ml-t kettds redds-
szlirén Erlenmeyer lombikba sziirtiink, majd az olda-
tokat 15 percig centrifugaltuk. A feliiliszokat ismét
szurtiik és igy tiszta, vilagos sarga oldatokat kaptunk.

Ezutan egy mér6lombikba a kdvetkezd oldatokat
mértiik ssze: 10 ml ecetsavas kivonatot, 10 ml desztil-
1alt vizet, 3 ml 10%-os foszforsavat (az oldat pH-ja 1,7
legyen), 2,5 ml a,a-dipiridil reagenst (1 g a,a-dipiridil
oldva 100 ml etanolban) és 1 ml FeCl; oldatot. Mind-
ezek mellett a méréshez el kell késziteni minden minta
sajat vakjat. A mintak ecetsavas kivonatabol 10 ml-t egy
masik mér6élombikba is belepipettazzuk, majd 10 ml
desztillalt vizet, 3 ml 10%-os foszforsavat (az oldat
pH-ja 1,7 legyen), és 1 ml FeCl; oldatot adunk hozza.
A lombikok tartalmat dsszeraztuk és 30 percig sotét-

ben allni hagytuk. 30 perc elteltével a lombikokat desz-
tillalt vizzel 100 ml-re kiegészitettiik és 6sszerazas utan
496 nm-en, Amersham Biosciences Ultraspec 2100 pro
tipusu spektrofotométeren mértiik (Kandra, 2006).

EREDMENYEK

Mivel a vizsgalatok célja a kiilonb6z6 antioxidans-
kapacitast mér6 modszerek &sszehasonlitasa volt, a
minta el6készitést — az Anyag és mddszer c. fejezetben
leirtak szerint — egységesitettiik.

Meghataroztuk a rendelkezésiinkre allo 12 meggy-
fajta antioxidans kapacitasat FRAP, DPPH, TEAC és
két kemiluminometrias modszerrel (2. tablazat).

2. tablazat
Zsiroldhato antioxidans kapacitas DPPH, TEAC és ACL médszerrel és az antocianinok koncentracioja
(friss tomegre vonatkoztatva)
. DPPH TEAC ACL Antocianinok
Minta neve(1)
(ng Trolox/mg)(2) (ng Trolox/mg)(3) (ug Trolox/mg)(4) (ug/mg)(5)
Achat 0,812+0,011 1,129+0,009 2,874+0,016 0,324+0,026
Cseng6di csokros 0,754+0,007 1,242+0,002 4,005+0,017 1,116+0,047
Debreceni bétermd 1,071+0,007 0,934+0,011 3,004+0,008 0,138+0,021
Erdi bétermé 1,353+0,005 0,877+0,003 2,410+0,017 0,157+0,011
Eva 1,109+0,017 0,778+0,011 2,728+0,073 0,152+0,011
Gerema 0,502+0,012 0,849+0,007 3,186+0,068 0,235+0,020
Jade 1,065+0,009 1,281+0,004 4,12140,168 0,120+0,007
Kantorjanosi 0,873+0,020 0,736+0,003 2,137+0,092 0,165+0,013
Petri 0,913+0,007 1,100£0,029 2,036+0,061 0,160+0,011
Pisa 1,111+0,017 1,316x0,014 4,343+0,107 0,278+0,013
Pyramis 1,474+0,006 1,084+0,034 3,811+0,076 0,349+0,014
Ujfehértéi fiirtos 1,554+0,006 1,909+0,019 4,390+0,085 0,153+0,012

Table 2: Lipid soluble antioxidant capacity by DPPH, TEAC and ACL methods and the Anthocyanin concentration (in fresh weight)

Name of sample(1), DPPH(2), TEAC(3), ACL(4), Athocyanins(5)

Az 0sszes antocianin tartalmat pH differencialis
madszerrel vald meghatarozasara, azért volt sziikség,
hogy egy referenciaértékkel rendelkezziink, melyhez a
kapott zsiroldékony antioxidans-kapacitas értéket vi-
szonyitani tudjuk, helyességiiket ellendrizni lehessen.
Azért pont ezt a paramétert valasztottuk ki, mert a
meggyfajtak magas koncentracioban tartalmaznak anto-
cianin szarmazékokat, ennek kovetkeztében ezek a ve-
gylletek a meggyfajtak antioxidans statuszanak kiala-
kitasaban is jelentds szerepet jatszanak.

A C-vitamin meghatarozasara a vizoldékony anti-
oxidansok esetében ugyanezért volt sziikség.

A 3. abran a vizoldékony antioxidans hatasu ve-
gyiiletek meghatarozasara szolgaldé modszerekkel mért
eredmények lathatoak, kiegészitve a C-vitamin tarta-
lommal. Megfigyelhetd, hogy nemcsak a fajtak kozott,
hanem a méré modszerek kozott is jelentdsek a kiilonb-
ségek.

A legmagasabb eredményeket az ACW modszerrel
mértiik, rendszerint a FRAP mddszerrel kapott érték
tobbszorosét. Sot, ez az eltérés az *Ujfehértoi fiirtos’
esetében majdnem 10-szeres. Lathato, hogy mind a két
modszerrel vissza tudtuk mérni a meggymintak C-vi-

tamin-tartalmat, mivel minkét méréssorozat értékei
meghaladjak az aszkorbinsavra kapott koncentraciokat.
Az is lathat6 azonban, hogy a FRAP modszer — az asz-
korbinsav koncentracion kiviil — a mintaban 1év6 anti-
oxidansok toredékét képes csak megmérni, mig az ACW
mddszer az antioxidans kapacitassal rendelkezo vegyii-
letek joval nagyobb hanyadat képes meghatarozni.

A mérési eredmények itt is azt mutatjak, hogy nem-
csak a fajtak kozott, hanem a zsiroldékony antioxidans
hatast vegytileteket méré modszerek kozott is jelen-
tdsek a kiilonbségek, és ebben az dsszehasonlitasban
szintén a fotokemilumineszcencian alapulé mddszer —
jelen esetben ACL — eredményei bizonyultak a legma-
gasabbaknak.

Erdekes, hogy a ’Gerema’ fajta, amely a vizoldé-
kony antioxidans-kapacitas értékek tekintetében a ki-
emelkedd fajtak kozott volt, zsiroldékony antioxidans
hatasu vegytiletekben mar nem olyan gazdag, ellenben
az *Ujfehértoi fiirtossel’, ami mindkét dsszehasonli-
tasban élen jaro fajta.

Azt is megfigyelhettiik, hogy ezekben az esetekben
a fajtak kozotti kiilonbségek a vizoldékony modsze-
rekre kapott eredményekhez képest kisebbek voltak.

110



NemesA et al.2:Layout 1 2/17/15 12:31 PM Page 7

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2015/63.

3. abra: Vizoldékony antioxidans kapacitis FRAP és ACW modszerrel és a C-vitamin tartalom
(f. t.~friss tomegre vonatkoztatva)

2,5

= FRAP

Koncentracié pg As/mg (1)

HACW

C-vitamin (3)

Meggyfajtak (2)
Figure 3: Water soluble antioxidant capacity by FRAP and ACW methods and the Vitamin C concentration ( in fresh weight)
Concentration (1) Sour cherry varieties (2), FRAP (3), ACW (4), Vitamin C (5)

KOVETKEZTETESEK

Az ACL technika a legalkalmasabb az antioxidan-
sok meghatarozasara, mivel el6fordult, hogy egy adott
modszer — jelen esetben a DPPH moédszer — az anto-
cianin koncentracionak megfelel6 antioxidans-kapaci-
tast sem volt képes meghatarozni (’Csengddi csokros’).
ATEAC esetében is csak minimalisan mértiink nagyobb
antioxidans koncentraciot, mint az antocianinokra meg-
hatéarozott érték, pedig tudjuk, hogy a meggyben — az

antocianinokon tul — szamos mas antioxidans-kapaci-
tassal rendelkez6 vegyiilet talalhaté.

A mérési eredmények alapjan megallapithato, hogy
a kemilumineszcencias modszerekkel meghatarozott
eredmények pontosabb és valdsabb eredményeket szol-
galtatnak, mint a masik harom modszer. Ennek a mod-
szernek, valamint a preciz, nagy tisztasagl és hatékony
minta-el6készitésnek koszonhetden jol reprodukalhato,
¢és alkalmas a kiilonbo6z0 fajok és fajtak 6sszehasonli-
tasara is.
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