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Célok

* A DPPH gyok megkotesen alapuldo modszer ismertetése.

* Kilonbozd gytimolestélek antiradikal aktivitasanak (ARA)
meghatarozasa €s kiértékelése.

* Kilonféle voros €s nem voros szinll gyimolesok antiradikal
aktivitasanak (ARA) meérése a DPPH gyokbefogd modszer két
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 M¢érni a DPPH reakciokeverékek abszorbanciajanak
csokkenéset — kinetikat.

* Meghatarozni a voros €s nem voros szinlt gyimolcsok C-
vitamin tartalmat, majd 0sszevetni az ARA ¢ertekeivel.



Szabadgyokok — radikalok

e A kémiai kotés homolitikus hasadasa.
e Parositatlan elektron.

* Sejtkarositas.

A missing electron creates

a“Free Radical’, highly reactive
- ‘;k

1. abra: Az oxigén gyok
atomszerkezete
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Antioxidansok

* Védekezes.
* Sejtek oxidaciojanak megakadalyozasa.
* Antioxidansok mechanizmusa.

Paratlan elektron
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2. abra: Az antioxidansok mechanizmusa



Antioxidans vegyiiletek és
felosztasuk
ENZIMATIKUS

* Primér antioxidansok:

szuperoxid-dizmutaz,

katalaz,

glutation- peroxidaz.

Szekunder antioxidansok:

glutation-reduktaz,

glikoz-6-foszfatdehidrogenaz.



Antioxidans vegyiiletek és

felosztasuk
NEM ENZIMATIKUS
* Kofaktorok — koenzim Q1o HO
» Asvanyi anyagok — Se, Zn HO e o)
« Vitamimnok - A, C,E, K \/\;:f
* Karotinoidok - likopin HO OH
* Flavonoidok — antocianok 3.4abra: Aszkorbinsav (C-vitamin)

Fenolsavak - hidroxi-fah¢jsavak

4. abra: Karotinoid (likopin)



Mérési modszerek

HAT — hidrogénatom-atviteli modszerek

- Szabadgyok hatastalanitasa H-atom hozzaadasaval.

- ORAC

- LPIC

- TRAP

- 10C

- Crocin feheritd nitrogén-monoxid gyok gatld aktivitas
- ABTS



Mérési modszerek

SET — egyszeres elektronatviteli modszerek

- Szinvaltozas mértékének - abszorbancia - mérése.

- Spektrofotometrias modszerek.

- TEAC

- FRAP

- CUPRAC
- F-C

- DPPH



DPPH - modszer
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5. abra: a DPPH gyokon alapuld modszer
fényabszorpcios fliggveénye (pelda)



Felmeriulo kérdeések

- Végbe megy- e az 0sszes reakcid a 30 perces méresi
1ddtartomanyban? — kinetika

- Ha 30 perc elteltével a mért ertéket (430) nem a minta kezdeti
abszorbancidjahoz (4e) viszonyitom, hanem egy vakprobahoz
(Aos)) , ugyanazt az eredmeényt kapjuk?

- A vOros — lila novényi szinanyagok szignifikansan
befolyasoljak az mért eredményeket?

- Milyen szoros az 0sszefliggés az ARA ¢ertékek ¢s a beltartalmi
anyagok kozt?



A Kutatas objektumai

« Kiilonféle gyiimélcsfajok Komarom és Ersektijvar
kornyekérol.

* Tudatos objektum valasztas

* Sz¢les skala - szintelen ¢€s szines gytiimolcsok

Peéldak:

fehér asztali sz010 — fehér eper — malna — fekete afonya



Az analizisek folyamata



A kutatas soran alkalmazott
modszerek

* Az antiradikal aktivitas (ARA) meghatarozasa DPPH
modszerrel:

a) Az eredmény viszonyitdsa a minta kezdeti abszorbanciajahoz.
b) A reakciok kinetikajanak merése.

c) Az eredmeny viszonyitasa egy vakprobahoz.

* Az L-aszkorbinsav meghatarozasa HPLC modszerrel.



Extrakcio - ARA

1. 1épés — Atlagminta készitése

6. abra: Az atlagminta készitése




2. 1épés — Homogenizalas

7. abra: A homogenizalas
folyamata




3.1¢pés — extrahalas

8. abra: Az extrahalasra hasznalt 9. 4bra: Az extrahalt mintik
razogep



4. lépes — az extraktumok leszurése

i - )

10. abra: Az extraktumok szurése



A meghatarozas menete

* Az eredmény viszonyitasa a minta kezdeti abszorbancidjahoz.
* Kiivettas modszer — 4 ml Urtartalmu

1.1épés — a sziirletbol kipipettazunk 0,067 ml mennyiséget

11.abra: A sziirlet pipettdzasa



2.1épés - Hozzdadunk 2,667ml 25mg/l DPPH oldatot

3.1épés — Mérjiik az abszorbanciot To,1 idopontban (To + késés),
512 nm hullamhosszon majd megismeételjiik a 2., 4., 6., 8., 10.,
15.,20.,25. ¢s 30. percben.

12. abra: A mérend6 minta
¢s a hasznalt spektrofotométer




* Az eredmeény viszonyitasa egy vakprobahoz
* Kémcsoves moddszer — 6 ml Grtartalmu
1.1¢pés - A sziirletbdl pipettazunk 0,1- 0,2ml-t
2. 1épés - Hozzaadunk 4ml 25mg/1 DPPH oldatot.

13. abra: A mérendo
mintak elokészitése



3.1épes — 30 perc elteltével mérjiik az abszorbanciot

14.abra: A méréshez hasznalt spektrofotométer €s automata pipettak



Extrakcio — L-aszkorbinsav

Az extrakcio elsd két Iépése megegyezik az ARA extrakcios
1épésetrvel.

3.1epés — A mintahoz 50 ml 2%-o0s oxalsavat adunk ultrahangos
flirdObe tessziik.

15.abra:
A mintak az
ultrahangon




4.1épés — Ezutan a minta tisztitasara az oldathoz adagolunk 1 ml
Carrez I €¢s 1 ml Carrez II oldatot, majd 6sszekeverjiik.

16.abra: A minta tisztitasara hasznalt oldatok



5.1¢pés — Az oldatokat lesziirjiik

17.4bra: A mintak sziirése 18.abra: A kapott sziirletek



A meghatarozas menete
* A kapott szlirleteket HPLC analizishez hasznaljuk

19.abra: A méréshez hasznalt HPLC



Eredmenyek



Fekete ribizli 1294
Meggy 780
Fekete eper 712
— Homoktovis 706
Josta 602
Az analizalt gyumolcsok Malna 493
antioxidans aktivitasanak R des i 86
“ Citrom 485
kié l‘tékelés C Piros ribizli 340
Piros csemege sz016 178
Banan 174
Fehér csemege sz616 166
Voros egres 141
Nyari alma 134
Ko6zonséges flige 131
Z7061d egres 122
Vérszilva 121
Voros ringloszilva 108
Sarga ringloszilva 56
Fehér eper 56
Kajszibarack 31
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A reakciok Kinetikajanak meéreése
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20. abra: A DPPH reakciokeverek abszorbancidjanak csokkenése

a gyiimolcs kivonatokban



Ag [0/ g]

A modszer két modifikaciojaval mért eredmények osszevetése
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21. abra: A vakminta abszorbanciaértck (A,) alapjan meghatarozott ARA-
ertckek grafikus ertékelése €s az egyes DPPH-reakcidelegyek ¢és a mintak
kezdeti abszorbanciaja alapjan meghatarozott ARA-¢rtékek Osszehasonlitdsa

(Ay)



Az ARA és az L.-aszkorbinsav osszevetése
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22.abra: Az ARA érték fliggése az Osszes elemzett mintan az L-
aszkorbinsav (AA) tartalomtol
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23. abra: Az ARA értek fliggése az L-aszkorbinsav (AA)
tartalomtol voros noveényi szinanyagot tartalmazo mintak esetében
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24. abra: Az ARA-¢rték fiiggese az L-aszkorbinsav (AA) — tartalomtol a
vOros noveényi szinanyagot nem tartalmazo, szintelen kivonatok esetén



Konkluazio

* Az analizalt gyimolcsok kozil a fekete ribizli, a meggy, a
fekete eper, a homoktovis €s a josta mutatott kiemelkedden
nagy antioxidans aktivitast.
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szignifikans kiilonbséget. Mind a ket modszer modifikacio
egyarant alkalmazhato a gyakorlatban.

* A voros — lila szinanyagok nem befolyasoljak szignifikansan
az eredmenyeket.

* Az ARA az L-aszkorbinsavval magas korrelaciot mutat.
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Koszonjiik a figyelmet!



