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Changes in the lipid composition and bioactive
compounds of walnut (Juglans regia) under different
storage conditions: implications for future research on
polycystic ovary syndrome (PCOS)
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Abstract - Juglans regia L., commonly known as walnut and belonging to the Juglandaceae family, is one of
the major plant sources rich in polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and may have medicinal potential. To utilise
walnuts as a functional food, it is essential to investigate the changes that occur in their chemical composition
under different storage conditions. The aim of the present study was to evaluate the lipid profile, total phe-
nolic content (TPC), antioxidant capacity, and phytosterol content of Juglans regia walnut samples obtained
from different harvest years and stored under various conditions. Samples were examined in both in-shell
whole-walnut (WW) and shelled walnut-kernel (WK) forms. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
analysis revealed that the fatty acid profile of the walnut samples was characterised by a predominance of
linoleic acid. Our results showed that neither storage form nor harvest year caused substantial changes in fatty
acid composition. Walnuts harvested in 2024 exhibited a higher total phenolic content than samples collected
during the 2025 harvest; in the case of Tree 2, the 2024 WW samples had a significantly higher total phenolic
content than the corresponding WK samples. A decrease in total phenolic content was observed in the 2025
samples stored in kernel form. No significant differences were detected in antioxidant activity, although the
2025 samples showed slightly lower values. Although no marked qualitative differences were observed in lipid
composition, the thin-layer chromatographic profile suggested the presence of phytosterols. Overall, our find-
ings indicate that the lipid composition of walnuts remained relatively stable under the investigated storage
conditions, whereas the effects of storage form and harvest year were evident for certain bioactive constitu-
ents. Further studies are required to confirm the clinical relevance of the observed associations.
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polyunsaturated fatty acids (PUFAs) present in walnuts
may contribute to the maintenance of cardiovascular,
metabolic, reproductive, and neurological homeostasis
[3,4]. The predominant fatty acid is linoleic acid (C18:2,
n-6), which accounts for approximately 50-73% of the
total fatty acid composition [5-7]. The principal omega-3
fatty acid, a-linolenic acid (ALA; C18:3, n-3), represents
12-18% of the total fatty acid content [5]. This rich lipid
composition makes walnuts particularly susceptible to
oxidative deterioration [2,5,8]. Therefore, the bioactive
compounds present in walnuts, together with their anti-
oxidant capacity, are essential for preserving walnut qual-
ity by mitigating oxidative processes [1,9,10]. Following
mechanical cracking and the removal of the pellicle and
internal septum, the natural barriers against oxidation
are lost [8,11], further emphasising the importance of
these bioactive constituents.

Flavonoids constitute a key group of polyphenols char-
acterised by an aromatic ring structure. They inhibit lipid
oxidation, activate antioxidant enzymes, and suppress the
activity of oxidative enzymes [1]. The flavonoid content
of walnuts is influenced by environmental factors, includ-
ing temperature, oxygen exposure [1], and storage dura-
tion [8]. Their concentrations generally decrease during
storage, most likely owing to the activity of polyphenol
oxidase (PPO). Walnuts also contain substantial amounts
of phenolic acids, flavonols, and flavanols. These com-
pounds contribute to the antioxidant and anti-inflamma-
tory properties of walnuts, thereby enhancing their bio-
logical value [1,5]. The total phenolic content of walnut
oil and walnut press cake is commonly expressed as gallic
acid equivalents (GAE), which represent a widely used
reference unit for the quantitative determination of phe-
nolic compounds [1,9].

The tocopherol content of walnuts also plays an
important role in protecting the kernels. Juglans regia
contains considerable amounts of y-tocopherol, which
enhances the antioxidant activity of the oil and prolongs
its shelf life [2]. Among the tocopherol isoforms, a-to-
copherol is the most reactive and least stable. It has been
proposed that this isoform is mobilised first to inhibit
oxidative processes [5].

The phytosterol content of walnuts represents an
additional advantage associated with the consumption of
oilseeds. Phytosterols have a structure similar to that of
cholesterol and compete with dietary cholesterol during
intestinal absorption, thereby potentially reducing
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) concentra-
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tions. B-Sitosterol, A5-avenosterol, and campesterol are
the main phytosterols present in walnuts. Their concen-
trations may decrease during heat treatment and oxida-
tive deterioration [2].

Through their anti-inflammatory and metabolic reg-
ulatory effects, PUFAs may contribute to the manage-
ment of menstrual disorders and insulin resistance [12-
14]. ALA is present in walnuts in significant amounts;
however, further clinical studies are needed to confirm
whether walnuts can be used as a functional food in the
management of reproductive and menstrual disorders
[12,13,15]. Chronic inflammation and oxidative stress
may mutually potentiate each other in metabolic and
reproductive disorders. Reactive oxygen species (ROS)
may promote lipid peroxidation and adversely affect
steroidogenesis [16]. Therefore, increasing attention has
been directed towards the role of dietary antioxidants
and polyunsaturated fatty acids [12,14].

The aim of the present study was to compare the
lipid profile, total phenolic content, antioxidant capac-
ity, and phytosterol content of Juglans regia samples
obtained from different harvest years and stored under
varying conditions. We hypothesised that walnuts stored
for longer periods or in shelled form would exhibit less
favourable oxidative and bioactive parameters. As the
bioactive compounds of walnuts may potentially contrib-
ute to the support of reproductive and metabolic health,
investigating their use as a functional food may also be
relevant in the context of menstrual disorders, including
amenorrhoea associated with polycystic ovary syndrome
(PCOS), also referred to in newer terminology as poly-
endocrine metabolic ovarian syndrome (PMOS). To
address this issue, it is first important to understand how
the lipid composition and bioactive profile of walnuts are
influenced by different factors.

Materials and Methods

Sample Collection and Storage

Walnut samples (Juglans regia L.) were collected from
two individual trees (Tree 1 and Tree 2) located in the vil-
lage of Badeni, Harghita County, Romania (46°13.04.0 N,
25°20.51.0. E). The identification codes assigned to the
samples, together with the harvest year and storage con-
ditions, are summarised in Table 1. Voucher specimens
were deposited at the Department of Pharmacognosy
and Phytotherapy, George Emil Palade University of
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Table 1. Identification of walnut samples according to harvest year, tree origin, and storage conditions

Sample Code Tree Harvest year Storage form
Sample 1 AS/0109/2024 1 2024 Ww
Sample 2 AS/0109/2024 1 2024 WwWw
Sample 3 AS/0209/2024 2 2024 WWwW
Sample 4 AS/0209/2024 2 2024 wWw
Sample 5 AS/0109/2024 1 2024 WK
Sample 6 AS/0109/2024 1 2024 WK
Sample 7 AS/0209/2024 2 2024 WK
Sample 8 AS/0209/2024 2 2024 WK
Sample 9 AS/0110/2025 1 2025 WK
Sample 10 AS/0210/2025 2 2025 WK

WW - whole walnut; WK - walnut kernel

Medicine, Pharmacy, Science and Technology of Targu
Mures, Romania. Samples were obtained from two har-
vest years, namely 2024 and 2025.

The WW samples originating from the 2024 harvest
were stored at room temperature for approximately one
year. In June 2025, a portion of these walnuts was man-
ually cracked, and the resulting WK samples were stored
for an additional four months until analysis. Walnuts
harvested in 2025 were analysed shortly after cracking
and exclusively in WK form. All samples were stored in
paper bags at room temperature (22-23 °C).

Walnuts were manually cracked using a conventional
mechanical method to preserve kernel integrity. Before
oil extraction, the kernels were ground using a labora-
tory mill. Grinding was performed immediately before
oil extraction to minimise oxidative changes. For each
extraction, 20 g of ground sample was weighed (+£0.008
g). Samples were analysed in biological duplicate.
However, in the case of two walnut samples from the
2025 harvest, the first set of samples had to be excluded
from the analyses because of insufficient drying; there-
fore, only samples obtained from the second set were
processed. Data for the excluded samples are not shown
in Table 1.

Reagents and Reference Standards

Petroleum ether used for the extraction procedure was
obtained from Chimreactiv SRL (Romania), while eth-
anol (96%) was purchased from SC ELI CHEMTRADE
SRL (Romania). HPLC-grade methanol used for the
different separation procedures was supplied by Fisher
Scientific (Loughborough, United Kingdom), whereas
n-hexane (HPLC grade), sodium hydroxide (299%), and

Folin-Ciocalteu reagent were obtained from Carl Roth
GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Germany). Gallic acid,
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), phosphomolyb-
dic acid, rhodamine B, and HPLC-grade toluene were
purchased from Sigma-Aldrich (Germany). Anhydrous
sodium carbonate was supplied by Labkem (Barcelona,
Spain), dichloromethane by Honeywell Riedel-de Haén
GmbH (Germany), petroleum ether and diethyl ether
by Merck (Darmstadt, Germany), glacial acetic acid by
Silal Trading SRL (Romania), and acetone by SC Mobil
Dacami Impex SRL (Romania).

Reference standards of a-tocopherol, a-linolenic acid,
linoleic acid, and palmitic acid used for the gas chromato-
graphic analyses were obtained from MedChemExpress
(USA).

Oil Extraction

Oil extraction was performed using a Soxhlet appara-
tus according to the protocol described by Wang et al.
[17]. Petroleum ether was used as the extraction solvent
at 76 °C for 4 h, with a solid-to-solvent ratio of 1:7 (20
g of sample to 140 mL of solvent). After extraction, the
solvent was removed using a rotary vacuum evaporator
(Janke & Kunkel IKA Labortechnik RV 05-ST). Oil con-
tent was calculated as follows:

Oil content (%) = (mass of extracted oil / mass of ini-
tial dry kernel) x 100

The extracted oils were stored at 4°C until further
analysis. The remaining defatted walnut press cake was
removed from the extraction thimble, dried, and stored
at 4°C until further analysis.
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Determination of the Fatty Acid Composition of Walnut
Oil

The lipid composition of walnut oil was analysed after the
preparation of fatty acid methyl esters (FAMEs) accord-
ing to the AOCS method of the American Oil Chemists’
Society [18]. Briefly, 100 mg of walnut oil was dissolved
in 2 mL of n-hexane and homogenised with 0.2 mL of 2
M methanolic NaOH solution for 60 s, followed by incu-
bation at room temperature for 20 min. The resulting
samples were analysed after 100-fold dilution.

Chromatographic separation was performed on an
HP-5MS UTI capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25
um) using an Agilent 7890B gas chromatograph coupled
to an Agilent 5977A MSD mass spectrometer, according
to the modified method of Masoodi [19]. Helium was
used as the carrier gas at a flow rate of 1 mL/min. Samples
were injected in splitless mode, with an injection volume
of 1 pL and an injector temperature of 250 °C. The oven
temperature programme was initiated at 60 °C and main-
tained for 1 min, followed by an increase at a rate of 10
°C/min to 250 °C, where it was held for 5 min. The mass
spectrometer was operated in electron ionisation (EI)
mode at an ionisation energy of 70 eV. The temperatures
of the ion source and quadrupole were set at 230 °C and
150 °C, respectively. Mass spectra were acquired over the
m/z range of 40-500.

Fatty acid methyl esters (FAMEs) were identified by
comparing the acquired mass spectra with reference
spectra from the NIST 14 and MPW 5e libraries. The rel-
ative proportions of fatty acids in the analysed samples
were estimated using the peak area percentage method.
In this approach, the cumulative area of all detected
peaks was considered to represent 100%, and the area of
the peak corresponding to the compound of interest was
expressed as a percentage of the total peak area.

Determination of Free Fatty Acids And Volatile Compounds
The GC-MS method described above was used to iden-
tify free fatty acids and volatile compounds present in
walnut oil and in the residual press cake obtained after
oil extraction. For this purpose, 0.050 g of walnut oil was
dissolved in 1 mL of n-hexane and subsequently sub-
jected to a further tenfold dilution. No additional dilu-
tion was applied to the ethanolic extracts of walnut press
cake. Compound identification was based on retention
time (Rt) and mass spectra using the NIST mass spectral
database; only compounds with a match quality above 85
were considered.
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Determination of the Antioxidant Activity of Walnut Oil
by the DPPH Assay
The free radical scavenging capacity of walnut oil samples
was evaluated using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) assay, applying a method adapted for fatty oils [2].
A 1 mM DPPH stock solution was prepared in toluene. The
working solution (0.1 mM) was subsequently obtained by
tenfold dilution with toluene. Fatty oil samples (0.100 g +
0.003 g) were dissolved in 1 mL of toluene and mixed for
30 s using a Tube Revolver (Thermo Scientific, USA) to
ensure homogenisation. Subsequently, 2900 uL of 0.1 mM
DPPH reagent solution was added. The reaction mixtures
were incubated in the dark at room temperature for 30
min, after which absorbance was measured at 517 nm.
Negative controls were prepared for each analytical
series by replacing the oil sample with toluene. Radical
scavenging activity (%RSA) was calculated separately for
each series according to the following equation:

%RSA = [(Acontrol - Asample) /Acontrol] x 100

where A .01 the absorbance of the negative control
and A is the absorbance of the tested oil sample.

Determination of the Antioxidant Activity of Walnut Press
Cake by the DPPH Assay

The antioxidant activity of ethanolic extracts obtained
from walnut press cake was determined using the DPPH
assay [1], with a methanolic DPPH solution. For the mea-
surement, 1500 uL of 0.1 mM DPPH solution was added
to 100 pL of ethanolic extract. Following incubation for
15 min at room temperature in the dark, absorbance was
measured at 517 nm using a UV/Vis spectrophotometer.
The absorbance of the DPPH solution served as the con-
trol. Antioxidant activity was expressed as the percentage
of DPPH scavenging activity and calculated according to
the following equation:

%Inhibition = [(Acontrol - Asample) /Acontrol] x 100

where A, is the absorbance of the DPPH solution
and Agp is the absorbance of the reaction mixture con-
taining the extract.

Determination of the Total Phenolic Content (TPC) of
Walnut Press Cake

The total phenolic content of defatted walnut press cake
was determined using the Folin-Ciocalteu method [20].
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Briefly, 0.2 g of defatted walnut press cake was extracted
with 10 mL of ethanol in an ultrasonic bath for 15 min.
Following centrifugation, the residue was re-extracted
under the same conditions. The combined supernatants
were used for the analysis. An aliquot of 40 uL of extract
was mixed with 3.16 mL of distilled water and 200 pL of
Folin-Ciocalteu reagent. After 30 s of mixing and 8 min
of incubation, 600 pL of 20% sodium carbonate solution
was added. The samples were incubated in the dark at
room temperature for 2 h. Absorbance was measured at
765 nm using a UV/Vis spectrophotometer (JK-UVS-752
N). Total phenolic content was expressed as gallic acid
equivalents using a gallic acid reference solution.

The calibration curve was established using gallic
acid standard solutions within a concentration range of
50-400 mg/L. Polyphenol concentrations were calculated
from the regression equation (x = [y + 0.0194] / 0.0012,
R? = 0.9955) and expressed as milligrams of gallic acid
equivalents per gram of dry weight (mg GAE/g DW).

mg GAE/g=(CxV)/m

where C is the concentration obtained from the cali-
bration curve (mg/L), V is the extraction volume (0.02 L),
and m is the sample mass.

Thin-Layer Chromatography (TLC) Analysis of Walnut
Oils

Thin-layer chromatography (TLC) was employed for the
qualitative evaluation of the lipid composition of walnut
oil samples, according to the European Pharmacopoeia
(Ph. Eur.), 11th edition [21]. Prior to application, 20 mg
of each oil sample was dissolved in 1-1.5 mL of dichloro-
methane. Olive oil, B-sitosterol, and stigmasterol refer-
ence standards (20 mg/mL in dichloromethane) were
used for comparison.

Chromatographic separations were performed on nor-
mal-phase silica gel plates (ALUGRAM® SIL G/UV254,
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany)
and reversed-phase plates (RP-18, F254S, 0.25 mm,
Merck, Darmstadt, Germany). For normal-phase sepa-
rations, petroleum ether and a petroleum ether-diethyl
ether-glacial acetic acid mixture (23.5:5:1.5, v/v/v) were
used as mobile phases. Reversed-phase plates were devel-
oped using a dichloromethane-glacial acetic acid-acetone
mixture (20:40:50, v/v/v).

After development, the plates were air-dried, and the
separated components were visualised either by phos-

phomolybdic acid derivatisation followed by heating
at 120 °C for 3 min, or by rhodamine B staining and
observation under UV light at 365 nm (Vilber Lourmat,
Marne-la-Vallée, France). Lipid components were identi-
fied based on their chromatographic behaviour (Rf val-
ues) and comparison with reference oils and phytosterol
standards.

Statistical Analysis

Results are presented as mean + standard deviation
(SD). Statistical differences between groups were eval-
uated using Welch’s two-sample t-test implemented in
Microsoft Excel. Differences were considered statistically
significant at p < 0.05.

For statistical analysis of the fatty acid profile, non-de-
tectable (n.d.) values were replaced with the correspond-
ing values obtained from the biological duplicate, except
in cases where the component was not detected in either
replicate.

Results

Oil Yield

Among the samples collected in 2024, those originating
from Tree 2 showed a lower oil content than those from
Tree 1 in both the WW and WK groups; however, these
differences were not statistically significant (p = 0.08 and
p = 0.07, respectively). Among the WK samples, a sta-
tistically significant difference was observed for Tree 2
between the 2024 and 2025 harvest years (p < 0.001), as
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Figure 1. Oil content (%) of walnut samples originating
from different trees, grouped according to harvest
year and storage form. Values are expressed as mean

+ standard deviation (SD). WW - whole walnut; WK -
walnut kernel. ***p < 0.001
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Table 2. Effect of storage conditions on the fatty acid composition of walnut oil. Results are expressed as mean +

standard deviation.

Fatty acid (%) %024 WW - 2024 WW - 2024 WK - Tree 2024 WK - Tree 2025 WK - Tree 2025 WK - Tree
ree 1 Tree 2 1 2 1 2

C16:0 13.34 +0.31 14.05 +0.03 13.58 + 0.31 1527 + 1.11 14.90 + 0.00 15.90 + 0.00
C18:0 5.31 £ 0.04 5.06 £ 0.02 4.87 £0.03 5.28 £0.24 5.32 £ 0.00 5.25+0.00
C18:1 11.42 £ 0.00 17.24 = 2.09 17.92 £ 0.00 8.56 = 0.00 15.99 = 0.00 15.12 £ 0.00
C18:2 55.85+0.93 56.81 £ 1.96 55.13+£1.23 56.57 £ 1.34 57.94 £ 0.00 57.62 £ 0.00
C18:3 13.01 £ 5.67 n.d. 19.20 £ 0.00 11.63 £ 5.85 n.d. n.d.
C20:1 0.62 £ 0.07 0.54 +£0.07 0.59 +0.03 0.62 +0.08 0.63 +0.00 0.61 + 0.00
SFA 18.65 £ 0.27 19.10 = 0.00 18.45+0.28 20.54 £ 1.34 20.22 £ 0.00 21.15+0.00
MUFA 12.04 £ 0.07 17.77 £ 2.01 18.51 £0.03 9.18 £ 0.08 16.62 + 0.00 15.73 £0.00
PUFA 68.85+4.74 56.81 £ 1.96 74.33 £1.23 68.19 £ 7.18 57.94 £ 0.00 57.62 £ 0.00

shown in Figure 1. The difference in oil content between
the WK samples from the two harvest years was 10.37%.

Fatty Acid Composition of Walnut Oils

The lipid composition of the walnut oil samples analysed
by GC-MS was dominated primarily by polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) (Table 2). Linoleic acid (C18:2) was
present in the highest proportion, followed by palmitic
acid (C16:0) and stearic acid (C18:0). a-Linolenic acid
(C18:3) was present in substantial amounts in several
samples; however, using the predefined identification
criterion of Qual >85, it was not detectable in some sam-
ples. A similar pattern was observed for C18:1 fatty acids;
however, during statistical processing, missing values
were replaced with the corresponding values measured
in the biological duplicate. Eicosenoic acid (C20:1) was
present only in small amounts in all samples.

When the fatty acid profiles of the samples were com-
pared, no statistically significant differences were found
for most of the analysed components. However, a signifi-
cant difference was observed in the proportion of stearic
acid (C18:0) between the 2024 WW samples from the two
examined trees (p = 0.046), as well as between the WW
and WK samples from Tree 1 collected in the same year

(p = 0.016). The remaining statistically significant results
were obtained from comparisons in which non-detected
values had been replaced during data processing.

Tocopherols and Other Bioactive Components
GC-MS analysis revealed the presence of several fat-sol-
uble bioactive compounds in the walnut oil samples. The
consistently detected components are shown in Table 3.
y-Tocopherol was identifiable in all analysed samples,
whereas squalene was detected in five of the ten examined
samples. 2,4-Di-tert-butylphenol was also detected in all
samples. However, because the origin of this compound
could not be clearly established in the present study;, its
biological significance was not interpreted.

Volatile Components and Free Fatty Acids in Untreated
Walnut Oil and Walnut Press Cake Samples

In the walnut oil samples diluted with hexane, only
D-limonene could be clearly identified; this volatile com-
ponent was present in all samples.

Six aroma compounds were identified in the ethanolic
extracts of walnut press cake (Table4). The most frequently
occurring components were 5-methyl-3-heptanol and
D-limonene. 3-Octanone was detectable in only two

Table 3. Occurence of y-tocopherol and squalene identified in walnut oil samples

aT:flotﬁ};z‘t’llj e RT (min) 2024WW - 2024WW- 2024 WK-  2024WK-  2025WK- 2025 WK-
Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2
compounds
Squalene 26.658 + + + - - -
y-Tocopherol ~ 28.334 + + + + + +
RT - retention time; “+” = present; “+” = present in one of the duplicate samples; “-” = not detected.
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Table 4. Changes in the volatile components of walnut samples according to storage conditions

Sample groups RT (min) Volatile 2024 WW 2024 WW 2024 WK - 2024 WK- 2025 WK- 2025WK-
compound - Tree 1 - Tree 2 Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2
Walnut oil samples  5.427 D-limonene  + + + + + +
diluted in n-hexane
Ethanolic extracts ~ 4.351 3-Octanone  * - - - - +
of defattli:d walnut 4.427 3-Heptanol, + + + + +
press cake 5-methyl-
5.456 D-limonene  + + + + + +
5.522 0-Cymene - + - -
5.622 Eucalyptol - + + * + -
5.972 y-Terpinene - - + -
7.267 Camphor - + - + -

samples, whereas o-cymene, eucalyptol, y-terpinene, and
camphor were present only in selected samples.

In addition to aroma compounds, small amounts of
free fatty acids were also identified in the walnut press
cake samples, primarily in the form of linoleic acid
(C18:2) and palmitic acid (C16:0).

Antioxidant Activity of Walnut Oil

The free radical scavenging activity of the walnut oil
samples was determined using the DPPH assay, and the
results were expressed as percentage inhibition.

The DPPH free radical scavenging activity of the
walnut oil samples ranged from 10.00 + 0.91% to 19.36
+ 10.31%. The mean inhibition values of the 2024 WW
and WK samples were 17.75 + 9.43% and 19.36 + 10.31%,
respectively, whereas the 2025 WK samples showed lower
mean activity (10.00 + 0.91%). However, the differences
between groups were not statistically significant with
respect to either storage form (p = 0.848) or harvest
year (p = 0.214). No significant difference was observed
between the two examined trees (p = 0.980). Considerable
variability was observed among the samples, particularly
in the 2024 sample groups.

Antioxidant Activity of Walnut Press Cake

The antioxidant activity of the ethanolic extracts of wal-
nut press cake was determined using the DPPH assay
and expressed as the percentage of DPPH inhibition.
Antioxidant activity ranged from 70.26 + 1.82% to 90.59
£ 1.06% in the analysed samples. Statistical comparison
showed no significant difference between the 2024 WW
and WK samples or between the 2024 and 2025 WK sam-

ples. No statistically significant difference in antioxidant
activity was observed between the two examined trees.
The results are shown in Figure 2.

Total Phenolic Content in Walnut Press Cake

The total phenolic content (TPC) of the walnut press
cake samples was determined using the Folin-Ciocalteu
method, and the results were expressed as mg gallic acid
equivalents per gram of dry weight (mg GAE/g DW).
Based on individual measurements, TPC values ranged
from 6.28 to 62.28 mg GAE/g DW (Figure 3).

Statistical analysis revealed a significant difference
between the WW and WK samples from the 2024 har-
vest, particularly in walnuts originating from Tree 2 (p =
0.008). The lowest TPC values were obtained for the 2025
WK samples (6.28 + 1.2 mg GAE/g). Although a decrease
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Figure 2. DPPH free radical scavenging activity (%)
of ethanolic extracts of walnut press cake. Values are
expressed as mean + standard deviation (SD). WW -
whole walnut; WK - walnut kernel
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Figure 3. Total phenolic content of walnut press cake
(mg GAE/g DW). Values are expressed as mean +
standard deviation (SD). GAE - gallic acid equivalents;
WW - whole walnut; WK - walnut kernel. **p < 0.05

was observed compared with the 2024 WK samples, the
difference was not statistically significant (p > 0.2).

Thin-Layer Chromatographic Analysis of Walnut Oils
Before GC analysis, thin-layer chromatographic (TLC)
analysis was performed on walnut oil samples from the
extraction series to qualitatively evaluate lipid composi-
tion, according to the Ph. Eur. method. Overall, the chro-
matographic profiles of the different walnut oil samples
were similar, with only minor differences in band posi-
tion and intensity. Detailed TLC results are available in
the Supplementary Material.

Discussion

According to the literature, the use of Juglans regia L. in
dietary or research contexts is most often justified by the
favourable lipid profile of the walnut kernel. Walnuts
contain approximately 52-70% fat [2,5], and the quality
of these lipids is further enhanced by numerous bioactive
components. The present study investigated the oil con-
tent of walnut samples, which, after Soxhlet extraction,
did not show significant differences between the sam-
ple groups according to harvest year (2024 vs. 2025) or
storage form (WW vs. WK). The mean oil content of all
samples subjected to extraction was 57.53%, which is
comparable to the Soxhlet extraction yield reported by
Wang et al. [17] (58.29%). Factors influencing extraction
efficiency include genotype-related variability [22] and
the extraction method used [17]. Iordanescu et al. [22]
reported differences of more than 10% in the oil content
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of Romanian walnut genotypes. A similar difference was
observed in the present study, supporting the existence of
variability between the fruits of the two examined trees.

The fatty acid composition of the analysed walnut
samples followed the pattern characteristic of Juglans
regia, namely the predominance of polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) [5,7]. Within the PUFA fraction, linoleic
acid was identified as the dominant component, account-
ing for more than half of the total fatty acid content of the
walnut samples, in agreement with previously published
data [7,22].

ALA was not detected in certain samples, which lim-
its the interpretation of the fatty acid profile. However,
where it was detected, including in the 2024 WW samples
from Tree 1 and the 2024 WK samples from Tree 1 and
Tree 2, its concentration was generally consistent with
values reported in the literature (12-18%) [2,5], although
lower values were observed in some cases. As the pres-
ence of ALA has been confirmed in studies involving
different genotypes and storage conditions [2,5,22], it is
likely that the non-detectable values observed in certain
samples were attributable to methodological or identifi-
cation-related limitations.

A statistically significant difference was observed in
the proportion of stearic acid (p = 0.04) between the 2024
WW samples originating from the two examined trees.
This difference may be attributable to genotype-related
variation. In the study by Iordanescu et al. [22], stearic
acid concentrations ranged from 3.28% to 6.50%, indi-
cating an even greater degree of variability than that
observed in the present study.

According to our results, neither storage form nor har-
vest year substantially affected the overall structure of the
fatty acid profile. Contrary to our expectations, no trend
was observed indicating that walnuts stored in-shell had
a more favourable fatty acid composition, and the more
recently harvested samples likewise did not exhibit a
consistently different profile. Similar observations have
been reported in previous studies investigating storage
effects, suggesting that, as oxidative processes progress,
antioxidant components, oxidative markers, and sensory
characteristics are affected before detectable alterations
occur in fatty acid composition, which may remain stable
for a longer period [5,8].

From a physiological perspective, the consumption of
PUFA-rich foods s of considerable importance. An appro-
priate balance between omega-6 and omega-3 fatty acids
may contribute to the regulation of inflammatory pro-
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cesses and the maintenance of metabolic health [12,23].
In the present study, the results regarding the presence of
ALA were inconsistent; therefore, the omega-6/omega-3
ratio could not be assessed for all samples. In the sample
groups in which ALA was detected, walnuts may repre-
sent a potentially favourable source of essential omega-3
fatty acids. However, the physiological significance of
ALA is difficult to evaluate fully, as its conversion to EPA
and DHA in the human body is limited [15].

Because of its high PUFA content, walnut is particu-
larly susceptible to lipid oxidation, during which numer-
ous volatile compounds may be formed [5]. However, the
analysis of walnut oil samples dissolved in n-hexane and
ethanolic extracts of defatted walnut press cake did not
reveal substantial amounts of aldehydes or other oxida-
tion markers commonly associated with walnut rancidity
that would indicate advanced lipid oxidation.

Among the volatile compounds detected in the
samples, terpene-related components predominated.
D-limonene was identified in the untreated walnut oil
samples, whereas o-cymene, eucalyptol, y-terpinene,
and camphor were detected in the ethanolic extracts of
defatted walnut press cake in addition to D-limonene.
The identified compounds are part of the natural volatile
fraction of walnut [24].

The presence of free fatty acids was also investigated
in the ethanolic extracts. Among these, only linoleic acid
(C18:2) and palmitic acid (C16:0) were detectable, both
at relatively low levels.

No statistically significant differences in the antiox-
idant activity of the walnut oil samples were observed
with respect to either harvest year or storage form.
Nevertheless, the mean DPPH inhibition of the 2025
samples was lower than that of the 2024 samples. The
interpretation of these results is considerably limited by
the high variability observed within the 2024 sample
groups. According to the GC-MS analyses, the overall
structure of the fatty acid profile remained stable, and no
substantial amounts of oxidation markers were detected.
These findings are consistent with the results obtained
from the DPPH assay. Although the use of toluene facili-
tates the dissolution of oil samples, it may also contribute
to analytical variability, which could partly explain the
large standard deviations observed. Consequently, the
results of this analysis should be interpreted with caution.

The DPPH assay applied to ethanolic extracts of wal-
nut press cake showed minor differences between walnut
samples from different harvest years and between sam-

ples stored in-shell or as kernels (Figure 2). As expected,
the in-shell samples exhibited higher antioxidant activity
(Tree 2: 90.59 + 0.17%) than the kernel samples (Tree 2:
80.63 * 8.57%). Although the 2024 WW samples showed
higher antioxidant activity, the difference was not statis-
tically significant, probably because of the limited num-
ber of biological replicates. Garcia-Mendoza et al. [25]
demonstrated that phenolic content is closely related to
DPPH activity, which is consistent with the results of
the present study. During oil extraction, phenolic com-
pounds accumulate in the remaining press cake, which
may explain the stronger DPPH inhibitory activity of the
ethanolic extracts of walnut press cake. Similar observa-
tions were reported by Zhou et al. [26], who investigated
the antioxidant activity of defatted walnut press cake
extracts, including by the DPPH assay. They observed
significant free radical scavenging activity in fractions
rich in phenolic compounds. The association between
the higher antioxidant activity of defatted walnut press
cake extracts and the TPC results suggests that phenolic
compounds may contribute substantially to the observed
free radical scavenging activity.

We examined the total phenolic content of defatted
walnut press cake obtained after Soxhlet extraction.
Storage form had a significant impact on phenolic con-
tent, most likely because of the protective bioactive
compounds present in the walnut shell and septum. The
walnut shell and associated tissues form a phenolic-rich
natural protective barrier that may help mitigate oxida-
tive processes [8,11]. Recommended storage methods for
preserving phenolic content include refrigeration, mod-
ified-atmosphere packaging, and in-shell storage [1,10].

Walnut phenolics include flavanols, flavonols, and
phenolic acids, which contribute to the biological value
of walnuts through their antioxidant and anti-inflamma-
tory effects [1,5]. A decreasing trend in phenolic content
(p = 0.109) has been observed during walnut ripening.
The total phenolic content of samples from Tree 1 col-
lected in 2025 was 6.28 + 1.2 mg GAE/g, representing the
lowest TPC value in the present study. These results may
have been influenced by the limited number of biological
replicates. Cui et al. [9] reported a similar process, show-
ing a gradual decrease in free gallic acid of almost 60% as
walnut ripening progressed. A substantial proportion of
phenolic compounds is concentrated in the outer layers
of the walnut [9,27]. Tree 2, whose fruits had a lower oil
content, showed a higher total phenolic content, suggest-
ing that lipid accumulation and phenolic biosynthesis
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may be regulated independently and may reflect geno-
type-specific metabolic distribution patterns.

Based on the pattern obtained by thin-layer chro-
matographic analysis, the walnut oil samples showed
similar profiles, indicating that their lipid composition
was largely comparable from a qualitative perspective.
The bands observed in the walnut samples and in the
olive oil sample appeared in distinct Rf ranges. Bands
with higher Rf values indicate the presence of less polar
lipid fractions. In vegetable oils, these typically consist of
triacylglycerols [28]. Weak, diffuse bands were observed
in the intermediate Rf region, whereas the phytosterol
standards exhibited well-defined bands, facilitating com-
parison with components showing similar migration
behaviour. The chromatographic profiles of the walnut
oil samples showed similarities to those obtained for
olive oil. In addition, several bands migrated within Rf
ranges comparable to those of the phytosterol standards,
suggesting the possible presence of phytosterol-like com-
pounds.

From a physiological perspective, PCOS is one of the
most frequently studied endocrine disorders among
women of reproductive age. Menstrual cycle distur-
bances, such as oligomenorrhoea or amenorrhoea, are
common features of the syndrome [13,29]. In PCOS,
chronic low-grade inflammation is often observed and
is accompanied by elevated inflammatory biomarkers,
while oxidative stress contributes to the development
of metabolic and reproductive disorders [4,12,16].
Increased levels of reactive oxygen species (ROS) and
inflammatory mediators may contribute to the devel-
opment of metabolic and reproductive abnormalities,
partly through adverse effects on insulin signalling
and steroidogenesis [16]. Consequently, PUFAs have
attracted increasing attention in PCOS research, as they
may modulate inflammatory processes, insulin sensi-
tivity, and the expression of genes involved in lipid and
glucose metabolism [4,12,13,23]. Although most studies
have focused on marine-derived omega-3 fatty acids,
ALA, the omega-3 fatty acid present in walnuts, may
also contribute to beneficial metabolic and anti-inflam-
matory effects [15].

Although this study did not examine clinical outcomes,
maintaining the stability of walnut-derived polyunsatu-
rated fatty acids and antioxidant compounds during stor-
age may be relevant when considering the use of walnuts
in dietary strategies aimed at supporting metabolic and
reproductive health.
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Conclusions

Based on our findings, the fatty acid profile of Juglans
regia remained relatively stable under the investigated
storage conditions, with linoleic acid predominating
across all sample groups. Storage form and harvest year
primarily influenced total phenolic content and anti-
oxidant activity. GC-MS analysis identified mainly ter-
pene-related compounds in the samples, whereas no
substantial amounts of oxidation markers were detected.
Thin-layer chromatographic analysis further suggested
the presence of phytosterols. Our findings contribute to a
better understanding of the bioactive components of wal-
nut and defatted walnut press cake. Nevertheless, further
studies are required to confirm the observed associations
and to verify their potential role in the dietary support
of PCOS.
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A dio (Juglans regia) lipid-osszetételének és bioaktiv
vegyiileteinek valtozasai kiilonbozo tarolasi koriilmenyek
kozott: jelentoségiik a polycystas ovarium szindromaval
(PCOS) kapcsolatos jovobeli kutatasok szempontjahol
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Osszefoglalé - A Juglandaceae csaladba tartozé Juglans regia L., azaz a kdzonséges did a PUFA-ban gazdag
novényi forrasok egyik jelentés képviseldje, amely gydgyaszati potencidllal rendelkezhet. A di¢ funkciondlis
élelmiszerként torténd alkalmazésdhoz elengedhetetlen a dié kémiai dsszetételében bekdvetkezd valtozasok
vizsgdlata a tarolasi korilmények hatdsdra. Jelen tanulmdny célja a Juglans regia diomintak lipidprofiljanak,
osszepolifenol tartalmanak (TPC), antioxidans kapacitdasanak és fitoszterol tartalmanak vizsgalata kilonbozé
tarolasi korilmények és betakaritasi évek szerint. A mintdkat héjban (WW, Whole Walnut) és héj nélkul (WK,
Walnut Kernel) tarolt formaban vizsgaltuk. A gazkromatografias (GC-MS) vizsgélatok alapjan a diomintak zsirsa-
vprofiljat a linolsav dominancidja jellemezte. Eredményeink azt mutattdk, hogy a taroldsi mod és a betakaritasi
év nem eredményezett szamottevd valtozast a zsirsavosszetételben. A 2024-es begyUjtésbdl szarmazd didk
osszpolifenol-tartalma magasabbnak bizonyult a 2025-0s sziret mintéival szemben, illetve a 2-es fa 2024-es
termésének esetében a WW minték szignifikdnsan magasabb 6sszpolifenol-tartalommal rendelkeztek a WK
mintdkhoz képest. A diébél formaban tarolt 2025-6s mintakban csdkkenés volt megfigyelhetd. Az antioxidans
aktivitdsban nem volt szignifikdns killonbség, bar a 2025-6s mintak valamivel alacsonyabb értékeket mutattak.
A lipidosszetétel kvalitativ szinten nem mutatott jelentés eltérést, ugyanakkor a vékonyréteg-kromatografias
profil alapjan a fitoszterolok jelenléte valészinGsithetd. Eredményeink alapjan a dio lipidosszetétele a vizsgalt
tarolasi kortlmények kozott viszonylag stabil maradt, mig egyes bioaktiv komponensek esetében a tarolasi
mod és a betakarftasi év hatdsa is megfigyelhetd volt. A megfigyelt 6sszefliggések klinikai relevancidjanak
igazolasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Kulcsszavak - Juglans regia, tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA), fenolos vegyiletek, tarolasi korilmények, poly-
cystas ovarium szindroma (PCOS

DOI: 10.2478/orvtudert-2026-0009 Orvostudomanyi Ertesitd 2026, 99(2): 125-146

idegrendszeri folyamatok homeosztazisanak fenntarta-

Bevezeto

A zsirok kulcsszerepet jatszanak az emberi egészség-
ben, és a dioféléket kiemelkedé lipidforrasnak tekintik.
A Juglans regia L., vagyis a kozonséges did, a vilag egyik
legrégebben termesztett és legelterjedtebb névénye [1].
A Juglandaceae csaladhoz tartozik, és angol vagy perzsa
dionak is nevezik [2]. A didban taldlhaté tobbszorosen
telitetlen zsirsavak (PUFA-k) hozzdjarulhatnak a sziv-
és érrendszer, az anyagcsere, valamint a reproduktiv és

sahoz [3,4]. A domindns zsirsav a linolsav (C18:2, n-6),
ami koriilbeliil 50-73%-os aranyban fordul el6 [5-7]. A
legfontosabb omega-3 zsirsav, az alfa-linolénsav (ALA,
C18:3, n-3), a teljes zsirtartalom 12-18%-at teszi ki [5].
Ez a gazdag lipidtartalom a diét kiillondsen érzékennyé
teszi az oxidacidval szemben [2,5,8]. A dioban taldlhaté
bioaktiv molekuldk és antioxidans kapacitasuk ezért
kulcsfontossagtiak a dié mindségének megdrzésében az
oxidacio mérséklésén keresztiil [1,9,10]. A diobél hartydja
(pellicula) és a bels6é s6vény (septum) mechanikai torése
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és eltavolitasa utan az oxidacioval szembeni természetes
véddgatak megsziinnek [8,11], ami kiemeli ezen bioaktiv
anyagok jelentéségét.

A flavonoidok egy kulcsfontossagu polifenolcsoport,
amelyet aromds gylirlis szerkezet jellemez. Gatoljak a
lipidoxidaciot, aktivaljak az antioxidans enzimeket, és
gatoljak az oxidativ enzimek mutikodését [1]. A didfélék
flavonoidtartalma kornyezeti tényez6ktdél figg, bele-
értve a hédmérsékletet, az oxigén jelenlétét [1], valamint
a tarolasi id6t [8]. A koncentraciok tarolas soran éltala-
ban csokkennek, valdszintileg a polifenol oxidaz (PPO)
aktivitasa miatt. A di6 emellett jelentés mennyiségben
tartalmaz fenolsavakat, flavonolokat és flavanolokat.
Ezek az OsszetevOk hozzajarulnak a dié antioxidans és
gyulladdscsokkentd hatasaihoz, ezaltal novelve biologiai
értékét [1,5]. A didolaj, illetve a didpogacsa teljes fenolos
tartalmat gyakran galluszsav-ekvivalensben (GAE) adjak
meg, amely a fenolos vegyiiletek mennyiségi meghataro-
zasanak gyakori referenciaegysége [1,9].

A didk tokoferol tartalma szintén fontos szerepet
jatszik a magok védelmében. A Juglans regia jelentds
mennyiségben tartalmaz y-tokoferolt, amely noveli az
olaj antioxidans aktivitasat és meghosszabbitja annak
eltarthatdsagat [2]. Az a-tokoferol a legreaktivabb és leg-
kevésbé stabil a tokoferolok koziil. Feltételezik, hogy az
oxidacio gatlasa érdekében els6ként ez a forma mobili-
zalodik [5].

A di¢ fitoszterol tartalma tovabbi elényt jelent az olajos
magvak fogyasztasa szempontjabol. A fitoszterolok szer-
kezete hasonlo a koleszterinéhez, és a felszivodas sordn
kompeticioba 1épnek a taplalékbol szarmazé koleszterin-
nel, ami potencidlisan csokkentheti az alacsony stirtségti
lipoprotein-koleszterin (LDL-koleszterin) szintet. A dio-
félékben a B-szitoszterol, az A5-avenoszterol és a kaem-
peszterol a 6 képvisel6k. Szintjiik csokkenhet hékezelés
és oxidativ folyamatok soran [2].

A PUFA-k gyulladascsokkentd és anyagcsere-szaba-
lyozo hatasaik révén hozzajarulhatnak a menstruacios
rendellenességek, valamint az inzulinrezisztencia keze-
léséhez [12-14]. Az ALA jelentés mennyiségben meg-
talalhato a didban, azonban tovabbi klinikai vizsgalatok
szlikségesek annak megerGsitésére, hogy a dié funkci-
onalis élelmiszerként alkalmazhaté-e a reproduktiv és
menstruacios zavarok kezelésében [12,13,15]. A kréni-
kus gyulladas és az oxidativ stressz kolcsonosen erdsit-
hetik egymadst anyagcsere- és reproduktiv rendellenes-
ségek esetén. A reaktiv oxigénfajtak (ROS) elésegithetik
a lipid-peroxidaciét és kedvezotleniil befolyasolhatjak a
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szteroidgenezist [16]. Ezért az étrendi antioxidansok és a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak szerepe egyre nagyobb
figyelmet kap [12,14].

Jelen tanulmany célja a Juglans regia mintak zsirprofil-
janak, Osszes fenoltartalmanak, antioxidans kapacitasa-
nak és fitoszterol tartalmanak Osszehasonlitdsa kiilon-
boz6 betakaritasi évek szerint, valamint eltérd tarolasi
koriilmények mellett. Feltételeztiik, hogy a hosszabb
ideig, vagy héj nélkiili formaban tarolt didk kedvezétle-
nebb oxidativ és bioaktiv paramétereket mutatnak. Mivel
a di6 bioaktiv komponensei potencidlisan szerepet jatsz-
hatnak a reproduktiv és metabolikus egészség tdamogata-
saban, a di¢ funkcionalis élelmiszerként valé alkalmaza-
sanak vizsgalata a n6i cikluszavarok — példaul polycystas
ovarium szindromahoz (PCOS), illetve Gjabb elnevezése
szerint poliendokrin metabolikus ovarium szindréma-
hoz (PMOS) tarsuld6 amenorrhoea — szempontjabdl is
relevans lehet. Ehhez elészor fontos megérteni, hogyan
valtozik a diok zsir- és bioaktiv-profilja kiillonboz6 ténye-
z0k hatasdra.

Anyag és modszer

Mintagyiijtés és tdrolds

Diémintakat (Juglans regia L.) gyujtottiink két kiillonb6z6
farol (1. és 2. szamu fa) a Hargita megyei Bagy (Bddeni)
faluban, Roménidban (46°13.04.0. N, 25°20.51.0. E).
A mintdkhoz rendelt azonositd kddokat, a betakaritasi
évet valamint a tarolas modjat az 1. tablazat Osszesiti.
A bizonylati mintdk a ,George Emil Palade” Orvosi,
Gyodgyszerészeti, Tudomany- és Technoldgiai Egyetem
(Marosvasarhely, Romania) Farmakognozia és Fitoterapia
Tanszékén kertiltek meg6rzésre. A mintakat két betakari-
tasi évbol nyertitk: 2024-b6l és 2025-bdl.

A 2024-es betakaritasbol szarmazé WW mintdkat
koriilbelill egy évig szobahémérsékleten taroltuk. 2025
juniusaban ezeknek a didknak egy részét kézzel feltortik,
és a nyert WK mintakat, tovabbi négy hénapig taroltuk az
elemzésig. A 2025-0s betakaritasu diok roviddel a feltorés
utan kertiltek elemzésre, kizarélag WK formaban.

A didkat kézzel tortiik fel, hagyomanyos mechanikai
modszerrel, hogy megérizzitk a didbél épségét. Az olaj
kinyerése el6tt a magokat egy laboratériumi daraléval
oroltitk meg. Az 6rlést kozvetleniil az olaj kinyerése el6tt
végeztiik, hogy minimalizaljuk az oxidativ valtozasokat.
Minden egyes kivonds soran 20 g 6rolt mintat mértiink
ki (+ 0,008 g). A mintdkat biologiai duplikditumban ele-
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1. tablazat. A diémintak azonositasa betakaritasi év, faeredet és tarolasi kdriilmények szerint

Minta Azonosité kod Szarmazasi fa Begyiijtési év Tarolasi forma
Minta 1 AS/0109/2024 1 2024 Ww
Minta 2 AS/0109/2024 1 2024 WwWw
Minta 3 AS/0209/2024 2 2024 WWwW
Minta 4 AS/0209/2024 2 2024 WwWw
Minta 5 AS/0109/2024 1 2024 WK
Minta 6 AS/0109/2024 1 2024 WK
Minta 7 AS/0209/2024 2 2024 WK
Minta 8 AS/0209/2024 2 2024 WK
Minta 9 AS/0110/2025 1 2025 WK
Minta 10 AS/0210/2025 2 2025 WK

WW - Whole Walnut (egész dié), WK - Walnut Kernel (diobél)

meztitk. Két 2025-0s diéminta esetében azonban az elsé
sorozat mintdit elégtelen szaradas miatt ki kellett zarni
a vizsgalatbol, ezért ezeknél csak a masodik sorozatbol
szarmazo6 mintdk keriiltek feldolgozasra. A kizart mintak
adatai nem jelennek meg az 1. tablazatban.

Reagensek és referencia anyagok
A kivonasdhoz hasznalt petrol étert Chimreactiv SRL-t61
(Romania) és az etanolt (96%) a SC ELI CHEMTRADE
SRL-t6l (Romadnia) szereztiik be. A killonb6zd elvalasz-
tasoknal hasznalt HPLC tisztasagi metanolt a Fisher
Scientific (Loughborough, Egyesiilt Kirdlysag), mig a
n-hexant (HPLC grade), natrium-hidroxidot (299%)
és Folin-Ciocalteu reagenst a Carl Roth GmbH Co.
(Karlsruhe, Németorszag) forgalmazta. A galluszsavat, a
2,2-difenil-1-pikrilhidrazilt (DPPH), foszfor-molibdén-
savat, rodamint, valamint a toluolt (HPLC tisztasagu)
a Sigma-Aldrich (Németorszag) cégtdl szereztitk be.
Vizmentes natrium-karbonatot a Labkem (Barcelona,
Spanyolorszag), dikléormetant a Honeywell Riedel-de
Haén GmbH (Németorszag), petrolétert és dietil-étert
pedig a Merck-t6l (Darmstadt, Németorszag), jégecetet
a Silal Trading SRL (Romania), valamint acetont a SC
Mobil Dacami Impex SRL (Romania) cégektdl hasznal-
tunk.

A GC vizsgalatnal hasznalt a-tokoferol, a-linolénsav,
linolsav és palmitinsav standardokat a MedChemExpress
(AEA) cégtdl szereztiik be.

Zsiros olaj kivondsa

A zsiros olaj kivonasat Soxhlet késziilékkel végeztiik el a
Wang et al. [17] altal leirt protokoll szerint. Petrol étert
hasznaltunk olddszerként 76 °C-on 4 éran keresztiil, 1:7

szilard-olddszer arany mellett (20 g minta 140 mL old6-
szerhez). Az extrakciot kovetden az oldoszert egy rotacios
vakuumbeparldn (Janke & Kunkel IKA Labortechnik RV
05-ST) eltavolitottuk. Az olajtartalom szazalékos kisza-
mitdsa a kovetkez6képpen tortént:

Olajtartalom (%) = (kinyert olaj tomege/ kezdeti szd-
raz mag témege) x 100

Az extrahalt olajokat a tovabbi elemzésekig 4 °C-on
taroltuk. A visszamaradt zsirtalanitott didpogacsat elta-
volitottuk az extrakcios hiivelybdl, megszaritottuk, majd
4 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig.

Didolaj zsirsav dsszetételének vizsgdlata

A didolaj lipid-osszetételének elemzéséhez zsirsav meti-
lésztereket (FAME) képeztiink az AOCS (American Oil
Chemists’ Society, Amerikai Olajkémikusok Tarsasaga)
hivatalos moédszere szerint [18]. 100 mg didolaj mintat 2
mL n-hexanban oldottuk fel, amelyet 0,2 mL 2M NaOH
metanolos oldattal 60 masodpercig homogenizéltuk,
majd 20 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Az igy
nyert mintakat 100-szoros higitasban vizsgaltuk. Az elva-
lasztast HP-5MS UI kapillaris oszlopon (30 m x 0,25 mm
x 0,25 pm) végeztitk Agilent 7890B gazkromatografbol
és Agilent 5977A MSD témegspektrofotométerbdl allo
rendszeren Masoodi modositott mddszere [19] alapjan.
Héliumot hasznéltunk hordozogazként, 1 mL/min aram-
lasi sebességgel. Az injektalds splitless modban tortént, 1
uL injektalt térfogattal, 250 °C injektor h6mérsékleten.
A kemence hémeérséklet-programja 60 °C-on indult (1
perc), majd 10 °C/perc sebességgel 250 °C-ig emelke-
dett, ahol 5 perc héntartast alkalmaztunk. A tomeg-
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spektrométer elektronionizaciés (EI) modban mikodott
70 eV ionizacids energiaval. Az ionforras és kvadrupdl
hémérséklete rendre 230 °C, illetve 150 °C volt. A tomeg-
spektrumok felvétele 40-500 m/z tartomanyban tortént.
A zsirsav-metilészterek (FAME) azonositasat a rogzi-
tett tomegspektrumok és a NIST 14, valamint az MPW 5e
konyvtarakban talalhaté referencia-spektrumok 6ssze-
hasonlitasaval végeztiik. A vizsgalt mintakban a zsirsa-
vak relativ ardnyat a csucsfeliilet-szazalékos mddszerrel
becsiiltitk meg. E mddszerben az 6sszes kimutatott cstics
teljes feliiletét 100%-nak vessziik, a célvegyiilet csticsanak
feltletét pedig a teljes feliilet aranyaként fejezzik ki.

Szabad zsirsavak és illéanyagok vizsgdlata

A didolajban és az olaj nyerésekor visszamaradt pogacsa-
ban taldlhat6 szabad zsirsavak, valamint az illéanyagok
azonositasara a fent leirt GC-MS mddszert alkalmaztuk.
Ehhez 0,050 g didolajat 1 mL n-hexanban oldottunk,
majd tovabbi 10-szeres higitast végeztiink. A didpogacsa
etanolos kivonatainal tovabbi higitdst nem alkalmaz-
tunk. A vegyiiletek azonositasa a retenciés idék (Rt) és a
tomegspektrumok alapjan, a NIST tomegspektrum-adat-
bazis segitségével tortént (85 feletti egyezési mindséggel
rendelkezd vegytileteket vettiik figyelembe).

A didolaj antioxiddns aktivitdsdinak meghatdrozdsa DPPH
modszerrel
A didolaj mintak szabadgyokfogo kapacitasat a 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) teszt segitségével értékeltiik, egy
zsiros olajokra adaptalt modszer alkalmazdsaval [2]. 1 mM
ban. Ezt kovetéen a munkaoldatot toluollal valo tizszeres
higitassal nyertiik (0,1 mM). Zsiros-olaj mintakat (0,100
g + 0,003 g) 1 mL toluolban oldottunk fel, és 30 masod-
percig raztuk (Tube Revolver, Thermo Scientific, USA) a
homogenizalas érdekében. Ezt kovetden 2900 uL 0,1 mM
DPPH reagens oldatot adtunk hozza. A reakcids keveré-
keket sotétben, szobahémérsékleten 30 percig inkubaltuk,
ezt kovetden az abszorbanciat 517 nm-nél mértiik.
Negativ kontrollokat készitettiink minden analitikai
sorozathoz az olajmintat toluollal helyettesitve. A gatlasi
szazalékot kiilon-kiilon szamitottuk ki minden sorozatra
a kovetkez6 képlettel:

%RSA = [(Akontroll - Aminta) /Akontroll] X 100

ahol Ay.an @ negativ kontroll abszorbancidja, A
pedig a tesztelt olajmintaé.
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A diépogdcsdk antioxiddns aktivitdsanak meghatdrozdsa
DPPH mddszerrel

A didpogacsak etanolos kivonatdnak antioxidans akti-
vitasat DPPH modszerrel hataroztuk meg [1], metano-
los DPPH oldat alkalmazasaval. A mérés soran 100 uL
etanolos kivonathoz 1500 puL 0,1 mM koncentraciéjua
DPPH oldatot adtunk. A reakcidkeveréket 15 percig, szo-
bahémeérsékleten és sotétben vald inkubalast kovetSen
értékeltiik, 517 nm-en mértiik az abszorbanciat UV/VIS
spektrofotométerrel. Kontrollként a DPPH oldat abszor-
bancidjat hasznaltuk. Az antioxidans aktivitast a DPPH
gyokkotd kapacitas (%) kiszamitaséval hatdroztuk meg:

%Ga,tlds = [ (Akontroll - Aminta) / Akontrol]_] x 100

ahol Ayuwon @ DPPH oldat abszorbancidja, az A,
pedig a kivonatot tartalmazo reakciokeverék abszorban-
cidja.

A didpogdcsa Osszpolifenol-tartalmdnak (TPC) meghatd-
rozdsa

A zsirtalanitott didpogacsa 0Osszpolifenol-tartalmat a
Folin-Ciocalteu mddszerrel hataroztuk meg [20]. A 0,2
g zsirtalanitott didpogacsat 10 mL etanollal 15 percig ext-
rahaltuk ultrahang-fiirdében. A kivonatot centrifugaltuk,
majd a maradékot ismételten kivontuk azonos koriil-
mények kozott. Az egyesitett felilluszokat hasznéltuk a
meghatarozashoz. 40 puL kivonathoz 3,16 mL desztillalt
vizet és 200 uL Folin-Ciocalteu reagenst adtunk, majd
30 mdasodperc keverést és 8 perc inkubaldst kovetden
600 pL 20%-os natrium-karbonat-oldatot adagoltunk. A
mintdkat 2 érdn it sotétben, szobahémérsékleten inku-
béltuk. Az abszorbanciat 765 nm-nél mértiikk egy UV/
VIS (JK-UVS-752 N) spektrofotométer segitségével. A
mintak osszpolifenol-tartalmat galluszsav ekvivalensben
fejeztiik ki, a galluszsav referencia oldat segitségével.

A kalibracios gorbét 50-400 mg/L koncentracio-tar-
tomanyu galluszsav standard oldatok felhasznalasaval
készitettitk. A polifenolok mennyiségét a regresszids
egyenlet (x=y+0,0194/0,0012. R2 = 0,9955) segitségével
szamitottuk ki, galluszsav-ekvivalensben kifejezve, a sza-
raz tomegre vonatkoztatva (mg GAE/g DW).

mg GAE/g=(CxV)/m
ahol C a kalibracios gorbébdl kapott koncentracié

(mg/L), V a kivonasi térfogat (0,02 L), és m a minta
tomege.
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Vékonyréteg kromatogrdfia (VRK) elemzés a didolajok ese-
tében

Vékonyréteg kromatografids vizsgalatot alkalmaztunk
a didolajmintak lipid-Osszetételének kvalitativ értéke-
lésére, a Eurdpai Gyogyszerkonyv (Ph.Eur.) 11. kiadasa
szerint [21]. Az egyes olajmintakbdl 20 mg-ot 1-1,5 mL
metilén-kloridban oldottunk fel az alkalmazas el6tt.
Osszehasonlitds képpen olivaolajat, B-szitoszterol és
sztigmaszterol referencia anyagokat hasznaltunk (20 mg/
mL, metilén-kloridban oldva).

A kromatografias elvalasztasokat normal fazisu szilika-
géles lemezeken (ALUGRAM?® SIL G/UV254, Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszag), valamint
forditott fazisi lemezeken (RP-18, F254S, 0,25 mm,
Merck, Darmstadt, Németorszag) végeztiik. A normal
fazisu elvalasztasnal petrol-étert, valamint petrol-éter —
dietil-éter - jégecet (23,5:5:1,5, v/v/v) keveréket hasznal-
tunk. A forditott fazisu lemezeket metilén-klorid - jége-
cet — aceton (20:40:50, v/v/v) eleggyel fejlesztettiik ki.

A Kkifejlesztést kovetGen a lemezeket levegén megsza-
ritottuk, majd a komponenseket foszfor-molibdénsavas
el6hivassal (120 °C-on 3 percig torténd hevitéssel), illetve
rodaminos el6hivassal, 365 nm-es UV-fényben vizuali-
zaltuk (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Franciaorszag).
A lipidkomponensek azonositdsa a retencids viselkedés
(Rf értékek), valamint a referencia olajokkal és fitoszte-
rol-standardokkal valé dsszehasonlitds alapjan tortént.

Statisztikai értékelés

Az eredményeket atlag + szdoras (SD) formajaban fejeztiik
ki. A csoportok kozotti killonbségek statisztikai értékelé-
sét kétmintas Welch-féle t-probaval végeztiik a Microsoft
Excel program segitségével. A kiilonbségeket p < 0,05
esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

A zsirsavprofil statisztikai feldolgozasa soran a nem
detektalhato (n.d.) értékeket a bioldgiai duplikditumban
mért értékekkel helyettesitettitk, kivéve azokat az ese-
teket, amikor a komponens egyik ismétlésben sem volt
detektalhato.

Eredmények

Olajhozam

A diémintdk olajtartalmat az 1. abra mutatja be. A 2024-
ben gytjtott mintak esetén a 2-es fa alacsonyabb olajtar-
talmat mutat az 1-es fahoz képest, uigy a WW mint a WK
mintak esetén, azonban ezek a kiilénbségek nem voltak
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1. abra. A kilonb6z6 fakrol szarmazé didomintak
olajtartalma (%) betakaritasi év és tarolasi forma
szerint csoportositva. Az értékek az atlag + szoéras (SD)
formaban vannak megadva. WW -Whole Walnut, WK -
Walnut Kernel (didbél). *** p < 0,001

statisztikailag szignifikdnsak (p = 0,08 és p = 0,07). A
WK mintdk koziil, a 2-es fa esetén statisztikailag jelentds
kiillonbség volt megfigyelhetd meg a 2024 és 2025-6s évek
kozott (p < 0,001), amint azt az 1. dbra is mutatja. A két
évbdl szarmazo WK mintak olajtartalma kozotti kiilonb-
ség 10,37% volt.

A didolajok zsirsav-dsszetétele
A GC-MS analizis soran vizsgalt didolajmintak lipid-6sz-
szetételében elsGsorban a tobbszorosen telitetlen zsir-
savak (PUFA) domindltak (2. tablazat). A legnagyobb
aranyt a linolsav (C18:2) mutatta, ezt kovette a palmi-
tinsav (C16:0), majd a sztearinsav (C18:0). Az a-linol-
énsav (C18:3) tobb mintaban is jelentés mennyiségben
volt jelen, ugyanakkor a meghatdrozott azonositasi
kritériumok (Qual >85) mellett néhany mintdban nem
volt kimutathatd. Hasonld jelenség volt megtigyelhetd
a C18:1 zsirsavak esetében is, azonban a statisztikai fel-
dolgozas soran a hianyzo értékeket a megfeleld bioldgiai
duplikdtumban mért értékekkel helyettesitettiik. Az
eikozénsav (C20:1) valamennyi mintaban csak kis meny-
nyiségben fordult el6.

A mintak zsirsavprofiljanak Osszehasonlitdsa soran
a legtobb vizsgalt komponens esetében nem talaltunk
statisztikailag szignifikdns kiilonbséget. Ugyanakkor a
sztearinsav (C18:0) ardnyaban szignifikans eltérés mutat-
kozott a 2024-es WW mintdk esetében a két vizsgalt fa
kozott (p = 0,046), valamint az 1-es szamu fa ugyanazon
évbél szarmazé WW és WK mintai kézott (p = 0,016).
A tovabbi statisztikailag szignifikdns eredmények olyan
Osszehasonlitasokbol szarmaztak, amelyek esetében nem
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2. tablazat. A tarolasi korilmények hatasa a didolaj zsirsav-Osszetételére. Az eredmények dtlag + sz6rés formaban

vannak megadva

Zsirsav (%) 2024 WW - 2024 WW - 2024 WK - 2024 WK - 2025 WK - 2025 WK -
Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2

Cl16:0 13,34 £ 0,31 14,05 £ 0,03 13,58 £ 0,31 15,27 £ 1,11 14,90 £ 0,00 15,90 + 0,00
C18:0 5,31 £ 0,04 5,06 = 0,02 4,87 + 0,03 5,28 £ 0,24 5,32 0,00 5,25+ 0,00
Cl18:1 11,42 + 0,00 17,24 £ 2,09 17,92 + 0,00 8,56 = 0,00 15,99 + 0,00 15,12 £ 0,00
C18:2 55,85+ 0,93 56,81 + 1,96 55,13 +1,23 56,57 + 1,34 57,94 + 0,00 57,62 + 0,00
C18:3 13,01 + 5,67 n.d. 19,20 + 0,00 11,63 + 5,85 n.d. n.d

C20:1 0,62 + 0,07 0,54 + 0,07 0,59 + 0,03 0,62 + 0,08 0,63 £ 0,00 0,61 £ 0,00
SFA 18,65 + 0,27 19,10 + 0,00 18,45 + 0,28 20,54 + 1,34 20,22 + 0,00 21,15+ 0,00
MUFA 12,04 + 0,07 17,77 £ 2,01 18,51 £ 0,03 9,18 £ 0,08 16,62 £ 0,00 15,73 £ 0,00
PUFA 68,85 +4,74 56,81 + 1,96 74,33 + 1,23 68,19 + 7,18 57,94 + 0,00 57,62 + 0,00

detektalt értékek helyettesitésére is sor kerdilt. meg.

Tokoferolok és egyéb bioaktiv komponensek

A GC-MS analizis sordn tobb zsiroldékony bioaktiv
vegyiilet jelenlétét figyeltitk meg a didolaj-mintakban.
A konzisztensen el6fordulé komponenseket a 3. tablazat
szemlélteti.

A y-tokoferol minden vizsgalt mintaban azonosithato
volt, mig a szkvalén jelenlétét tiz vizsgalt mintabol 6t eset-
ben tudtuk kimutatni. A mintdk mindegyikében megta-
lalhat6 volt a 2,4-di-tert-butilfenol is. Mivel a vegyiilet
eredete nem dllapithaté meg egyértelmtien a jelen vizsga-
lat alapjan, a biologiai jelentdségét nem értelmeztik.

A kezeletlen didolaj és a diopogdcsa-mintdk illokomponen-
sei, és szabad zsirsavak

A hexannal higitott didolajmintakban kizarolag a
D-limonene volt egyértelmtien azonosithatd, ez az illo-
komponens minden mintaban jelen volt.

A didpogacsa etanolos kivonataiban hat aromaanyag
jelenlétét azonositottuk (4. tablazat). A leggyakrabban
el6fordulé komponensnek a 5-metilheptdn-3-o0l és a
D-limonén bizonyultak. A 3-oktanon csupan két minta-
ban volt kimutathat6, mig az o-cimén, eukaliptol, y-ter-
pinén és kamfor eléfordulasa csak egyes mintakban jelent

A didpogacsa-mintakban az aromaanyagok mellett kis
mennyiségben szabad zsirsavakat is azonositottunk, els4-
sorban linolsav (C18:2) és palmitinsav (C16:0) formajaban.

A didolaj antioxiddns aktivitdsa

A didolajmintak szabadgyok-elnyeld aktivitasat DPPH-
teszttel hataroztuk meg, és az eredményeket szazalékos
gatlas formajaban adtuk meg.

A didolajmintak DPPH szabadgyok-elnyel6 aktivitasa
10,00 + 0,91% és 19,36 + 10,31% kozotti értékeket muta-
tott. A 2024-es WW és WK mintak atlagos gatlasa rendre
17,75 £ 9,43% és 19,36 + 10,31% volt, mig a 2025-6s WK
mintak alacsonyabb étlagos aktivitast mutattak (10,00 +
0,91%). A csoportok kozotti kiilonbségek azonban nem
bizonyultak statisztikailag szignifikinsnak sem a taro-
lasi méd (p = 0,848), sem a betakaritasi év (p = 0,214)
tekintetében. A két vizsgalt fa kozott szintén nem mutat-
kozott szignifikans eltérés (p = 0,980). A mintak esetében
jelentds szoras volt megfigyelhetd, kiilonosen a 2024-es
mintacsoportokban.

A didpogdcsdk antioxiddns aktivitdsa
A didpogacsa etanolos kivonatdnak antioxidans akti-

3. tablazat. A didolaj-mintakban azonositott y-tokoferol és szkvalén el6fordulasa

eT: l;:’::f(‘t’:;’k RT (min) 2024WW - 2024WW- 2024 WK- 2024 WK-  2025WK- 2025 WK -
. Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2
vegyiiletek
Szkvalén 26.658 + + + - - -
y-Tokoferol 28.334 + + + + + +
RT - Retention time (retencids id6), ,,+” = jelen van, ,,+” = az egyik mintaban jelen van, ,— ” = nem detektalhato.
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4. tablazat. A didmintak illékomponenseinek valtozésa a tarolasi koriilmények szerint

Minta- RT (min) Aroma- 2024 WW - 2024 WW - 2024 WK- 2024 WK- 2025 WK- 2025 WK-
csoport komponens Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2 Tree 1 Tree 2
Hexanban 5,427 D-limonén + + + + + +
oldott
didolaj-
mintak
Didpogacsa 4,351 3-oktanon + - - - - +
et.anolos . 4,427 5-metilheptan- + + + + + -
kivonatai
3-ol
5,456 D-limonén + + + + + +
5,522 0-cimén - + - - - -
5,622 eukaliptol - + + + + -
5,972 y-terpinén - - + - - -
7,267 kamfor - + - + - -
RT - Retention time (retencids id6), ,,+” = jelen van, ,,+” = az egyik mintaban jelen van, ,— ” = nem detektalhato.

vitasit DPPH-teszttel hatdroztuk meg, és a DPPH
gatlas szazalékos értékében fejeztiik ki. Az antioxidans
aktivitas a vizsgalt mintakban 70,26 + 1,82% és 90,59
+ 1,06% kozotti tartomanyban mozgott. A statisztikai
Osszehasonlitds azonban nem mutatott szignifikans
killonbséget a 2024-es WW és WK mintak kozott, sem
a 2024-es és 2025-6s WK mintak kozott. A két vizsgalt
fa kozott sem volt statisztikailag szignifikans kiillonbség
az antioxidans aktivitasban. Az eredményeket a 2. dbra
szemlélteti.

Osszpolifenol-tartalom a didpogdcsaban

A didépogacsa mintak Osszpolifenol-tartalmat (TPC) a
Folin-Ciocalteu modszerrel hataroztuk meg, és az ered-
ményeket mg galluszsav-ekvivalens/g szaraz tomeg (mg
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DPPH inhibition (%)
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2024 WW - 2024 WW -
Treel Tree 2

2024 WK -
Tree 1

2024 WK -
Tree 2

2025 WK -
Treel

2025 WK -
Tree 2

2, abra. A didpogacsa etanolos kivonatanak DPPH
szabadgyok-gatlé aktivitasa (%). Az értékek dtlag £
szoras (SD) formaban vannak megadva. WW - Whole
Walnut (egész dio), WK — Walnut Kernel (didbél).

GAE/g DW) egységben fejeztiik ki. Az egyedi mérések
alapjan a TPC-értékek 6,28 és 62,28 mg GAE/g DW
kozott mozogtak (3. dbra).

A statisztikai elemzés jelentds kiilonbséget mutatott ki
a 2024-es betakaritast WW és WK mintak kozott, kiilo-
nosen a 2. farodl szarmazo didk esetén (p = 0,008). A 2025-
6s WK mintaknal sziilettek a legalacsonyabb TPC érté-
kek (6,28 + 1,2 mg GAE/g). Bar a 2024-es WK mintakhoz
képest csokkenést figyeltiink meg, a kiilonbség nem volt
szignifikans (p > 0,2).

Diéolajok vékonyréteg kromatogrdfids vizsgalata

A GC analizist megel6z6en vékonyréteg-kromatografias
(VRK) elemzést végeztiink az extrakcids sorozatbol
szarmazd didolajmintakon a lipid-Osszetétel miné-

80 e

™ o
o
& S

3. abra. A diépogacsa 6sszpolifenol-tartalma (mg GAE/g
DW). Az értékek az atlag + széras (SD) formaban vannak
megjelenitve. GAE — Gallic Acid Equivalents (Galluszsav-
egyenérték), WW - Whole Walnut (egész di6), WK -
Walnut Kernel (diobél). **p < 0,05
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ségi értékelése érdekében, a Ph.Eur. mddszere szerint.
Osszességében elmondhatd, hogy kiilénbézé didolaj-
mintdk kromatografias profilja hasonlénak bizonyult, a
savok elhelyezkedése és intenzitasa csak kisebb eltérése-
ket mutatott. A VRK eredmények részletes bemutatasa a
kiegészité anyagban érhetd el.

Megbeszélés

A szakirodalom alapjan a Juglans regia L. — di6 - diétas
vagy kutatasi céli alkalmazasat leggyakrabban a mag
(gyiimolcs) kedvezd zsirprofilja indokolja. A di6 koriil-
belil 52-70%-at zsirok teszik ki [2,5], és ezeknek a lipi-
deknek a minéségét szamos bioaktiv komponens javitja.
Jelen tanulmany vizsgalta a didk olajtartalmat, amely a
Soxhlet kivonds utdn nem mutatott jelentGs eltéréseket
a didmintdk csoportjai kozott a gyljtési év (2024 vs.
2025) vagy a tarolasi modszer (WK vs. WW) alapjan.
A vizsgalatban kivonasnak alavetett 0sszes dio atlagos
olajtartalma 57,53% volt, ami kozel 4ll a Wang et al. [17]
altal elért Soxhlet kivondsi mddszer hatékonysagahoz
(58,29%). A kivonasi hatékonysagot befolyasolo tényez6k
kozé tartozik a fajok kozotti variabilitds [22] és a kivonasi
modszer [17]. Iordanescu és mtsai. [22] t6bb mint 10%-
os eltérést figyeltek meg kiilonb6z6 genotipust romaniai
diomintak zsirtartalmaban. Hasonl6 eredményt kaptunk
a mi tanulmanyunkban is, amely alatdmasztja a két fa
gyumolcse kozotti killonbséget.

A vizsgalt didmintak zsirsavosszetétele a Juglans regia
fajra jellemz6 mintazatot kovette, amelyet a tobbszordsen
telitetlen zsirsavak dominancidja jellemez [5,7]. A PUFA-
frakcion beliil a linolsav bizonyult a meghataroz6 kom-
ponensnek, amely a szakirodalmi adatokhoz hasonléan a
didémintak zsirsav-tartalmanak tobb mint felét képviselte
[7,22].

Az ALA egyes mintaknal nem volt detektalhatd, ami
korlatozza a zsirsavprofil értékelését. Ahol azonban jelen
volt (2024 WW - Tree 1 valamint 2024 WK - Tree 1 és
Tree 2), koncentraciéja 6sszhangban allt a szakiroda-
lomban kozolt kordbbi értékekekkel (12-18%) [2,5], bar
egyes esetekben alacsonyabb értékeket mutatott. Mivel
az ALA jelenlétét kiilonbozé genotipusokban és eltérd
tarolasi kortilmények mellett végzett vizsgalatok egyarant
igazoltak [2,5,22], ezért valdszintsithetd, hogy az egyes
mintakban tapasztalt nem detektalhat6 értékek hétteré-
ben mddszertani vagy azonositéasi korlatok allhatnak.

A sztearinsav esetében statisztikailag szignifikans
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kiilonbséget figyeltiink meg (p = 0,04) a 2024-es WW
mintakban a két fa termése kozott. Ennek hatterében fel-
tehetden genotipusbeli kiilonbségek allnak. Iordanescu
és mtsai [22] vizsgalataban a sztearinsav-tartalom 3,28-
6,50% kozotti értékeket jegyeztek fel, ami a jelen vizs-
galatban tapasztalt eltéréseknél is nagyobb variabilitast
jelez.

Eredményeink alapjan sem a taroldsi mod, sem a
vizsgalt betakaritasi év nem befolyasolta szamottevéen
a zsirsavprofil alapvet6 szerkezetét. Varakozasunkkal
ellentétben nem figyeltiink meg olyan tendenciat, amely
szerint a héjban tarolt diok kedvezdbb zsirsavosszetétellel
rendelkeztek volna, illetve a frissebb mintak sem mutattak
kovetkezetesen eltéré profilt. Hasonlé megfigyelésekrol
szamoltak be korabbi tarolasi hatast vizsgalé munkak is,
amelyek szerint az oxidacios folyamatok el6rehaladtaval
el3szor az antioxidans komponensek, az oxiddcids marke-
rek és az érzékszervi tulajdonsagok valtoznak, mig a zsir-
savosszetétel hosszabb ideig megorizheti stabilitasat [5,8].

A PUFA-ban gazdag taplalékok fogyasztasa élettani
szempontbdl kiemelkedd jelentséggel bir. Az omega-6
és omega-3 zsirsavak megfelel¢ aranya elGsegitheti a
gyulladasos folyamatok szabalyozasat és a metabolikus
egészség fenntartdsat [12,23]. Jelen tanulmany esetén az
ALA jelenlétére vonatkozd eredmények inkonziszten-
sek, ezért az omega-6/omega-3 arany nem itélheté meg
minden mintara nézve. Azokban a mintacsoportokban,
ahol az ALA jelen volt, a di6 az esszencidlis omega-3
zsirsavaknak potencidlisan kedvezdébb forrasat jelentheti.
Az ALA tényleges élettani jelentdségének megitélését
viszont neheziti, hogy az emberi szervezetben az EPA-va
és DHA-v4 torténd atalakulas hatdsfoka korlatozott [15].

Magas PUFA-tartalma miatt a di¢ fokozottan érzékeny
alipidoxidacidra, amelynek soran szamos illékony vegyti-
let képzédhet [5]. A hexanban oldott didolajmintak, vala-
mint a didpogacsa etanolos kivonatainak vizsgalata soran
azonban nem azonositottunk jelentds mennyiségben
olyan, a di6 avasodasaval gyakran 9sszefiiggésbe hozott
aldehideket vagy egyéb oxidaciés markereket, amelyek
elrehaladott lipidoxidacidra utalnanak.

A mintak illéanyagai kozott elsdsorban terpén jellegt
komponensek voltak jelen. A kezeletlen didolajokban a
D-limonén, mig a didpogacsa etanolos kivonataiban a
D-limonén mellett az o-cimén, eukaliptol, y-terpinén és
kamfor jelentek meg. A kimutatott vegyiiletek a dio ter-
meészetes illéanyag-frakcidjanak részét képzik [24].

Az etanolos kivonatokban a szabad zsirsavak jelenlétét
is vizsgaltuk. Ezek koziil csupan a linolsav (C18:2) és a
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palmitinsav (C16:0) volt kimutathato, viszonylag ala-
csony mennyiségben.

A di6olajmintak antioxidans aktivitdsaban nem figyel-
tiink meg statisztikailag szignifikdns kiilonbséget sem a
betakaritasi év, sem a tarolasi mod szerint, ugyanakkor
a 2025-6s mintak atlagos DPPH-gatlésa alacsonyabbnak
bizonyult. Az eredmények értékelését jelentds mértékben
korlatozza a 2024-es mintaknal tapasztalt nagy szords.
A GC-MS vizsgalatok alapjan a zsirsavprofil alapvetd
szerkezete stabil maradt, jelentés mennyiség(i oxidacios
marker pedig nem volt kimutathatd, amivel 6sszhangban
allnak a DPPH-teszt eredményei is. A toluol alkalmazdasa
elGsegiti ugyan az olaj oldasat, azonban hozzajarulhat a
mérési variabilitisahoz, ami részben magyarazhatja a
kapott eredmények nagy szdrasat, igy a vizsgalat eredmé-
nyei csak korlatozottan értelmezhetok.

A didpogacsabol késziilt etanolos kivonatokra alkal-
mazott DPPH-teszt kis kiilonbségeket mutatott a kiilon-
boz6 gyljtési évbol szarmazd, valamint héjban vagy
héjtalan allapotban tarolt diomintak kozott (2. dbra). A
varakozasnak megfeleléen a didhéjban megérzott mag-
vak magasabb antioxidans aktivitast mutattak (2. fa: 90,59
+0,17%), mint a héjtol elvalasztott diobél mintak (2. fa:
80,63 +8,57%). Bar a 2024-es WW mintak magasabb ant-
ioxidans aktivitast mutattak, a kiilonbség statisztikailag
nem volt szignifikans, ami valdszinileg a korlatozott bio-
légiai replikaszamnak tulajdonithatd. Garcia-Mendoza et
al. [25] kimutattdk, hogy a fenolos vegyiiletek mennyisége
szorosan Osszefligg a DPPH aktivitassal, ami jelen vizs-
galat eredményeivel is Gsszhangban all. A di6 préselése
soran visszamaradd pogdacsaban jelentés mennyiségben
halmozodnak fel fenolos vegyiiletek, ami magyarazatot
adhat a didpogacsabdl késziilt etanolos kivonatok erétel-
jesebb DPPH-gatl6 aktivitdsara. Hasonl6 megfigyelések-
r6l szamoltak be Zhou et al. [26], akik zsirtalanitott didki-
vonatok antioxidans aktivitdsat vizsgaltak, tobbek kozott
DPPH modszerrel. Jelentds szabadgyok-gatld hatast
tapasztaltak a fenolos vegyiiletekben gazdag frakciokban.
A diépogécsa-kivonatok magasabb antioxidans aktivitasa
és TPC-eredmények kozotti Osszefiiggés arra utal, hogy a
fenolos vegytiletek jelent6sen hozzdjarulhatnak a megfi-
gyelt szabadgyok-gatlo hatashoz.

Megvizsgaltuk a zsirtalanitott diopogacsa Osszes fen-
oltartalmat, amelyet Soxhlet extrakcidval nyertiink. A
tarolasi modszer jelent6s hatdssal volt a fenoltartalomra,
melynek legvaldszintibb oka a didhéjban és a septumban
talalhat6 védo bioaktiv komponensek jelenléte. A didhéj
és a kapcsolodo szovetrészek fenolos vegyiiletekben gaz-

dag, természetes védoréteget képeznek, amely mérsékel-
heti az oxidativ folyamatokat [8,11]. A fenolos tartalom
megérzése érdekében elényos tarolasi modszerek kozé
tartozik a hiités, a modositott légkori csomagolds és a
héjban vald tarolas [1,10].

A didfenolok flavanolokat, flavonolokat és fenolsava-
kat tartalmaznak, amelyek antioxidans és gyulladascsok-
kent6 hatasaik révén hozzdjarulnak a di6 bioldgiai érté-
kéhez [1,5]. Csokkend tendencia figyelhet6 meg a fenolos
tartalomban (p = 0,109) a di6 érési folyamatanak el6reha-
ladtaval. A 2025-0s gyujtésbol szarmazo 1-es fa didmin-
tainak 6sszes fenolos tartalma 6,28 + 1,2 mg GAE/g, ami
jelen tanulmany legkisebb TPC eredményeit produkalta.
Az eredményeket befolydsolhatta a bioldgiai replikak kor-
latozott szama. Cui M et al. [9] tanulmanyaban hasonlé
folyamatot figyeltek meg. A szabad galluszsav fokozatos
csokkenést mutatott (majdnem 60%) a di6 érési folyama-
tanak elérehaladtaval. A fenolos vegyiiletek jelent8s része
a di6 kiils6 rétegeiben koncentralddik [9,27] A 2. szamu
fa, amelynek termése alacsonyabb olajtartalommal ren-
delkezett, magasabb Osszes fenoltartalommal birt, ami
arra utal, hogy a zsirfelhalmozddas és a fenolbioszintézis
fiiggetleniil szabdlyozddik és genotipus-specifikus meta-
bolikus eloszlasi mintakat tiikrozhet. A vékonyréteg-kro-
matografias vizsgalat soran kapott mintazat alapjan a
didolajmintdk hasonld profilt mutattak, ami arra utal,
hogy lipid-6sszetételitk kvalitativ szempontbdl nagyrészt
hasonlé. A mintdk és olivaolaj esetében megfigyelhet6
savok egymastol elkilonilé Rf tartomanyban jelen-
tek meg. A magasabb Rf érték(i savok kevésbé polaris
lipidfrakciok jelenlétére utalnak. N6vényi olajokban ezek
jellemz8en triacilglicerolokbdl dllnak [28]. A kozépsd
Rf-tartomanyban gyengébb intenzitasu, diffuz savok
voltak megfigyelheték, mig a fitoszterol-standardok jol
elkiiloniild savokat mutattak, megkonnyitve a hasonlo
mintak kromatografias mintazata hasonlésagot mutatott
az olivaolaj mintdival. Emellett egyes savok migracidja a
fitoszterol standardokéhoz kozeli Rf-tartomanyban jelent
meg, ami a fitoszterol jellegi komponensek jelenlétére
utalhat.

Fiziolégiai szempontbdl a PCOS az egyik leggyakrab-
ban tanulmanyozott endokrin rendellenesség a repro-
duktiv kora n6k kérében. A szindroma gyakori velejaroja
a menstruacios ciklus perturbaciéja, példaul oligomen-
orrhoea vagy amenorrhoea formajaban [13,29]. PCOS
esetén gyakran megfigyelheté krénikus, alacsony foku
gyulladas, amely a gyulladdsos biomarkerek emelkedé-
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sével jar, mig az oxidativ stressz hozzajarul a metaboli-
kus és reproduktiv zavarok kialakulasdhoz [4,12,16]. A
megnovekedett ROS-szintek és gyulladasos mediatorok
hozzajarulhatnak a metabolikus és reproduktiv zava-
rok kialakuldsahoz, tobbek kozott az inzulinjelatvitel és
a szteroidgenezis kedvezdtlen befolydsolasan keresztiil
[16]. Emiatt a PUFA-k egyre nagyobb figyelmet kapnak
a PCOS kutatdsaban, mivel modulalhatjak a gyulladasos
folyamatokat, az inzulinérzékenységet, valamint a lipid-
és glitkozanyagcserében résztvevd gének expresszidjat
[4,12,13,23]. Bar a legtobb vizsgalat a tengeri eredetii
omega-3 zsirsavakra Osszpontosit, a didban talalhat6
ALA szintén hozzajarulhat kedvezé metabolikus és gyul-
ladascsokkenté hatasokhoz [15].

Bar ez a tanulmany nem vizsgalta a klinikai eredménye-
ket, a diobdl szarmazé tobbszordsen telitetlen zsirsavak
és antioxidans vegyiiletek tarolas kozbeni stabilitasanak
megérzése relevans lehet, amikor a diét a metabolikus
és reproduktiv egészség étrendi stratégiaiban fontoldra
vessziik.

Kovetkeztetések

Vizsgalatunk alapjan a Juglans regia zsirsavprofilja a vizs-
galt tarolasi kortilmények kozott viszonylag stabil maradt,
és valamennyi mintacsoportban a linolsav dominanciaja
volt megfigyelheté. A tarolasi mod és a betakaritasi év
elsgsorban az osszpolifenol-tartalmat és az antioxidans
aktivitast befolydsolta. A gazkromatografias vizsgalatok
soran a mintdkban f6ként terpén jellegi komponense-
ket azonositottunk, mig jelentés mennyiségli oxidacios
marker nem volt kimutathatd. A vékonyréteg-kroma-
tografias elemzés valoszintsitette a fitoszterolok jelenlé-
tét. Eredményeink hozzgjarulnak a di6 és a didpogacsa
bioaktiv komponenseinek jobb megismeréséhez, ugyan-
akkor a megfigyelt Osszefiiggések és a PCOS étrendi
tamogatasaban betoltott lehetséges szerepiik igazoldsa-
hoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Roviditések jegyzéke
o ALA - alfa-linolénsav
o DHA - dokozahexaénsav
o DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
o EI - Elektronionizacio (Electron Ionization)

146

o EPA - eikozapentaénsav
o FAME - zsirsav-metilészterek (Fatty Acid Methyl

Esters)

« GAE - Galluszsav-egyenérték (Gallic Acid
Equivalent)

o« GC-MS - gazkromatografia-tomegspektrometria

(Gas Chromatography—-Mass Spectrometry)

o LDL - alacsony stirtiségli lipoprotein-koleszterin
(Low Density Lipoprotein Cholesterol)

« MUFA -
(Monounsaturated Fatty Acids)

o n.d. — nem detektalhaté (not detectable)

o NIST -
Technology

egyszeresen telitetlen  zsirsavak

National Institute of Standards and

« PCOS - polycystas ovarium szindréma
o Ph.Eur.
Pharmacopoeia)

- Eurdpai Gyodgyszerkonyv (European

o PMOS - poliendokrin metabolikus ovarium szind-
réoma

o PPO - polifenol-oxidaz (Polyphenol-oxidase)

« PUFA - telitetlen
(Polyunsaturated fatty acids)

tobbszorosen zsirsavak

o Rf - retencids faktor (Retention factor)

o ROS - reaktiv oxigénfajtdk (Reactive oxygen species)

o RSA - szabadgyokfogo aktivitas (Radical Scavenging
Activity)

o RT - retencids id6 (Retention Time)

o SD - standard deviacio

o SFA - telitett zsirsavak (Saturated Fatty Acids)

o TPC - teljes fenoltartalom (Total Phenolic Content)

o VRK - vékonyréteg-kromatografia

o WK - diébél (Walnut Kernel)

o WW - teljes di6 (Whole Walnut)
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